UNIVERSIDADE DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

DETECAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BABESIA SPP. EM CANIS
FAMILIARIS E DE OUTROS AGENTES TRANSMITIDOS POR IXODIDEOS NA AREA
METROPOLITANA DE LISBOA E OESTE, PORTUGAL

ANA MAFALDA DUARTE DORDIO

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADOR

Doutor José Augusto Farraia e Silva Meireles Doutor Jacinto José Carneiro Gomes

Doutora Ana Isabel Simdes Pereira Duarte

Doutor Jacinto José Carneiro Gomes COORIENTADOR
Doutora Isabel Maria Soares Pereira

da Fonseca de Sampaio

ANO 2018

LISBOA







UNIVERSIDADE DE LISBOA

Faculdade de Medicina Veterinaria

DETECAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BABESIA SPP. EM CANIS
FAMILIARIS E DE OUTROS AGENTES TRANSMITIDOS POR IXODIDEOS NA AREA
METROPOLITANA DE LISBOA E OESTE, PORTUGAL

ANA MAFALDA DUARTE DORDIO

DISSERTACAO DE MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

CONSTITUICAO DO JURI ORIENTADOR
Doutor José Augusto Farraia e Silva Meireles Doutor Jacinto José Carneiro Gomes
Doutora Ana Isabel Sim&es Pereira Duarte
Doutor Jacinto José Carneiro Gomes COORIENTADOR

Doutora Isabel Maria Soares Pereira

da Fonseca de Sampaio

ANO 2018

LISBOA



A0S meus pais e a0 meu irmao






AGRADECIMENTOS

Ao Doutor Jacinto Gomes, pela sua incansavel transmissao de conhecimentos, por me ter
ajudado em todas as fases deste processo desta dissertacdo e pelas oportunidades que me

foram proporcionadas.

A minha coorientadora, Professora Doutora Isabel Pereira da Fonseca, por me cultivar a
paixdo pela parasitologia, pela disponibilidade demonstrada desde o inicio e pelo seu

contributo substancial nesta dissertacéo.

To the Parasitology department, from the Croatia Veterinary Institute, specially to Doctor Relja
Beck, for financial support to develop part of this study and make my traineeship possible. Also

thank you for making sure | wouldn’t leave the country without knowing Croatia culture.

Ao Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA) por ter

disponibilizando os meios materiais e financeiros necessarios a realizagao deste trabalho.

Ao Doutor Marcos Santos e a Dra. Lidia Gomes pelo apoio prestado e pela paciéncia durante

a realizacdo das técnicas laboratoriais.

A Professora Doutora Ana Duarte por ter disponibilizado as amostras do Laboratério de

Virologia e Imunologia da FMV, que foram incluidas na presente dissertacao.

Ao Dr. Telmo Nunes pela disponibilidade, ajuda na andlise de dados e transmissao de

confianca no trabalho desenvolvido.

Aos responséveis e funcionarios dos Canis Municipais e Associa¢des de Protecao Animal que

colaboraram neste trabalho e foram incansaveis para me auxiliar nas minhas visitas.

Ao Dr. Gongalo Vicente por me dar a oportunidade de o acompanhar durante o0 meu estégio
curricular no Hospital Escolar Veterinario, por todos os ensinamentos e, pela boa disposi¢éo

e motivacdo que me transmitiu ao longo do estagio.

A toda a equipa do Hospital Escolar Veterinario, médicos e enfermeiros, pelos ensinamentos
e pelo bom ambiente que marcou o meu estagio. Um especial obrigada aos meus colegas

estagiarios, que tornaram este periodo inesquecivel.

Agradeco a minha familia, em especial aos meus avés e tios, pelo apoio incondicional e por

me terem transmitido valores que foram essenciais durante todo este percurso.

Aos meus pais, sem 0Ss quais ndo seria possivel atingir esta etapa, por me terem
proporcionado a oportunidade de seguir o curso e por me incentivarem a dar o melhor de mim
em tudo. Ao meu irm&o, por me apoiar ao longo deste percurso sem nunca duvidar do que eu

poderia alcangar.



A Dra. Soénia Farrim, médica veterinaria da Clinica Veterinaria da Vigia, que sempre me
encorajou a seguir este caminho e me ajudou nas grandes decisdes. Ensinou-me a exercer

veterinaria com ética e compaixao para com 0s animais.

To the Nute Veterinary Surgery team, thank you for all the trust you put on me and for sharing
all your knowledge. Thank you to the family Bass and Leavold for your support and for

receiving me every day during my traineeship with such a good energy.

A todos os colegas com quem partilhei estes 6 anos de grande luta: Inés Prata, Sara Prata,
Gustavo Ayres, Catarina Nascimento, Luis Belo, Ruben Silva, Sofia Monteiro, Barbara
Abrantes e tantos outros! Em especial a Carolina Melo, por me ter recebido de bracos abertos

na FMV, pela forca e amizade transmitidas desde o inicio.

A minha amiga Alexandra Pereira, uma das melhores pessoas que ja conheci, por estar
sempre presente. Ao grupo de infancia “Santa Vice” por toda a vossa amizade e intrigantes

discussbes ao longo de 15 anos.

A toda a equipa da Emergosol Lusitanos, especialmente a Emma Franco e Anne Langan, que

me acolheram e me deram oportunidade de ter o meu lugar preferido de escape.

E por dltimo, aos meus companheiros de 4 patas, Boris, Bianca, Addo e Ozzy, por me

despertarem esta paixao e vontade de querer dedicar-me aos animais.

Aqueles que passam por nés, ndo vao sds, nao nos deixam sds. Deixam um pouco de si,

levam um pouco de nos. - Antoine de Saint-Exupéry



RESUMO

DETECAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BABESIA SPP. EM CANIS
FAMILIARIS E DE OUTROS AGENTES TRANSMITIDOS POR IXODIDEOS NA AREA
METROPOLITANA DE LISBOA E OESTE, PORTUGAL

As doencas dos canideos cujos agentes séo transmitidos por vetores (DCTV), sdo causadas
por um namero abrangente de agentes patogénicos transmitidos por artropodes e sdo um
problema crescente no mundo nos ultimos anos. A Babesiose canina faz parte dessas
doencas, sendo causada por diversas espécies pertencentes ao género Babesia. Até ao
momento sabe-se que a Babesiose canina é provocada pelas espécies Babesia canis e
Babesia microti-like no Norte e Babesia vogeli em todas as regides de Portugal. No entanto,
as informacdes relativas as espécies de Babesia, bem como a sua prevaléncia molecular,
distribuicdo geografica e a gravidade do quadro clinico sdo escassas. A pesquisa de possiveis
agentes transmitidos por vetores € igualmente importante, uma vez que os caes podem estar
infetados com multiplos destes agentes patogénicos, o que torna a abordagem clinica e
tratamento um desafio para o Médico Veterinario. A amostra deste estudo foi constituida por
dois grupos, de forma a contribuir para uma percecdo real dos agentes patogénicos
encontrados em 94 animais aparentemente saudaveis, provenientes de canis, e 49 animais
doentes com suspeita de Babesiose canina, ambos provenientes da area metropolitana de
Lisboa e do Oeste. Este estudo baseou-se na detecdo de Babesia e agentes coinfetantes o
método de observacado de esfregacos sanguineos ao Microscépio 6tico, PCR convencional,

RFLP e sequenciacdo de DNA.

A infecdo por B. canis foi detetada apenas no grupo de animais doentes, em 2 caes (1,40%)
com um guadro clinico descrito e compativel com Babesiose canina aguda, enquanto a
espécie B. vogeli foi detetada em 1 animal doente e 3 animais aparentemente saudaveis
(2,81%). Foram detetadas infe¢cbes Unicas em 35 animais (24,64%), dos quais: 17 (11,97%)
com Hepatozoon canis, 4 (2,82%) com Anaplasma platys, 1 (0,70%) com Ehrlichia canis e 7
(4,93%) com Mycoplasma haemocanis. As coinfecbes foram detetadas em 13 animais
(9,15%), dos quais: 5 (3,52%) com H. canis e A. platys; 5 (5,52%) com H. canis e M.
haematoparvum; e 1 (0,70%) com A. platys e M. haematoparvum. A partir do grupo de animais
aparentemente saudaveis, a prevaléncia de infe¢des Unicas e coinfecfes foi de 26,6%, e de

12,7% respetivamente.

Esta foi a primeira identificacdo, a partir de métodos moleculares, de Babesia canis e
Mycoplasma haematoparvum no Sul de Portugal. A identificagdo de agentes transmitidos por
vetores auxilia os Médicos Veterinarios na sua abordagem clinica e refor¢a a importancia de

atuar de acordo com o conceito One Health para a prevenc¢ao dos riscos de transmissao.

Palavras chave: Caes, DCTV, Babesia spp., esfregagos sanguineos, cPCR, sequenciacao.



ABSTRACT

DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BABESIA SPP. IN CANIS
FAMILIARIS AND OTHER PATHOGENS TRANSMITED BY TICKS IN THE
METROPOLITAN AREA OF LISBON AND WESTERN REGION, PORTUGAL

Canine vector-borne diseases (CVBD) are caused by a wide range of pathogens transmitted
by arthropods, and it is an issue of growing importance from the past years. Canine Babesiosis
is englobed in this group of diseases, furthermore is caused by different species from the
Babesia genera. Currently it's known that Canine Babesiosis it's caused in the northern of
Portugal by Babesia canis and Babesia microti-like, and by Babesia vogeli in all the country.
There is a lack of information about the species that could cause the disease in Portugal, as
well as the molecular prevalence, geographic distribution and severity of clinical manifestations
of these parasites. Also, the detection of possible pathogens transmitted by vectors are equally
important since the dogs can be infected with multiple pathogens, which makes the clinical
approach and treatment a challenge for veterinarians. This study includes two groups, with the
aim of contribution for a real perspective of pathogens that can be found, both the metropolitan
area of Lisbon and Western region of Portugal. 94 dogs apparently healthy from shelters, that
had previous contact with ticks, and 49 dogs clinically suspected of Canine Babesiosis. This
study assessed, by means of blood smear examination, conventional PCR, RFLP and DNA

nucleotide sequencing, the presence of Babesia spp. and co-infecting agents.

Babesia canis was detected only in the group of sick dogs, in two animals (1,40%), with clinical
manifestations described and compatible with an acute Canine Babesiosis, while B. vogeli was
detected in one animal suspect of disease and 3 animals apparently health (2,81%). Single
infections were detected in 35 animals (24,64%): H. canis in 17 (11,97%), A. platys in 4
(2,82%), E. canis in 1 (0,70%) and M. haemocanis in 7 (4,93%). Coinfections were detected
in 13 animals (9,15%): H. canis and A. platys in 5 (3,52%); H. canis and M. haematoparvum
in 5 (5,52%) and A. platys with M. haematoparvum in 1 (0,70%). In dogs apparently healthy

the prevalence of single infections and coinfections was 26,6%, and 12,7% respectively.

This is the first molecular identification of B. canis and M. haematoparvum in dogs from
southern Portugal. This identification of pathogens of CVBD agents helps to guide the clinical
approach of veterinarians at the practice and reinforces the importance of a One Health

approach, to prevent the risk of the transmission.

Keywords: Dogs, CVBD, Babesia spp., blood smears, cPCR, DNA nucleotide sequencing
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CAPITULO | - INTRODUCAO

A Babesiose canina incluida no grupo de doencas transmitidas por vetores (DCTV), é emergente
em diversas areas e tem uma distribuicdo geografica cosmopolita. A infecdo por Babesia spp. é
importante ndo s6 em canideos domésticos como em canideos silvaticos (Alvarado-Rybak, Solano-
Gallego, & Millan, 2016). A classificacdo taxondmica tem sido feita através da morfologia do
protozoario, designado por piroplasmas enquanto merozoitos no interior dos eritrécitos. Esta
classificacdo divide-os em babésias de grandes dimensfes e babésias de pequenas dimensbes
(Birkenheuer, 2012; Irwin, 2009). Nas ultimas décadas, foi possivel identificar novas espécies com
capacidade para infetar cdes domésticos, através de técnicas moleculares (René-Martellet et al.,
2015). Foram identificadas na Europa, até a data, quatro espécies: B. canis e B. vogeli que
pertencem aos piroplasmas de grandes dimensdes; e B. gibsoni e Babesia microti-like, que
pertencem aos piroplasmas de pequenas dimensdes (Solano-Gallego, Sainz, Roura, Estrada-Pefia,
& Mir6, 2016). Contudo, existiu ainda um caso isolado de infe¢do por B. rossi em Franga, num
animal sem histéria de deslocacbes (Fritz, 2010). A distribuicdo geogréfica, transmissao, sinais
clinicos, tratamento e prognéstico de Babesia spp. varia entre espécies. Para além da espécie
envolvida, os principais fatores que determinam a gravidade do quadro clinico incluem a idade e o

estado imunitario do hospedeiro definitivo (Solano-Gallego et al., 2016).

Atualmente, a importéncia de doencas transmitidas por vetores e do seu potencial zoon6tico tem
aumentado na medicina veterinaria e humana. As alteracfes climaticas, a transformacdo de
terrenos e 0 aumento do transporte de animais domésticos entre paises tem afetado a distribuicéo
geografica de infe¢Bes transmitidas por vetores e a introdu¢do das mesmas em areas consideradas
ndo endémicas. Consequentemente, existe um aumento de coinfec¢cdes em regides endémicas,
gue poderéo estar associadas a infecdo por Babesia spp. e poderdo complicar o diagnéstico clinico.
As coinfecbes tém um impacto negativo na salde do animal, podendo exacerbar os sinais clinicos,
reduzir a eficacia do tratamento e piorar o prognostico (Homer, Aguilar-Delfin, Telford, Krause, &
Persing, 2000; René-Martellet et al., 2015; Irwin, 2016). Os animais poderéo apresentar uma infecéo
subclinica durante meses ou anos, sem que sejam diagnosticadas infecfes. Estas tém uma grande
importancia epidemiolégica, na medida em que 0s animais podem ser reservatorios para outros
hospedeiros vertebrados. Estas circunstancias requerem uma abordagem tendo em conta o
programa One Health, alertando a comunidade veterinaria, tutores e autoridades de saude publica
para prevenir a transmissdo de agentes patogénicos transmitidos por vetores (Alvarado-Rybak et
al., 2016; Schurer, Mosites, Li, Meschke, & Rabinowitz, 2016).



Em Portugal, a informacg&o sobre a Babesiose canina é escassa, sendo necessarios mais estudos
relativos a detecdo e identificacdo das espécies presentes, de forma a compreender melhor a

situacao epidemiolégica no pais.

Na presente dissertagdo sera apresentada uma revisdo bibliografica e resultados da dete¢céo de
infecbes por piroplasmas em cdes domésticos na area metropolitana de Lisboa clinicamente
suspeitos de Babesiose. Para além disso, pretendeu-se identificar também agentes patogénicos

coinfetantes tais como Anaplasma/Ehrichia, Hepatozoon e Mycoplasma.

CAPITULO Il - ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS DURANTE O ESTAGIO CURRICULAR

A realizacdo do Estagio Curricular insere-se no Plano de Estudos do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-
ULISBOA) e teve como objetivos a aprendizagem, o treino e o aprofundamento de conhecimentos
na clinica de pequenos animais. Durante este periodo foram realizados dois estagios: no ambito do
programa de ERASMUS+ na Clinica Nute Veterinary Surgery, CVS Group Plc; e um segundo
estagio extracurricular no Queen Mother Hospital for Animals, do Royal Veterinary College (RVC).

A presente Dissertacdo de Mestrado resulta de quatro componentes praticas:

1) Estagio Curricular no Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinéria da
Universidade de Lisboa (HEV, FMV-ULisboa), sob supervisdo do Dr. Gongalo Vicente;

2) Estagio em atividades de investigagdo no Laboratorio de Parasitologia e Doengas
Parasitarias (LPDP) da FMV — ULisboa, sob orientagéo da Professora Doutora Isabel Pereira
da Fonseca;

3) Estagio em atividades de investigacdo no Laboratério de Parasitologia do Instituto Nacional
de Investigacao Agraria e Veterinaria (INIAV) em Oeiras, sob a orientagdo do Doutor Jacinto
Gomes;

4) Estagio em atividades de investigagdo no Instituto Nacional da Croacia, em Zagreb, sob
orientagdo do Doutor Relja Beck.

1. Hospital Escolar Veterinario da FMV-ULisboa

O Estagio Curricular no Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa (HEV FMV-ULisboa), teve a duracdo de quatro meses, compreendidos
entre os dias 5 de setembro de 2016 a 5 de fevereiro de 2017, sob supervisdo do Dr. Gongcalo

Vicente.

Durante este periodo foi possivel a rotacdo em diferentes areas de atuacdo deste Hospital,
nomeadamente Medicina Interna (consultas, consultas de especialidade, urgéncias e

internamento), Cirurgia (tecidos moles, ortopedia e exdéticos), Imagiologia (Radiografia, Ecografia,



Tomografia) e outras especialidades médico veterinarias (Neurologia, Dermatologia, Ortopedia,

Reproducédo, Odontologia, Oftalmologia, Comportamento animal e Medicina de exéticos).

Nas consultas de Medicina Interna, foi possivel acompanhar consultas didrias de profilaxia
(vacinacdo, desparasitagcfes internas e externas, primeira consulta e colocacédo de microchip para
fins de identificacdo animal), reavaliacbes e pds-cirurgia. As consultas de primeira opinido
compreendiam anamnese completa, exame fisico detalhado, recolha de amostras bioldgicas
(colheita de sangue venoso periférico, colheita de urina por algaliacdo, zaragatoas orais e
auriculares, entre outras), administracdo de farmacos pela diferentes vias (per os, subcutanea,
intramusculares e endovenosas, e executar pequenos procedimentos como exame otoldgico,
drenagem de otohematomas e derrames (toracicos e abdominais), limpeza auricular, sob
supervisdo do médico veterinario responsavel pelo caso clinico; discussdo da abordagem
diagnostica com o mesmo. Foi ainda possivel participar na equipa de triagem, rececao e intervencao

em urgéncias.

As consultas de especialidades médico-veterinarias, que a autora teve oportunidade de participar
com maior frequéncia foram Oncologia e Neurologia. Em Oncologia, teve oportunidade de realizar
puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF), preparacdo de pacientes para administracdo de
quimioterapicos e colocacdo de cateteres endovenosos com aplicagdo de medidas essenciais a
biosseguranca; nas consultas de Neurologia houve a oportunidade de realizar o exame neurolégico

e observar eventuais colheitas de liquido cefalorraquidiano.

No Internamento Geral, o horario foi dividido entre turnos diurnos e noturnos, com a duracao de 12
horas cada; as principais fungdes desempenhadas foram: monotorizagéo dos pacientes internados
e manutencao da higiene e conforto dos mesmos, calculo de doses, preparac¢ao e administracao da
medicacado diaria de acordo com as instru¢des fornecidas pelo médico veterinario responsavel,
preparacdo e administracdo de alimentacdo entérica; foi ainda possivel a realizacdo de
procedimentos por rotina tais como, limpeza e desinfecdo de feridas, algaliacdo de cdes e gatos,
medicdo de glicémia, monotorizacao de fluidoterapia, suplementacdo com soros, monotorizacao de
pacientes durante transfusdes sanguineas, fixacdo de dreno toracico, abdominocentese; e por fim
a participacdo na transferéncia e discusséo de casos entre as equipas médicas responsaveis. Foi
ainda possivel acompanhar a realizacdo de exames complementares de diagndstico (radiografias,

ecografias, eletrocardiografias, mielografias e tomografias computorizadas).

Na Unidade de Doencas Infecto-Contagiosas a autora teve oportunidade de realizar turnos de 5
horas, com adocdo de cuidados especiais de forma a cumprir regras de biosseguranca. Nesta
unidade hospitalar foram monitorizados animais com quadros clinicos de esgana, parvovirose e

leptospirose canina, panleucopénia felina, peritonite infeciosa felina, leucemia felina sindrome de



imunodeficiéncia felina, calicivirose, hespervirose felina e infecdes cutaneas por bactérias

multirresistentes.

Durante o estégio, a autora participou ainda em reunides cientificas e apresenta¢cdes com o intuito
de atualizacdo de conhecimentos técnico-cientificos, com a presenca de médicos veterinarios de

servigo.
2. Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias (LPDP) da FMV — ULisboa

No LPDP da FMV-ULisboa foi desenvolvida a componente laboratorial desta dissertacdo, no
periodo entre 5 de setembro de 2016 a 5 de agosto de 2017, sob a orientacdo da Professora Doutora
Isabel Pereira da Fonseca e apoio da Dra. Lidia Gomes. Neste Laboratério realizou-se a
conservacdo das amostras, esfregagos sanguineos com coloracdo Giemsa e observagdo dos

mesmos ao Microscoépio Otico.
3. Instituto Nacional de Investigagcdo Agraria e Veterinéaria (INIAV)

A realizacdo do estagio, no Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, decorreu de
setembro de 2016 a agosto de 2017 e foi fundamental para a execuc¢ao do trabalho proposto nesta
dissertacdo. Sob a orienta¢do do Doutor Jacinto Gomes foi realizada a preparacao das amostras e
métodos moleculares aplicados. Estes Ultimos incluiram a extracdo de DNA, PCR convencional
para amplificacdo do gene 18S RNA designado nesta dissertacdo como Método 1, e por fim a

técnica de PCR-RFLP para diferenciar as espécies de Babesia existentes.
4. Croatia Veterinary Institute, Zagreb

Este estagio foi realizado num periodo de 10 dias, e decorreu de 5 de julho a 17 de julho, no
departamento de Parasitologia sob orientacdo do Doutor Relja Beck. Apds a extracdo de DNA das
amostras utilizadas para o estudo, estas foram transportadas para o Instituto Veterinario da Croacia,
de acordo com as normas de seguranca aplicadas no Aeroporto de Lisboa. No periodo de estagio
foi possivel realizar outra técnica de PCR convencional para detecdo de Babesia e Theileria spp.,
bem como a utilizacdo de equipamentos avancados na realizacdo dos métodos moleculares. Apos
a interpretacdo dos resultados e sendo oportuno realizar um diagndstico diferencial para outros
agentes, foi realizado PCR convencional para detecdo de Hepatozoon spp., Anaplasmataceae e
Mycoplasma spp. Foi bastante enriquecedor, ndo s6 para a realizacdo da presente dissertacao,
como para o conhecimento do trabalho realizado no Laboratério de Parasitologia e de Biologia

Molecular.
5. Nute’s Veterinary Surgery, CVS Group Plc

O estagio nesta clinica foi realizado, no ambito do programa ERASMUS +, durante um periodo de

3 meses, que decorreu entre 20 de fevereiro de 2017 e 20 de maio de 2017, sob supervisdo da



Médica Veterinaria Nicky Hallows, tendo sido possivel aplicar e aprofundar conhecimentos tedéricos

e praticos em Inglés, reforcando a comunicacdo médico-veterinario/tutor na lingua inglesa.

A autora teve possibilidade de participar na preparagdo pré-cirirgica dos animais (preparacdo e
administracdo da pré-medicacdo e anestesia, intubacdo endotraqueal, tricotomia, lavagem e
desinfecdo do animal). No periodo intracirtrgico, realizou funcbes de anestesista, circulante,
ajudante de cirurgido e cirurgid com acompanhamento do Médico Veterinario de servico, tendo
oportunidade de realizar intervencBes tais como: orquiectomias em cdes e gatos,
ovariohisterectomia em cadelas e gatas, remocdo de massas, suturas de feridas trauméticas com
aproximacao dos planos musculares, subcutaneos, suturas de pele e da cavidade oral. Para além
disso, foi possivel realizar destartarizacfes em cées e gatos, drenagens toracicas (Figura 1); realizar
a monotorizacdo e acompanhamento do paciente no periodo pés-operatério, que envolveu a
remocao de pontos de pele, limpeza de feridas cirurgicas e realizacdo de pensos simples e pensos
Robert Jones, assim como a discussédo das recomendacdes de alta do paciente. O periodo de
cirurgia decorreu durante todos os dias da semana das 10h as 13h e permitiu participar em 150

cirurgias, das quais 23 foram cirurgias ortopédicas e 127 cirurgias de tecidos moles.

Figura 1 - Caso clinico de quilotérax presenciado num gato doméstico Felis silvestres catus
(Original). A - Imagem radiografica em decubito lateral esquerdo. B - Drenagem toracica do

conteudo.




6. Queen Mother Hospital for animals, Royal Veterinary College

Ainda durante o periodo de estagio curricular, para o aprofundamento dos conhecimentos teéricos
e préticos, foi importante a realizacdo de um estagio extracurricular no servico de referéncia de
Emergéncias e Cuidados Criticos durante 2 semanas, com turnos de 12h, sob supervisdo do

Especialista de Emergéncias e Cuidados Criticos Dr. Dominic Barfield.

Neste estagio foram designados a autora casos de emergéncias, onde ficou responsavel pelo
acompanhamento dos mesmos, tendo como fungdes: triagem do animal, recolha da anamnese com
os donos, leitura da anamnese ao veterinario responsavel com posterior discussao do caso clinico
(lista de problemas, diagnésticos diferenciais e abordagem ao diagnéstico e monotorizacdo do
animal) e acompanhamento da consulta; colocacdo de cateter venoso, recolha de amostras
sanguineas, realizacao de EcoFast sob supervisdo do médico responsavel na sala de emergéncias
ou nos Cuidados Intensivos. Na sala dos Cuidados Intensivos a autora teve ainda como rotina a
monotorizagdo e check up dos animais internados, incluindo recolha de valores de Presséo Arterial
com auxilio de um “doppler”; participacdo no suporte basico de vida em animais em paragem
cardiorrespiratéria, através de compressdes cardiacas, ventilacdo mecanica e no Suporte Avancado

de vida através da preparacao de farmacos.



CAPITULO Il = REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Babesiose canina

No final do século XIX, Victor Babes identificou, pela primeira vez, microrganismos presentes no
interior de eritrocitos de bovinos, associados a hemoglobindria, e mais tarde também em ovinos.
Em tributo a Victor Babes, foram designados como Babesia bovis e Babesia ovis, respetivamente.
O termo “piroplasma” foi referido originalmente pelo facto de os parasitas apds a multiplicacdo terem
uma forma piriforme a observagéo direta. Atualmente o termo Piroplasmoses engloba as babesioses
e theilerioses (Boozer & Macintire, 2003; Uilenberg, 2006).

Os géneros Babesia e Theileria pertencem ao Filo Apicomplexa, classe Piroplasmea e ordem
Piroplasmida. Estas espécies estdo também relacionadas filogeneticamente com as espécies do
género Plasmodium, nomeadamente o que causa Malaria nos humanos (Sanchez-Vizcaino et al.,
2016).

A Babesiose é considerada uma doenca emergente, de distribuicdo mundial, que infeta animais
domeésticos, silvestres e seres humanos. E causada por protozodarios intra-eritrocitarios do género
Babesia, familia Babesiidae (Boozer & Macintire, 2003; Irwin, 2009). As espécies de Babesia spp.
sdo transmitidas por ixodideos, estando a sua distribuicdo geogréfica associada a distribuicdo do
seu vetor. A infecdo causa anemia hemolitica, acompanhada por um quadro clinico moderado a
grave, e podem ainda estar associadas complicagdes multissistémicas (Boozer & Macintire, 2003;
Irwin, 2016).

A analise molecular tem permitido demonstrar que estes protozoarios sao bastante mais prevalentes
e genotipicamente diferentes do que era esperado pela observacdo da morfologia ao microscépio

otico (Boozer & Macintire, 2003; Lempereur et al., 2017).

1.1 Etiologia

Até a presente data, foram identificadas, através de técnicas moleculares, 12 espécies de
piroplasmas que parasitam cdes domésticos. Quatro destas espécies tém sido reportadas na
Europa: Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia gibsoni e Babesia microti-like (Solano-Gallego et
al., 2016).

As espécies de Babesia e Theileria que infetam o cao foram inicialmente agrupadas, consoante a
sua morfologia, em piroplasmas de grandes e de pequenas dimensdes. B. canis, B. rossi e B. vogeli
pertencem ao grupo dos grandes piroplasmas (aproximadamente 2,5 a 5 ym) e tém uma forma

piriforme enquanto B. gibsoni, B. microti-like pertencem ao grupo dos pequenos piroplasmas



(aproximadamente 1,0 a 2,5 um) e podem adotar seis diferentes morfologias, descritas nos métodos
de diagndstico (Boozer & Macintire, 2003; Irwin, 2009; Solano-Gallego & Baneth, 2011). Todavia,
nao é possivel distinguir piroplasmas de pequenas dimensdes entre géneros Babesia spp. e
Theileria spp. através de microscopia, sendo necessario técnicas moleculares para a identificagéo

dos mesmos (Boozer & Macintire, 2003; Irwin, 2009).

Na literatura € encontrada a espécie B. canis subdividida em trés subespécies distintas: B. canis,
B. rossi e B. vogeli. Apesar de pertencerem ao grupo de grandes piroplasmas e serem consideradas
previamente como subespécies, estas apresentam uma diferenca evidente em relacdo as
caracteristicas genéticas, distribuicdo geografica, especificidade para o vetor e ainda sinais clinicos
causados, pelo que atualmente sdo consideradas espécies diferentes. Por este motivo, nesta
dissertacdo foram consideradas como independentes (Boozer & Macintire, 2003; Kjemtrup et al.,
2000; Solano-gallego & Baneth, 2011; Zahler, Schein, Rinder, & Gothe, 1998).

Foi ainda descrita uma quarta espécie de Babesia de grandes dimensfes no Norte da América,
geneticamente distinta de outras espécies ja descritas, mas ainda sem nomenclatura associada
(Babesia sp). Esta espécie é capaz de infetar o cdo e causar alteracdes clinicas e de hemograma
consistentes com babesiose canina. Foi encontrada em animais submetidos a esplenectomia ou a
um tratamento quimioterapico. No entanto permanece desconhecido se o cdo doméstico atua como
hospedeiro reservatério primario desta nova espécie de Babesia (Birkenheuer, Neel, Ruslander,
Levy, & Breitschwerdt, 2004; Sikorski et al., 2010).

Em 1910 foi identificado pela primeira vez na india o protozoario B. gibsoni, e desde ento que se
assume que os animais infetados com Babesia de pequenas dimensdes estavam parasitados por
B. gibsoni. Com a evolu¢cdo dos métodos moleculares e analises filogenéticas, foi demonstrada a
existéncia de pelo menos trés espécies distintas de Babesia de pequenas dimensdes capazes de
infetar e causar doenca no cdo: uma localizada na Asia, outra na Califérnia e uma terceira na Europa
(Kjemtrup et al., 2000). Para o isolado asiatico foi atribuida a designacédo de B. gibsoni (Boozer &
Macintire, 2003). O estudo realizado por Kjemtrup et al (2006) utilizou analise ITS-2 para demonstrar
tratar-se de uma espécie distinta e foi proposto para o isolado californiano a denominacédo de
Babesia conradae. Esta esta relacionada filogeneticamente com espécies de piroplasmas de
ungulados e do ser humano (Kjemtrup, Wainwright, Miller, Penzhorn, & Carreno, 2006). Nos casos
reportados, além das manifestagées clinicas de anemia hemolitica, mucosas palidas, uma grande

proporcao dos caes apresentava historia de vomito (Irwin, 2016).

O terceiro isolado, encontrado na Europa, foi designado inicialmente por Spanish isolate, mais tarde
por Theileria annae e Babesia microti-like (Yeagley et al., 2009; Zahler, Rinder, Schein, & Gothe,
2000). Até a data, ndo existem evidéncias de uma fase extra-eritrocitaria no hospedeiro vertebrado

ou transmissao transovarica no Ixodideo, motivos pelos quais ndo esta definido se este protozoario



pertence ao género Babesia ou Theileria. A andlise filogenética desta espécie, comparativamente
com outras espécies do grupo Theileria, indicou ser filogeneticamente relacionada com o piroplasma
B. microti (grupo B. microti) que parasita roedores e causa Babesiose em Humanos (Birkenheuer et
al., 2010; Sim8es, Cardoso, Araujo, Yisaschar-Mekuzas, & Baneth, 2011; Zahler et al., 2000).
Recentemente, tendo em conta a analise filogenética e a possibilidade de a raposa vermelha Vulpes
vulpes ser um hospedeiro natural deste piroplasma, Baneth et al (2015) sugeriram a reclassificacédo
do mesmo como Babesia vulpes sp. nov (Baneth, Florin-Christensen, Cardoso, & Schnittger, 2015).

Na presente dissertacdo a espécie ira ser designada como B. microti-like.

Esporadicamente, foram ainda reportados, através de técnicas moleculares, cées infetados com
Theileria equi, Theileria annulata e Babesia caballi. Contudo, a epidemiologia e importancia clinica

destas infe¢des € desconhecida (Irwin, 2009; Solano-Gallego & Baneth, 2011).

1.2 Ciclo de vida e Transmissao

A transmissao natural de espécies Babesia em hospedeiros vertebrados ocorre, através da
inoculag&o pelo ixodideo enquanto vetor. No entanto, podem ocorrer outras formas de transmisséo

direta entre hospedeiros vertebrados, representadas Figura 2.

Figura 2 - Ciclo de vida do parasita Babesia spp., tendo como hospedeiro vertebrado o céo

domeéstico (desenho original por Dordio & Lopo 2017).
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Existem evidéncias de transmissao placentaria nas espécies B. gibsoni e B.canis (Cardoso et al.,
2010; Jefferies et al., 2007a). Foi ainda demonstrado que a infecdo por B. gibsoni pode ocorrer
através de transfusdo sanguinea, ou por contaminacdo do material em contacto com a via
sanguinea (Fukumoto, Suzuki, lgarashi, & Xuan, 2005; Jefferies et al., 2007a). No entanto, a
inoculacédo durante a alimentagdo do vetor parece ser a forma mais comum de transmissdo do
parasita. Estudos realizados nos EUA (Yeagley et al., 2009), Jap&o (Miyama et al., 2005) e Australia
(Jefferies et al., 2007a) indicam também que a B. gibsoni € transmitida de forma direta através da
mordedura de feridas de cédes infetados ou sangue ingerido. Ainda que a espécie B. gibsoni possa
afetar qualquer raca de céo, existe uma prevaléncia elevada desta Ultima via direta de transmisséo
em racas de cdes como Pit-Bull Terrier, Staffordshire Terrier e Tosa, possivelmente por serem as
racas mais utilizadas nas lutas de cdes. No estudo realizado por Miyama et al. (2005), realizado no
Japéo, os cées infetados por B. gibsoni tinham menor exposi¢cdo a carracas, mas um elevado
namero de feridas por mordeduras de outros cdes, comparativamente com 0s casos negativos, o
gue levou a suspeitar que a transmissao direta de B. gibsoni é possivelmente a forma de
transmissdo mais comum nestas racas (Jefferies et al., 2007a; Miyama et al., 2005; Yeagley et al.,
2009). Mais tarde o estudo realizado por Yeagley et al (2009) nos EUA veio reforcar esta teoria, ao
confiscar caes de luta e comparar a prevaléncia de B. gibsoni dos mesmos com 218 cédes sem
histérias de lutas provenientes de canis. Os resultados da PCR indicaram que 34% dos céaes
confiscados foram positivos para B. gibsoni, enquanto apenas um céo de canil (0,5%) foi positivo
para esta espécie. Os caes confiscados, com cicatrizes tinham 5,5 vezes mais probabilidade de
serem infetados com B. gibsoni comparativamente com os cédes sem cicatrizes observadas. Dos
cdes confiscados da raga Pit-Bull incluidos no estudo e positivos para B. gibsoni foram também
testados para agentes de doencas transmitidas por ixodideos (E. ewingii, E. chaffeensis, E. canis,
A. phagocytophilum e A. platys), através de técnicas moleculares. No entanto, nenhum destes
animais testados teve um resultado positivo o que seria expectavel se a transmissao de B. gibsoni

tivesse ocorrido através destes vetores (Yeagley et al., 2009).

No estudo realizado por Simdes et al. (2011) identificou-se infecdo por B. microti-like no norte de
Portugal em 2 caes adultos, que viajaram num periodo de 10 dias para Galicia, em um cachorro
proveniente da ninhada dos mesmos sem historia de viagem para outros paises. O facto de os
sinais clinicos nos cées adultos surgirem 2 meses apds o regresso da viagem, sugeriu que a espécie
tenha um maior periodo de incubacdo em comparacdo com outras espécies de Babesia ou que a
infecao tenha ocorrido em Portugal. Na medida em que o cachorro descendente nunca tenha saido
de Portugal, a possibilidade de existir transmissao de B. microti-like via transplacentéaria foi apontada
(Simdes et al., 2011).

As espécies de Babesia poderdo ser infetantes 2-3 dias ap0s a fixacdo do ixodideo no animal

(Schein et al. 1979). Desta forma, presume-se que a mudanca de temperatura ou a presencga de
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sangue ingerido na carraca atuem como estimulos para a maturacdo dos esporozoitos infetantes
(Uilenberg, 2006; Chauvin, Moreau, Bonnet, Plantard, & Malandrin, 2009; Irwin, 2016). Estes
esporozoitos séo injetados juntamente com os componentes salivares no hospedeiro vertebrado
durante a alimentacdo da carraca. No hospedeiro, estes piroplasmas invadem o citoplasma dos
eritrécitos onde formam trofozoitos. O parasita replica-se dentro do eritrécito e forma merozoitos.
Consequentemente, com a multiplicagdo assexuada repetida, ocorre lise do eritrécito e os
merozoitos sdo libertado no sangue do hospedeiro vertebrado, ficando disponiveis para infetarem

novas células (Chauvin et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2011).

Durante a alimentacdo de sangue no hospedeiro vertebrado infetado, o ixodideo ingere formas do
parasita capazes de sobreviver e continuar o ciclo. Ao atingirem o intestino do vetor, estes
diferenciam-se em gametocitos (gametas femininos e masculinos) e fundem-se no limen intestinal
para darem origem ao zigoto, que penetra nas células epiteliais do intestino. A partir desta fase
evolui para uma forma mével, o ooquineto, capaz de atingir a glandula salivar e os o6citos do
ixodideo. Os ooquinetos que invadem as glandulas salivares, onde ocorre a ultima fase do
desenvolvimento no ciclo, evoluem para esporozoitos, sendo capazes de infetar o hospedeiro
vertebrado. A sua manutencdo no vetor € garantida através da transmissdo transovarica e
transtadial, podendo infetar diversas gera¢fes de ixodideos (Chauvin et al., 2009), como
representado na figura 2. No hospedeiro vertebrado, o género Babesia diferencia-se do género
Theileria pelo facto deste ultimo apresentar uma fase pré-eritrocitaria no interior dos leucécitos, e
posteriormente nos eritrocitos. No género Theileria, a transmiss&o no ixodideo ocorre apenas pela

via transtadial (Uilenberg, 2006; Chauvin et al., 2009).

O periodo de incubacéo para B. canis é aproximadamente 10 a 21 dias, enquanto para B. gibsoni

estd documentado um Pl de 7 a 21dias (Boozer et al., 2003).

Nas infe¢Bes cronicas, os piroplasmas ficam sequestrados nas redes capilares do baco, figado e
outros 6rgaos, sendo libertados periodicamente para a circulacdo sanguinea (Irwin, 2016; Solano-
Gallego et al., 2016).

1.3 Distribuicdo geogréfica do vetor de Babesia spp em Portugal
Em Portugal conhecem-se cerca de 22 espécies pertencentes a familia Ixodidae. A perpetuacéo na
natureza depende da alimentacdo que realizam para manter o ciclo de vida (INSA, 2016). As
condigBes climédticas e vegetacdo em Portugal beneficiam a distribuicdo e manutencdo dos
ixodideos, nomeadamente o clima Atlantico e Mediterraneo, no noroeste e sul do pais,
respetivamente (Estrada-Pefia & Santos-Silva 2005). Em Portugal casos clinicos de Babesiose
canina parecem nao acompanhar o periodo suposto de maior atividade destes ixodideos, uma vez

gue ocorrem ao longo de todo o ano (Cardoso et al., 2010).

11



No ambito do relatério REVIVE 2011-2015, foram colhidos 5717 ixodideos, onde foram identificadas
11 espécies. A lista atualizada de espécies de carracas, presentes em Portugal, engloba 22
espécies. Destas espécies, foram identificadas como vetores de espécies de Babesia spp.:
Dermacentor reticulatus, Ixodes hexagonus, Ixodes canisuga e Rhipicephalus sanguineus (INSA,
2016).

Rhipicephalus sanguineus apresenta uma distribuicdo mundial. Segundo o relatério REVIVE,
realizado entre 2011 e 2015, esta é a espécie mais abundante em Portugal, com uma abundéancia
relativa de 81,4%. Esta espécie estd adaptada a temperaturas altas e sobrevive com facilidade em
climas secos, pelo que as maiores densidades populacionais foram encontradas nos meses mais
guentes. Apesar de os adultos se encontrarem ativos todo o ano, o periodo de maior atividade
ocorre durante a Primavera/Verdo. E abundante principalmente em paises do Mediterraneo com
climas temperados, mas sendo endéfilo consegue tolerar regifes com baixas temperaturas. Quando
introduzido nestas zonas, podera sobreviver em infraestruturas como os canis. A hibernacédo ocorre
a temperaturas inferiores a 6°C, pelo que sera provavel existir uma maior incidéncia de Babesiose

canina nos animais que habitam em canis (INSA, 2016; Solano-Gallego et al., 2016).

Dermacentor reticulatus encontra-se distribuido pela Europa e Asia. Na Europa é uma espécie que
se encontra em evidente expansdo devido as altera¢des climaticas ou modificagdes na utilizacao
de terrenos agricolas e florestais. Em Portugal encontra-se distribuida na regido Norte, com uma
abundancia relativa inferior a 1%. No entanto, ja foi encontrado em zonas limitadas do Centro e Sul
de Portugal. A espécie D. reticulatus suporta temperaturas baixas ou mesmo negativas, necessita
de alguma humidade relativa, pelo que os adultos estdo ativos durante todo o ano, mas
especialmente no periodo de Novembro a Marco (Féldvari, Siroky, Szekeres, Majoros, & Sprong,
2016; INSA, 2016).

A parasitacao externa de caes por Ixodes hexagonus e Ixodes canisuga esté associada ao norte da
Europa. Contudo, em Portugal Ixodes canisuga tem sido reportada apenas nos distritos de Evora e
Beja, estando confinados no Sul de Portugal. A sua distribuicdo revela que esta espécie esta
adaptada a diferentes habitats e hospedeiros. A forma adulta foi também encontrada em canideos
silvaticos, nomeadamente na raposa Vulpes vulpes. Ixodes hexagonus foi encontrado em 14

distritos de Portugal distribuidos por todo o pais (Santos-Silva et al., 2011).
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1.4 Distribuicdo geografica e epidemiologia de Babesia spp. na Europa

A Babesiose era originalmente conhecida como uma doencga predominante em paises com clima
tropical ou subtropical, mas atualmente o numero de casos reportados tem aumentado nas regides
temperadas. Em regides endémicas, a prevaléncia de anticorpos contra Babesia spp. podera
abranger 3,8% a 80%, sendo que as elevadas prevaléncias correspondem a animais recolhidos na

rua ou com proveniéncia de canis (Irwin, 2006).

A distribuicdo geogréfica, assim como a ocorréncia de Babesiose esta relacionada com o habitat
das espécies de ixodideos enquanto vetores. No entanto, com o transporte internacional de animais,
€ possivel que tenham sido reportadas infecbes em novas areas geograficas (Irwin, 2016). Os
animais estdo cada vez mais expostos a hovos agentes patogénicos que se dispersam para zonas
nao endémicas e existe assim a possibilidade de se estabelecerem ciclos silvaticos (Solano-Gallego
& Baneth, 2011).

Babesia canis é um piroplasma transmitido por Dermacentor reticulatus e encontra-se amplamente
distribuido pela Europa. Afeta a maioria dos paises da mesma, sendo considerada uma infe¢éo
endémica do centro da Europa, principalmente devido a elevada abundéancia do vetor nesta regido
(Irwin, 2016; Foldvari et al., 2016). Através da utilizacdo métodos moleculares, verificou-se a
prevaléncia de 1,3% em Espanha (Tabar et al., 2009), 6% na Italia (Cassini et al., 2009); 4,6% na
Eslovénia (Duh, Tozon, Petrovec, Strasek, & Avi-Zupanc, 2004); 25,3% na Pol6nia (Welc-Faleciak,
Rodo, Sinski, & Bajer, 2009) e cerca de 44.8% na Roménia (Alvarado-Rybak et al., 2016). Além do
cdo domestico, Dermacentor reticulatus parasita ainda outros mamiferos silvaticos. Um estudo
realizado por Beck et al (2017), que pretendia determinar a prevaléncia e impacto das infe¢ces por
Babesia spp. nos lobos (Canis lupus), levantou a hipétese de este funcionar como hospedeiro
natural uma vez que ndo foram observadas alteracdes clinicas ou patoldgicas significativas. A
espécie B. canis tem ainda capacidade de infetar raposas vermelhas, no entanto tem sido
reportados casos esporadicos. Sao necessarias mais evidéncias para suportar a suspeita de que
estes sdo potenciais portadores sem a presenca de sinais clinicos. (Beck et al., 2017). Estudos
levantaram também a hipotese de que o cdo domestico pode constituir um hospedeiro reservatério,
na medida em que o piroplasma persiste em caes que se tornam subclinicos, o que poderia explicar

a recente expansado da Babesiose canina na Europa (Fdldvari et al., 2016).

Babesia vogeli é transmitida por Rhipicephalus sanguineus, ixodideo cosmopolita, o que faz com
gue este piroplasma seja amplamente distribuido pelo Mundo, incluindo regides tropicais e

subtropicais (Irwin, 2009; Irwin, 2016).

Babesia rossi € uma espécie transmitida por Haemaphysalis elliptica e a sua distribuicdo encontra-
se limitada ao continente africano, nomeadamente a regido subsariana. Esta espécie ja foi reportada

na Africa do Sul (Matjila, Leisewitz, Jongejan, Bertschinger, & Penzhorn, 2008), Nigéria (Sasaki et
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al., 2007) e Sudado (Oyamada, Davoust, Dereure, & Bucheton, 2005). Contudo, em Franca foi
reportado um caso de infecéo por B. rossi num animal sem historia de viagem. Os autores indicaram
a espécie Haemaphysalis punctata como possivel vetor, mas esta identificacdo continua sem
explicacdo porque se acreditava que a espécie estava confinada ao continente Africano (Fritz,
2010). Recentemente foi demonstrado que os Chacais-de-dorso-negro, da espécie Canis
mesomelas, podem ser portadores subclinicos do piroplasma, sendo hospedeiros naturais do

mesmo (Penzhorn, Vorster, Harrison-White, & Oosthuizen, 2017).

Babesia gibsoni é endémica na Asia e faz parte do grupo de Babesias de pequenas dimensdes que
apresenta uma distribuicdo geografica mais ampla. As informacdes relativas a prevaléncia das
espécies de Babesias de pequenas dimensdes é escassa, no entanto foi relatada uma prevaléncia
de B. gibsoni de 0,7% na Crodcia (Beck, Vojta, Mrljak, Marinculic, & Beck, 2009) e 2% em Espanha
(Tabar et al., 2009). Esta é transmitida por Rhipicephalus sanguineus (Chao, Liao, Ho, & Shih,
2017), Haemaphysalis longicornis e Haemaphysalis bispinosa (Miyama et al., 2005). Enquanto na
Europa o principal vetor pertence a espécie R. sanguineus, na Asia, a sua distribuicdo depende
principalmente da espécie H. longicornis (Solano-Gallego et al., 2016). A presenca desta espécie
foi reportada na Europa de forma esporadica (Criado-Fornelio, Gonzalez-Del-Rio, Buling-Sarafna, &
Barba-Carretero, 2003). Recentemente, um estudo realizado por Chao et al (2017) na Asia,
identificou B. gibsoni em ixodideos da espécie Rhipicephalus sanguineus e em diferentes estadios
do ciclo. Este estudo explica o facto de serem descritas anteriormente infe¢des por B. gibsoni, em
cdes domeésticos sem evidéncia de lesGes por mordedura e em areas livres dos vetores
anteriormente identificados. A determinacédo da prevaléncia da infecdo de Babesia em ixodideos da
espécie R. sanguineus enquanto ectoparasitas de canideos domésticos é um ponto critico a ser
estudado para identificar a importancia epizoética de Babesia spp. (Chao et al., 2017; Miyama et
al., 2005).

Babesia microti-like ja foi reportada em alguns paises da Europa (Tabela 1), tendo uma prevaléncia
em cées domésticos na Croacia de 0,1% (Beck et al., 2009) e 0,7 em Franca (René-Martellet et al.,
2015). Estudos detetaram que esta espécie infecta também uma grande propor¢éo de raposas, da
espécie Vulpes vulpes, na Europa e ndo parece ser virulenta para as mesmas. B. microti-like foi
reportada em raposas vermelhas na Croacia (Dezek et al., 2010), Alemanha (Najm et al., 2014),
Portugal (Cardoso et al., 2013), Espanha (Criado-Fornelio, Martinez-Marcos, Buling-Sarafa, &
Barba-Carretero, 2003c), Italia (Zanet et al., 2014), Hungria (Farkas et al., 2015) e Bdsnia e

Herzegovina (Hodzi¢ et al., 2015).

Nas raposas a prevaléncia deste piroplasma em Portugal é de 82,8% (Cardoso et al., 2013) e 5%
na Croacia (Dezek et al., 2010). Isto suporta a teoria de as raposas servirem como reservatorio e

fonte de infecdo para os caes domésticos (Adam J. Birkenheuer et al., 2010; Cardoso et al., 2013).
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O ixodideo da espécie Ixodes hexagonus tem sido um possivel candidato enquanto vetor da espécie
B. microti-like, devido a sua presenca em caes infetados e o isolamento do piroplasma aguando de
infestacdo em raposas. Foi também isolada nas espécies Ixodes ricinus, |. canisuga e |. hexadonus,
que infestavam raposas. No entanto pode refletir a infe¢cdo do ixodideo por se ter alimentado em
pequenos mamiferos e ndo se pode concluir que participem efetivamente no ciclo biolégico do

piroplasma (Alvarado-Rybak et al., 2016; Birkenheuer et al., 2010).

No Norte de Portugal ja foram detetadas as espécies B.canis, B. vogeli e piroplasma B. microti-like
(Cardoso et al., 2010); enquanto no Sul de Portugal apenas foram reportados casos de B. vogeli.
Os estudos realizados em paises mediterranicos reportam na distribuicdo temporal de casos que o
Outono e o Inverno sdo os periodos com mais casos clinicos de Babesiose canina (Cardoso et al.,
2010; Garcia, 2006).

Tabela 1 - Distribuicdo geografica das diferentes espécies de Babesia descritas na Europa e seus

respetivos vetores.

Espécies Distribuicdo Geogréfica

Vetor

Referéncias

Por toda a Europa.
. ] Endémica no norte de
Babesia canis
Espanha, Portugal, Franca

e centro da Europa.

Dermacentor reticulatus

Portugal (Cardoso et al., 2008),
Espanha (Criado-Fornelio et al.,
2003c), ltalia (Cassini et al., 2009),
Franca (Bourdoiseau, 2006), Pol6nia
(Caccio et al., 2002), Hungria
(Foldvari, Hell, & Farkas, 2005), Suica
(Porchet et al., 2007), Alemanha
(Zahler et al., 1998), Albania (Chauvin
et al., 2009), Croéacia (Caccio et al.,
2002), Holanda (Matjila et al., 2005),
Noruega (dines, Storli, & Brun-
Hansen, 2010), Leténia (Berzina et al.,
2013), Inglaterra (Marco et al., 2017)

Portugal, Espanha,

(Cardoso et al., 2008), (Criado-
Fornelio et al., 2007), (Duh et al.,
2004), (Cassini et al., 2009), (Caccio et

_ ) Eslovénia, Itélia, Franga, Rhipicephalus
Babesia vogeli . . . ) al., 2002), (lonita et al., 2012),
Croacia, Polonia, Grecia, sanguineus (Solano-Gallego & Baneth, 2011),
Romeénia, Sérvia e Turquia (Duh et al., 2004), (Giilanber,
Gorenflot, Schetters, & Carcy, 2006)
(Hartelt et al 2007), (Beck et al, 2009),
(Trotta, Carli, Novari, Furlanello, &
Alemanha, Croacia, Italia, : .
. . . o a Rhipicephalus Solano-Gallego, 2009), (Davitkov et
Babesia gibsoni Sérvia, Eslovaquia, ) al., 2015), (Vichova et al., 2016)
sanguineus

Espanha e Reino Unido.

(Criado-Fornelio, Génzalez-Del-Rio, et
al., 2003a), (Smith, Ballantyne,
Morgan, & Wall, 2011)
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Tabela 1 (continuagdo) - Distribuicdo geografica das diferentes espécies de Babesia descritas na

Europa e seus respetivos vetores.

(Simdes et al., 2011), (Mir6 et al.,

o Portugal, Espanha, Ixodes hexagonus, 2015; Simées et al., 2011), (Beck et al,
Babesia microti-like o o ) )
Croécia, Franca, Sérvia Ixodes canisuga 2009), (René-Martellet et al., 2015),

(Davitkov et al., 2015)

Babesia rossi Franca Haemophysalis leachi (Fritz, 2010)

15 Fisiopatologia

A gravidade da Babesiose canina é determinada pela estirpe e a espécie, que causa a infecédo
(Eichenberger, Ramakrishnan, Russo, Deplazes, & Hehl, 2017; Solano-Gallego et al., 2016). No
entanto existem também fatores associados ao hospedeiro vertebrado, como a idade, o estado
imunitario do céo, a presenca de infecdes ou doencas concomitantes e o grau de resposta
imunolégica desenvolvida face ao hemoparasitas e ao vetor. A elevada parasitémia ndo parece
estar associada com a gravidade dos sinais clinicos, pois ndo depende diretamente da destrui¢céo
eritrocitaria, mas com a resposta imunitaria do organismo face ao parasita. Porém, ainda existe uma
informacéo limitada relativamente a importancia da parasitémia na doenca (Birkenheuer, 2012;
Solano-Gallego et al., 2016).

A Babesiose canina pode ser classificada como complicada ou ndo complicada. Esta ultima é
geralmente associada a uma anemia ligeira a moderada, trombocitopenia, prostracao,
hepatomegalia e esplenomegalia. Geralmente é causada por B. vogeli, tendo em conta a sua
viruléncia ser baixa a moderada. Quando ocorre febre geralmente esta é associada a libertacao de
mediadores inflamatdrios ou pirogénicos endodgenos devido a inflamacéo e hipoxia nos tecidos
afetados (Birkenheuer, 2012; Caeiros, 2012).

Na Babesiose canina complicada, provocada principalmente por B. rossi e B. canis, as
manifestacdes clinicas sdo geralmente agudas e a mortalidade excede os 80% (Irwin, 2016). A
patogenicidade das espécies de pequenas dimensdes, tais como B. gibsoni e B. microti-like pode
ser moderada a grave (Solano-Gallego et al., 2016).

A Babesiose complicada pode ter como manifestacdes clinicas: anemia hemolitica imunomediada
(AHIM), Insuficiéncia renal aguda, Babesiose cerebral, coagulopatias, ictericia e hepatopatia,
Sindrome de stress respiratério agudo, hemoconcentragcédo e choque. O consumo de plaquetas e

fatores de coagulacdo podera levar a hemorragias. Na presenca de uma hemdlise intravascular
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abundante é frequente existir hemoglobindria, bilirrubinémia e bilirrubindria (Solano-Gallego &
Baneth, 2011).

O Sindrome de disfuncdo multiorgénica, que ocorre na Babesiose complicada, é causado pela
hipotenséo e inflamacao sistémica, resultante da sindrome de resposta inflamatoria sistémica SRIS
(Birkenheuer, 2012). A hipoxia dos tecidos € o principal contributo para a disfung&o dos 6érgéos e é
resultante da anemia, choque hipotensivo, estase vascular, producdo excessiva de monoéxido de
carbono e a diminuicdo da capacidade da hemoglobina para transporte de oxigénio. A consequente
producao de 4cido lactico pode justificar a presenca de acidose metabdlica, no entanto se o animal
conseguir compensar esta alteracao, através de hiperventilagdo, podera haver alcalose respiratéria
(Boozer & Macintire, 2003; Birkenheuer, 2012).

Neste caso a anemia € justificada pela combinacdo de hemdlise hemolitica intravascular e
extravascular, que surge através de mecanismos: metabdlicos, parasitarios, de resposta secundaria
imunomediada, lesdes oxidativas, osmaéticas e lesdo traumatica face aos eritrocitos (Irwin, 2016).
Os eritrocitos parasitados incorporam 0s antigénios do parasita na sua superficie e induzem a
opsonizagdo por parte dos anticorpos, e consequentemente a ativagdo do sistema mononuclear
fagocitério para a remog&do dos mesmos. Estes antigénios solluveis aderem também & superficie de
eritrécitos e plaquetas. A estase nos capilares em associacdo com protéases parasitarias sollveis
induz a ativacdo do sistema inflamatério e consequentemente a producdo de fibrinogénio. Isto
promove a agregacdo eritrocitaria, provocando o desenvolvimento de isquémia e tromboses
(Birkenheuer, 2012). A trombocitopenia ndo esta so relacionada com a destruicdo imunomediada,
mas também com o consumo de plaquetas em casos de vasculite e com o sequestro esplénico.
Nas infecbes por B. gibsoni verifica-se um aumento da producdo de superédxido, que leva a
peroxidacao lipidica dos eritrdcitos parasitados. Consequentemente, aumenta a rigidez dos
eritrécitos, diminuindo a velocidade destes ao passarem nos capilares sanguineos. Este mecanismo
contribui da mesma forma para a estase nos capilares, como referido anteriormente. (Birkenheuer,
2012; Otsuka, Yamasaki, Yamato, & Maede, 2001).

Existem dois mecanismos que poderdo explicar a existéncia de insuficiéncia renal. A primeira, tem
sido atribuida ao desenvolvimento da anemia hemolitica grave, provocando potencialmente lesdes
tubulares, nefrite intersticial e glomerulopatia. No entanto, pode ainda desenvolver-se uma
glomerulonefrite membranoproliferativa devido a deposi¢cdo de imunocomplexos no glomérulo. Sao
necessarios mais estudos que envolvam exame post-mortem, de forma a tirar conclusdes relativas
ao tipo de leséo existente e excluir a possibilidade de uma azotemia pré-renal (Garcia, 2006;
Birkenheuer, 2012).

O choque hipotensivo é frequente na Babesiose complicada. A hipotensdo deve-se a uma
combinacdo de vasodilatagdo, volume vascular diminuido, desidratacdo e/ou depressdo do
miocérdio. A detioracdo do quadro clinico e o estado de coma ou morte € frequente nestes casos
(Birkenheuer, 2012).
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A Babesiose cerebral é designada aquando da apresentacao de sinais neurolégicos associados a
infecdo por Babesia. Os sinais mais comuns sao ataxia, paresia dos membros posteriores, tremores
musculares, nistagmos, anisocoria, perda intermitente da consciéncia, convulsbes, estado de
estupor ou coma, agressédo, paddling ou vocalizagdo. Estas podem ocorrer devido a estados de
hipoglicémia, descrita em infe¢cdes por B. rossi, e ainda altera¢cdes patolégicas no cérebro como
congestao, hemorragias micro e macroscopicas, sequestro dos eritrocitos parasitados nos capilares

sanguineos e pavimentacdo do endotélio por células parasitadas (Birkenheuer, 2012).

1.6 Sinais Clinicos e Exames complementares de diagnostico

Os sinais mais frequentes descritos pelo tutor do animal sdo prostracao e anorexia. Ocasionalmente
os tutores podem identificar alterac6es como ictericia ou mucosas pélidas, ou ainda alteracdes na
cor da urina - bilirubindria ou hemoglobinuria (Birkenheuer, 2012; Nalubamba et al., 2015) .

A infecdo por Babesia spp. nos cdes pode evoluir de forma hiperaguda, aguda ou cronica. Esta
ltima poder& ainda ter um caréacter subclinico (Birkenheuer, 2012).

A infecdo hiperaguda é rara e apresenta uma elevada taxa de mortalidade, associada a lesbes
tecidulares extensas. O colapso subito ocorre principalmente nesta forma, devido a um choque
hipotensivo e inclui a presenca de mucosas pélidas ou por vezes cianéticas, aumento da frequéncia
cardiaca e pulso fraco (Birkenheuer, 2012).

Segundo um estudo de Nalubamba et al. (2015), a doenca aguda é expressa principalmente por
febre, prostracdo, muscosas palidas, linfoadenomegalia e presenca de carracas. A febre foi o
problema mais consistente em 87,3% dos cées infetados, e a linfoadenomegélia em 47,4%. A
infec&o por B. canis esta relacionada com quadros clinicos agudos bastante variaveis e associados
a uma parasitémia baixa. Dependendo do genoma de B. canis, esta espécie podera causar um
guadro clinico grave semelhante a B. rossi (Birkenheuer, 2012; Solano-Gallego et al., 2016;
Eichenberger, et al., 2017).

Nos diagndésticos laboratoriais complementares, apesar de as alteraces que ocorrem na
Babesiose canina ndo serem especificas, as mais consistentes sdo anemia, aumento da contagem
de reticulécitos e trombocitopenia (Reddy, Sivajothi, Reddy, & Raju, 2014; Nalubamba et al., 2015).
No hemograma as alteracdes mais consistentes sdo anemia e trombocitopenia. A trombocitopenia
estd muitas vezes associada a um aumento do volume plaquetario médio, e para compensar esta
alteracdo sao libertadas plaquetas imaturas pela medula 6ssea (Garcia, 2006). Na infecdo aguda,
inicialmente esta anemia é classificada enquanto ndo regenerativa, normocitica e normocrémica.
Mas 6 dias ap6és a infecdo, torna-se evidente a regeneracéo eritrocitaria, macrocitica, hipocrémica
(Birkenheuer, 2012). Os parametros eritrocitarios, frequentemente relacionados com o tipo de
anemia existente sdo: anisocitose, poiquilocitose e policromasia. Em 33% dos casos é possivel a
observacdo de corpos Howell-Jolly, possivelmente relacionados com aplasia funcional esplénica

(Garcia, 2006; Birkenheuer, 2012). A leucopenia, incluindo neutropenia e linfopenia, ocorre
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inicialmente apés a infe¢do, no entanto poucos dias apdés a mesma €é seguida de leucocitose e
neutrofilia com desvio a esquerda (Nalubamba et al., 2015). No entanto este facto ndo é constante
nos estudos realizados, 0 que sugere que esta reacao celular pode ser consequéncia da producao
de corticosteroides induzidos pelo stress causado pela doenca ou um artefacto dos contadores
automaticos, pela inclusdo de eritr6citos nucleados aquando de contagem (Garcia, 2006). A
neutropenia € uma alteragdo encontrada em grandes propor¢des nos casos de infe¢des por B.canis
(Birkenheuer, 2012).

N&o existem alteracdes patognomédnicas nas andlises bioguimicas ou urianalise associados a
Babesiose canina. As alteracdes dependem da gravidade da doenca e do grau de hipdxia tecidular.
Os achados bioquimicos comuns sao hiperglonulinemia, aumento das transaminases hepéticas, da
fosfatase alcalina sérica (FAS), da creatinina quinase e da ureia (sem aumento da creatinina). A
hiperbilirubinemia € uma alteracdo consistente apenas nas espécies B. canis e B. rossi
(Birkenheuer, 2012; Sudhakara Reddy et al., 2014). A suspeita de insuficiéncia renal, deve ocorrer
na presenca de hipostenuria ou isostenuria, anuria ou oliguria apdés reidrata¢do do animal. Quando
existe uma hemodlise exacerbada ou leséo renal, pode ser identificada na uriandlise: bilirrubindria,
hemoglobinuria, proteinaria e células do epitélio tubular renal (Birkenheuer, 2012). Em Espanha, 30
a 40% dos casos de infecao por B. microti-like foram acompanhados por insuficiéncia renal. Nestes
animais, para além das altera¢des clinicas comuns aquando infecdo aguda anteriormente descritas,
apresentavam anemia regenerativa grave, azotemia e proteinuria, elevadas concentracdes de
fosforo inorgénico, hipoalbuminemia, hipercolesterolemia e por fim um racio de proteina/creatinina
elevado (Garcia, 2006).

A autocoagulacao de eritrécitos em NaCl pode ocorrer em 21% dos casos de Babesiose canina,
engquanto quase 85% dos cées infetados apresenta um teste de Coombs positivo. O teste indica
que a infe¢do induz a producao de anticorpos e proteinas complementares contra a membrana dos
eritrocitos. No entanto, ndo permite distinguir uma Anemia Hemolitica Imunomediada como priméaria

ou secundaria (Irwin, 2016).

A sindrome de stress respiratério ocorre de forma frequente e é caracterizada por taquipneia,
dispneia, tosse e corrimento nasal sanguineo. E necessario realizar gasometria sanguinea e
radiografia toracica (Birkenheuer, 2012).

O perfil de coagulacdo é relevante na medida em que a babesiose pode causar alteracdes
hemostaticas, que se traduzem num prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA), do tempo de protrombina (TP), e do tempo de trombina (TT) e aumento dos produtos de
degradacao do fibrinogénio (PDF) e do dimero-D (Trotta et al., 2009; Birkenheuer, 2012).

O estudo realizado por Kule$ et al (2016), considerou a utilizac&o de diferentes biomarcadores para
diferenciar a presenca de SIRS- sindrome de resposta inflamatéria sistémica ou MODS - sindrome

de disfungé@o multiorganica associados a Babesiose canina. A SIRS é caracterizada por um aumento
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da paraoxonase 1 e apoA-l, enquanto a MODS tem um aumento dos complementos inibitérios que
prolongam a ativacdo do complemento e diminuem a vitamina D, que participa no processo de
hemolise e ativacdo da cascata de coagulacdo (Kules et al., 2016).

A Ecografia podera ser importante para evidenciar a presenca de hepatomegalia e esplenomegalia,
que resultam do aumento de atividade do sistema linfatico nestes 6rgéos e da dilatagdo dos micro

vasos sanguineos internos (Birkenheuer, 2012)

A fase cronica da Babesiose canina esta pouco caracterizada, mas estéo descritos sinais clinicos
como pirexia intermitente, anorexia parcial e linfadenopatia. A doencga crénica ou mesmo subclinica,
esta descrita em cées adultos imunocompetentes, com infec6es provocadas por B. gibsoni e B.
vogeli. Esta dltima parece ter menor viruléncia, comparativamente as Babesias de grandes
dimensdes. Nas infecdes crbnicas, nas quais 0 animal podera tornar-se um portador de Babesia
spp., hdo se observam alteragfes clinicas a menos que exista um comprometimento do estado
imunitario. Os cées parecem tolerar este estado de premunidade, onde a exposi¢do periddica ao
antigénio conduz ao desenvolvimento de anticorpos e a maior resisténcia a infe¢des futuras por
Babesia spp.. Todavia, a resposta imunitaria parece ser espécie-especifica, ndo ocorrendo

imunidade cruzada entre espécies (Solano-Gallego et al., 2016).

1.7 Diagnostico de infe¢do por Babesia ou Babesiose canina

1.7.1 Diagnéstico Clinico

Numa consulta, os Médicos Veterinarios devem suspeitar e descartar infecdo por Babesia spp.
aquando da presenca de anemia hemolitica, febre, trombocitopenia e esplenomegalia. Na recolha
da histéria clinica devem também incluir questbes relacionadas com possivel contato com
ixodideos, mordedura por outro cdo nas Ultimas 4 a 8 semanas e deslocacdes deste para outros
paises ou para outras regides do pais de origem (Boozer & Macintire, 2003; Irwin, 2016; Solano-
Gallego et al., 2016). O uso de técnicas moleculares e soroldgicas utilizadas em paralelo maximizam
a possibilidade de detetar infecdo por Babesia ou exposi¢cdo ao agente. Um resultado positivo em
ambas nem sempre confirma a existéncia de Babesiose canina, pelo que o diagnoéstico realizado
pelo médico veterinario devera ter também em conta 0s sinais clinicos encontrados, alteracfes
laboratoriais e resposta do animal ao tratamento realizado (Boozer & Macintire, 2003; Solano-
Gallego et al., 2016).
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1.7.2 Diagnéstico Laboratorial
Na medida em que existem diversas op¢des de tratamento consoante a espécie que provoca a

Babesiose canina, é importante que os veterinarios realizem um correto diagnéstico etioldgico.

O diagnostico de Babesiose canina devera ser realizado de forma integrada e, para que a
sensibilidade e especificidade do diagnéstico sejam maximizadas, € ideal combinar diversos testes
de diagndstico. De acordo com o algoritmo realizado por Solano-Gallego et al (2016), devera ser
realizada primariamente um esfregaco sanguineo para observacado direta do parasita. Nesta fase,
€ importante a distingdo de formas de Babesia, entre grande ou pequenas dimensdes, uma vez que
existem diferencas em relagdo a abordagem clinica, tratamento e progndéstico. Mesmo apés a
identificacdo de parasitémia € aconselhada a realizacdo de um método molecular que permita
posteriormente discriminar a espécie ou espécies envolvidas. Caso o parasita ndo seja detetado na
amostra sanguinea, devera ainda assim ser realizado um método molecular para descartar a
infecdo por Babesia spp. O método seroldgico é utilizado quando continuam a existir suspeitas e
ainda assim, podera ser repetido 4-8 semanas ap0s um resultado negativo, para coincidir com a

seroconversao (Solano-Gallego et al., 2016).

1.7.2.1 Pesquisa de parasitas em esfregagco sanguineo

A identificacdo dos piroplasmas no interior dos eritrocitos atraveés da observacdo microscépica de
esfregacos sanguineos, corados com derivados de Romanowsky, € uma técnica pouco
dispendiosa, simples e acessivel para a maioria dos médicos veterinarios. Os derivados de
Romanowsky utilizados sdo Giemsa, Diff-Quick e Wright. A sensibilidade e especificidade deste
método encontra-se dependente da experiéncia e capacidades do Médico Veterinario (Irwin, 2009;

Lempereur et al., 2017).

Durante as infecbes agudas, em que ocorre parasittmia moderada a elevada, este método é
relativamente sensivel para a identificacdo de piroplasmas e devera ser o primeiro método de
diagnéstico a ser realizado. Contudo, durante as infe¢des subclinicas e crénicas provocadas por
espécies de Babesia de grandes dimensbes a parasitémia € geralmente baixa e intermitente. O
mesmo ocorre na avaliacdo de esfregacos sanguineos provenientes de animais com alteracdes
sanguineas, homeadamente anemia hemolitica e trombocitopenia, originando falsos negativos
(Irwin, 2009; Lempereur et al., 2017; Solano-Gallego & Baneth, 2011).

Como foi referido anteriormente, a distincédo entre piroplasmas de grande e pequenas dimensdes e
o conhecimento de espécies endémicas da area presente, poderdo transmitir mais informacdes
relativamente a identificacdo do piroplasma observado. A morfologia das espécies B. microti-like e
B. conradae diferem-se das restantes, uma vez que ao microscopio 6tico podem estar agrupadas
em tétradas no interior de eritrécitos, designando-se como “cruz de Malta” (Garcia, 2006; Kjemtrup

et al., 2006). Todavia, os piroplasmas de pequenas dimensdes sao dificilmente observaveis ao
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microscépio 6Otico, tendo método uma sensibilidade fraca a moderada. Assim sendo, podera ser

necessaria a utilizacdo de métodos moleculares (Solano-Gallego & Baneth, 2011).

Relativamente aos piroplasmas de grandes dimensfes, estes acumulam-se nos capilares, sendo
ideal a observacdo de sangue proveniente de capilares sanguineos. Este pode ser obtido no
pavilhdo auricular ou na base da unha. Outra alternativa para aumentar a sensibilidade na
observacao direta de piroplasmas podera ser a partir do microhematocrito, com a utilizacao do
concentrado de eritrécitos adjacentes a linha da frac&o leucocitaria. Desta forma, existe uma maior
probabilidade de encontrar células parasitadas, uma vez que os reticul6citos tém uma maior
guantidade de acidos nucleicos, aminoéacidos, adenosina trifosfato e menor quantidade de

glutationa (Birkenheuer, 2012; Lempereur et al., 2017).

1.7.2.2 Métodos Seroldgicos

Devido a dificuldade dos clinicos em detetar infecdo por Babesia spp. por microscopia 6tica foram
desenvolvidos métodos seroldgicos. Estes providenciam informacdo quanto a existéncia de uma
exposicao do animal ao agente patogénico e permitem quantificar o titulo de anticorpos (Irwin,
2016).

Existem dois testes soroldgicos disponiveis: Imunofluorescéncia indireta (IFI) ou ELISA (do inglés
Enzyme-linked immunosorbent assay). Para o diagnéstico laboratorial de agentes como B. canis,
E. canis e R. conorii utiliza-se usualmente a técnica de IFl. Em casos de animais saudaveis ndo
medicados (nomeadamente por imunossupressores), os resultados negativos por IFlI excluem
normalmente a presenca de infecdo (Xufre, 2014). Contudo, a espécie B. canis € um caso de
excecao uma vez que os anticorpos s6 sao produzidos oito a dez dias ap0s infecdo. Assim poderao
existir sinais clinicos antes de ser possivel a detecdo dos anticorpos. Pode haver suspeita de infecéo
guando na consulta se confirmar uma titulagdo média a elevada de anticorpos, que correspondera
a fase de convalescenca, ou seja, 3 a 4 semanas apoés infecao (Solano-Gallego et al., 2016). A
limitagdo da técnica de IFI, no caso de B. canis, esta ainda associada a elevada ocorréncia de
falsos-positivos. Devido a reac¢des cruzadas com diferentes espécies, nomeadamente em infecdes
causadas por outras espécies de Babesia ou por Leishmania spp. Assim, ndo podera ser concluida
a espeécie a partir destes métodos. Outra restricdo da técnica estd associada ao facto de estes
anticorpos se manterem em circulacdo até trés meses apdés a eliminacéo do parasita, permitindo a
sua detecdo a titulos superiores ao critério de valorizagdo (>1:128). Também em animais vacinados
para piroplasmose sdo detetaveis anticorpos vacinais anti-Babesia por um periodo de trés meses
pés-vacinagdo (Xufre, 2014; Lempereur et al., 2017). A dissertacdo de Caeiros (2012), constatou
discrepancias nos resultados obtidos por IFIl e por gPCR para a dete¢éo de Babesia spp., uma vez

gue apenas 5 dos 14 animais positivos por IFI (35,7%) apresentaram DNA de um parasita
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pertencente a Babesia spp.. Pelo contrario, em 9 desses 14 animais (64,3%) foram detetados
anticorpos anti-Babesia por IFl, mas ndo foi detetado DNA parasitario através dos métodos
moleculares utilizados (Caeiros, 2012). Estudos que utilizaram métodos sorolégicos e moleculares,
detetaram casos em que existia positividade para Babesia spp. no PCR mas néo existia
seroconversdo na fase aguda ou convalescente. Isto pode dever-se ao facto de os animais terem
sido submetidos a uma terapéutica com farmacos imunossupressores ou 0 estado imunitario do

animal ndo permitir a seroconverséo (Kidd et al., 2017)

Apés o tratamento, os titulos de anticorpos para a Babesia spp. comecam a diminuir as 3 semanas
e a partir dai diminuem gradualmente até aos 160 dias. No entanto, foram encontrados animais
infetados cujos anticorpos se mantinham persistentes apds o tratamento, pelo que a técnica néo é
aconselhada para monitorizacdo do tratamento (Jefferies, Ryan, Jardine, Robertson, & Irwin,
2007b).

Nos resultados de um estudo recente, realizado por Eichenberger et al (2017), a técnica de ELISA
para detecdo de antigénios circulantes apresentou uma especificidade de 86,4% e valores de
sensibilidade de 100% e 53,8% para caes infetados por B. canis e B. vogeli, respetivamente. Na
fase aguda de B. canis, o0s resultados positivos das amostras foram demonstrados tanto no PCR
como por ELISA, concluindo que a AgELISA é potencial método para o diagnéstico rapido de

infecBes por B. canis, em fase aguda ou hiperaguda. (Eichenberger et al., 2017).

1.7.2.3 Métodos moleculares

Os métodos moleculares para a dete¢éo de Babesia spp, como a PCR (do inglés polymerase chain
reaction — PCR) tém elevada sensibilidade e especificidade. Esta técnica permite a amplificacao
exponencial de uma regido especifica do DNA genémico do parasita. Atualmente, o gene alvo mais
comum para a detecao e identificacdo de Babesia e Theileria spp. é o gene 18S, que codifica para

a subunidade menor do RNA ribossomal.

A PCR multiplex tem utilidade clinica no diagnostico diferencial em simultdneo de varios agentes e
podera detetar potenciais coinfeccbes por Babesia spp. e outras doencas transmitidas por
ixodideos. Nesta técnica sao utilizados maltiplos pares de primers huma mesma reacéo, permitindo
amplificar varias sequéncias genémicas alvo (Cunha & Inacio, 2014). Recentemente Rodriguez et
al 2015, desenvolveram um PCR multiplex para detecdo de Borrelia burgdorferi sensu lato,
Anaplasma spp. e Babesia spp., com elevada importancia tendo em conta o caracter ou potencial
zoonoético de algumas espécies (Rodriguez, Burri, Noda, Douet, & Gern, 2015). Annoscia et al
(2017), desenvolveram uma técnica de PCR convencional para dete¢do e diferenciacdo em
simultaneo de B. canis e B. vogeli. Este método permite um diagndéstico etioldgico rapido, em areas

onde estas espécies ocorrem em simultaneo (Annoscia et al, 2017).
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Quando o objetivo clinico é a confirmacédo da espécie de Babesia responsavel pela infecéo, a nested
PCR poderé ser til no diagnéstico etiolégico. Consiste na utilizacdo sequencial de dois pares de
primers, conseguindo deste modo aumentar a especificidade e sobretudo a sensibilidade da reacéo
de amplificagdo. Contudo, o risco mais elevado de ocorréncia de contaminagdes que levam a falsos
positivos faz com que sejam necessarios cuidados acrescidos na sua execu¢do (Cunha & Inacio,
2014). Ja foram desenvolvidos testes seminested PCR para a detecdo de espécies pertencentes
ao grupo de Babesias de grandes dimensdes e de B. gibsoni (Birkenheuer, Levy, & Breitschwerdt,
2003)

A PCR em tempo real constituiu um avanc¢o muito significativo da tecnologia de PCR. Esta baseia-
se na detecdo de produtos da reacdo de amplificacdo a medida que estes vao sendo sintetizados.
A sua quantificacdo nas amostras por PCR em tempo real podera ser relevante na monotorizacao
do sucesso das terapias aplicadas e discriminar entre infecdo ou possivel contaminagdo das
amostras (Costa-Junior et al., 2012; Cunha & Inacio, 2014). Qurollo et al (2017) desenvolveram uma
técnica de PCR quantitativo, tendo como alvo a regido Isu5-Isy4 do DNA mitocondrial LSU mais
conservada e mais sensivel, comparativamente ao estabelecido anteriormente com a utilizacédo do
gene 18S (Qurollo et al., 2017).

A monitoriza¢ao do tratamento, através de um teste molecular, € importante na prética clinica tendo
em conta que alguns animais poderdo ter uma infecao persistente e desenvolver uma doenca
cronica. Este deve ser realizado aproximadamente 2 meses ap06s a terminar o tratamento completo,
especialmente para monitorizar babésias de pequenas dimensdes. Se possivel, para descartar
infecbes de forma rigorosa podem ser realizados dois PCRs com um intervalo de 15 dias (Solano-
Gallego et al., 2016).

Os métodos moleculares tém ainda como vantagens a rapidez na obtencdo de resultados e
facilidade na partilha e anélise dos dados moleculares usando bases de dados publicas e programas
bioinformaticos. Sdo também uma grande mais-valia para a complementaridade de diagnostico.
Poderdo ser uma desvantagem relativamente ao custo elevado, por requererem controlos de
gualidade rigorosos e o por a dete¢cdo de acidos nucleicos ndo diferenciar microrganismos viaveis
e nao viaveis. Para além disso, é necessario ter em conta que a detecao de acidos nucleicos de
Babesia spp. pode nédo implicar o envolvimento direto destes nos processos de infecdo e doenca
(Cunha & Inacio, 2014; Maggi et al., 2014)

Tém sido reportados falsos negativos em infecfes crénicas causadas por B. gibsoni, que podem
ser explicados pelo facto de o parasita ndo se encontrar em circulacdo sanguinea no hospedeiro,
existéncia de parasitémia intermitente ou parasitémia inferior ao limiar de detecdo da reacéo de
PCR. Assim, em infe¢8es cronicas, é aconselhado recorrer ao diagndstico sorolégico (Lempereur
et al., 2017; Solano-Gallego et al., 2016).
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A PCR pode ser utilizada para a detecao de portadores subclinicos em situa¢des especificas como
a importacdo para paises ou regides livres do agente ou para realizacao de rastreio de possiveis

infecBes em potenciais dadores de sangue (Birkenheuer, 2012).

1.7.3 Diagndéstico post-mortem

Eventualmente, em casos de morte slUbita e quando o tutor pretende realizar um diagnéstico
definitivo, este s6 pode ser estabelecido ou confirmado através de necrépsia e avaliagdo
histopatologica de diversos érgdos, em particular dos que constituem o sistema mononuclear
fagocitario. As alteracdes patoldgicas evidentes correspondem geralmente a forma complicada da
doenca, incluem esplenomegdlia, hepatomegalia, linfoadenomegalia e ainda alteracdo da cor dos
tecidos provocada por pigmentos de hemoglobina e bilirrubina. Quando existe um quadro clinico
com lesBes vasculares e hipoxia, é possivel encontrar edema, hemorragias e necrose tecidular.
Aquando da coagulagao vascular disseminada s&o encontrados microtrombos em diversos tecidos
(Birkenheuer, 2012).

A realizagdo de citologia por aposicdo de amostras de bago pode ser til no diagnostico post-
mortem, sendo possivel a observagdo de eritrocitos parasitados. Existem evidéncias de que a
morfologia inicial de babésias de grandes dimensdes, como B. canis, pode ser modificada por
alteragBes post-mortem ou ap0s armazenamento dos tecidos. Estas podem apresentar uma forma
circular e dimensfes de 1 a 2 um, semelhantes a babésias de pequenas dimensdes. A utilizagdo
de métodos moleculares para a detecao da espécie é fundamental nestes casos (Beck et al., 2017;
Demeter et al., 2011).

1.8 Tratamento e Progndstico

As terapéuticas existentes para a Babesiose canina tém como base a experiéncia clinica ao longo
de vérios anos e estudos experimentais, que avaliam os tratamentos disponiveis para a doenca.
Um dos farmacos mais estudados e utilizados para o tratamento de Babesiose, causado por
babésias de grandes dimensdes, é o dipropionato de imidocarb, utilizado numa dose Unica de 6,6
mg/kg administrado via intramuscular (IM) ou subcutanea (SC). No entanto alguns autores sugerem
a administracdo de uma segunda dose de dipropionato de imidocard, com um intervalo de 15 dias.
Caso ndo haja uma resposta adequada ao tratamento sera necessario reconsiderar a dose
necessaria, tento em conta que € nefrotoxico em sobredosagem. Os efeitos secundarios
frequentemente associados a este farmaco sdo a dor no local de injecdo e efeito anti-

colinesterasico, nomeadamente anorexia, salivacéo transitéria, epifora, dor abdominal, vémito e
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diarreia. Caso estes efeitos persistam podera ser benéfica a administracdo prévia de atropina ou
glicopirrolato (Vial & Gorenflot, 2006; Solano-Gallego et al., 2016).

Relativamente as babésias de pequenas dimensdes, a combinacéo de atovaquona (13,3mg/kg, PO,
a cada 8h) com azitromicina (10-12,5mg/kg, PO, BID) durante 10 dias demonstrou ser capaz de que
reduzir significantemente a parasitémia por B. gibsoni e B. conradae, abaixo do limiar de detecédo
por PCR. Esta combinacdo parece ser também eficaz contra a infecao por B. conradae (Krause et
al., 2000; Di Cicco et al., 2012). No entanto, ja foi reportado que a parasitémia podera ser de dificil
monotorizacdo e persistir apos o tratamento, devido a resisténcia a atavaquona (Lin, Chueh, Lin,
Hsieh, & Su, 2012; Liu, Lin, Lin, & Su, 2016). As resisténcias encontradas e os custos elevados
desta combinacdo de atavaguona com azitromicina relembram a necessidade de existéncia de
alternativas a esta estratégia terapéutica (Birkenheuer, 2012; Lin et al., 2012). Tendo isto em conta,
Kirk et al (2017) realizaram um estudo com uma amostragem céaes infetados com B. gibsoni e
concluiram que a terapéutica de azitromicina (10mg/kg PO, BID) combinada com atovaquona (13,4
mg/kg PO, a cada 8h administrado durante a refeicao) durante 10 dias ndo comprometia a eficacia
do tratamento, tendo em conta o resultado negativo na PCR em 39 cdes (93%) apds 30 e 60 dias
(Kirk, Levy, & Crawford, 2017).

O uso de Clindamicina (25-30 mg/kg PO, BID, durante 14 dias) tem demonstrado uma reduc&o nos
sinais clinicos e alteracBes laboratoriais (Wulansari et al, 2003). Em associacdo com sulfato de
guinina foi demonstrado ser o tratamento de eleicdo em humanos (Vial & Gorenflot, 2006). A
clindamicina em combinac¢do com aceturato de diminazeno e dipropionato de imidocarb podera ser
também promissora para o tratamento de B. gibsoni, nomeadamente se identificam resisténcias a

atavaquona (Lin et al., 2012).

A terapéutica de suporte podera ser necessaria nos casos de Babesiose moderada ou grave. A
fluidoterapia intravenosa com cristaldides e correcéo eletrolitica estdo indicados para a manutencao
do volume sanguineo, equilibrio &cido-base e diurese. Em c@es com sinais e hemograma sugestivo
de anemia poderd ser necessaria transfusdo sanguinea, preferencialmente com concentrado de
eritrécitos, considerando o caracter agudo de doenca, a capacidade de regeneracéo eritrocitaria e
os valores de hematdcrito. A transfusdo de sangue total é aconselhada para casos de Babesiose
canina complicada. Os fluidos cristaléides devem ser administrados com cuidado em animais com

anemia para evitar hemodiluicdo ou exacerbacédo de dispneia respiratoria (Irwin, 2016).

O uso de farmacos imunossupressores, ha terapéutica de Babesiose canina, em caes com anemia
hemolitica imunomediada (AIHM) ou trombocitopenia é controverso. No entanto deve ser realizada
em animais que requerem hospitalizagdo, tendo em conta ndo sé com os resultados de hematocrito
e contagem de plaquetas, mas também com os sinais clinicos apresentados. A administracéo de

prednisona numa dose de 2 mg/kg SID, durante cerca de 10 dias parece ser suficiente. Animais
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tratados com farmacos imunossupressores, antes do tratamento para Babesiose, ndo tém uma
resposta clinica adequada, e poderdo estar predispostos a outras infe¢Ges e reinfecdo (Solano-
Gallego et al., 2016). Para o maneio da trombocitopenia grave, uma vez que a administracdo de
glucocorticéides esta contraindicada, podera ser vantajosa a administracdo injetavel de vincristina
(numa dose anica 0,01-0,025 mg/kg V), durante a hospitalizacdo. A vincristina permite estimular a
libertacdo precoce de plaquetas pela medula 6ssea e permite reduzir a hospitalizacdo destes
animais (BSAVA, 2014).

Existem ainda outros farmacos Uteis na terapéutica de suporte, que deverao ser utilizados conforme
os sinais clinicos e alteracdes laboratoriais apresentadas, sejam causados pela Babesiose ou pelo

tratamento etiologico instituido (Birkenheuer, 2012).

Os indicadores de prognostico mais utilizados no decorrer de um processo agudo da doenca sao
as alteracdes acido-base e niveis de lactato. Um valor de lactato persistente com concentracées
superiores a 40 mg/dl sugere um progndstico reservado (Birkenheuer, 2012). Num estudo recente
demonstrou-se ainda que os marcadores de prognéstico, apés tratamento, incluem também o nivel
de proteinas de fase aguda, entre as quais proteina C reativa e amiloide A sérica e ainda alteracdes
laboratoriais tais como trombocitopenia e contagem de leucdcitos. Enquanto os animais
sobreviventes demonstraram um perfil de hematocrito com leucocitose, os que morreram
apresentaram uma leucopenia evidente (Eichenberger, Riond, Willi, Hofmann-Lehmann, &
Deplazes, 2016).

Nos cdes infetados por B. canis e B. vogeli, as melhoras clinicas devem ocorrer 1-7dias ap0s o
tratamento. No geral, os cades infetados por babésias de grandes dimensdes tém uma resposta
clinica mais rapida, 24-48h apés o tratamento e um melhor prognostico comparativamente as
babésias de pequenas dimensdes. No entanto, um estudo com 15 animais infetados com B.canis
reportou uma elevada mortalidade, de 53% nas primeiras 24-48h ap0s o tratamento (Eichenberger
et al., 2016; Solano-Gallego et al., 2016).

A terapéutica utilizada pode néo ser suficiente para eliminar completamente o parasita na dose
recomendada, apenas limitando a morbilidade e mortalidade da doenca. Nas infecdes causadas por
Babesias de pequenas dimensdes a eliminacdo completa do parasita é considerada rara (Lin et al.,
2012; Solano-Gallego et al., 2016).

Em suma, existe ainda uma escassa informacdo relativa as opg¢Bes de terapéutica contra a
Babesiose canina. E importante na prética clinica o diagnostico etiologico e uma terapéutica

direcionada ao agente patogénico responsavel pela doenca (Solano-Gallego et al., 2016).
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1.9 Controlo e Profilaxia

O principal meio de prevencdo de doencas transmitidas por Ixodideos é o controlo destes
artropodes, assim o mesmo € aplicado na prevencdo de Babesiose canina (Irwin, 2009; Solano-
Gallego et al., 2016). A inspecao visual frequente para detetar a presenca de ixodideos é importante
tendo em conta que a transmissao pode ocorrer 2 a 3 dias apoés a fixacdo. Este controlo mecanico,
pela remocdo dos ixodideos fixados ao animal, deve ser realizado com luvas e pin¢as proprias.
Antes da introducdo de um animal em canis, este devera ser colocado em quarentena e
preferencialmente testado para possiveis infecdes. A utilizagdo de produtos acaricidas para controlo
de ixodideos deve ser regular, de acordo com instrucfes e recomendacdes do fabricante. Em
determinadas areas da Europa, nomeadamente Portugal, € recomendada a utilizacao durante todo
0 ano, com especial atencdo aos meses entre Primavera e Outono. A escolha do tratamento topico
acaricida deve ser realizada pelo médico veterinario responsavel, de acordo com o estilo de vida e
a regido onde vive o animal (INSA, 2016; Solano-Gallego et al., 2016). Existe um elevado espectro
de produtos acaricidas licenciados para cées, com diferentes apresentacdes: colares com uma
efichcia de 6-8 meses, unc¢des punctiformes de 3 a 5 meses, pulverizacbes de 2-3 dias e em
comprimidos para administracdo PO com duracdo de 1 a 3 meses. Estes Ultimos requerem que se
verifique o inicio da alimentacdo por parte do vetor para que possam ser ingeridas as moléculas
necessarias. No entanto todos estes componentes permitem matar o ixodideo antes das 48h que
antecedem a esporogonia de Babesia spp. (Solano-Gallego et al., 2016). Numa area endémica, os
produtos tipicos para controlo de ixodideos com um tratamento topico de uma solucdo combinada
de imidaclopramida-permetrina resulta numa reducdo de 94,4% da incidéncia da densidade da
infecao por Babesia spp., comparativamente aos cées cujo tratamento ndo foi aplicado (Irwin, 2016).
O uso de colares impregnados com amitraz estdo associados também a uma reduc¢do significativa
de novas infecbes em areas endémicas de B. rossi, tendo prevenindo a infecdo a 20 cées (73,4%
dos animais), altamente expostos ao agente patogénico (Last, Hill, Matija, Reme, 2007).
Recentemente, Geurden et al (2017), avaliaram a eficacia de Sarolaner, na prevencdo de
transmissdo de B. canis e verificaram que administrada 21 a 28 dias antes da infestacdo é o
suficiente para prevenir a transmissao do parasita (Geurden et al., 2017). Uma Unica administracao
topica de fluralaner, em solugédo de spot-on, tem uma eficacia cerca de 100% na prevencao da
transmissdo de B. canis através de Dermacentor reticulatus, por mais de 1 a 2 semanas (Taenzler,
Liebenberg, Roepke, & Heckeroth, 2016).

No caso da transmissdao de B. gibsoni € importante o maneio dos cdes diagnosticados e
principalmente a prevencao de lutas de caes, sendo importante para impedir a dispersao do agente
(Jefferies et al., 2007a).
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Os caes domésticos que vivem numa area ndo endémica ndo devem viajar para areas endémicas,
tendo em conta que geralmente desenvolvem doenca com maior gravidade. Caso o facam, os
tutores responsaveis pelos mesmos deverado ter um especial cuidado para a prevencéao de ixodideos
e potencial transmissdo da doenca. A mortalidade é maior nas zonas ndo endémicas, uma vez que
0s animais destas areas nao tiveram contacto com o piroplasma para desenvolver uma imunidade

parcial (Eichenberger et al., 2016).

A vacinacao contra a infecdo por Babesia tem sido estudada durante longos anos e existem duas
vacinas registadas em alguns paises na Europa. Em Portugal existem duas vacinas licenciadas: a
Pirodog® - Merial e Novibac® Piro - Schering-Plough. Estas vacinas diminuem a gravidade dos sinais
clinicos, mas ndo impedem a infe¢cdo. Devido as diferengcas antigénicas entre as diferentes
espécies, este tipo de vacinas nido permite prote¢do cruzada. A vacina Pirodog®, induz uma
protecdo parcial contra B. canis, o0 que diminui a parasitémia e a gravidade dos sinais clinicos, mas
ndo impede a infecdo. A Novibac © Piro é bivalente, conferindo uma protecéo imunitaria, ainda que
limitada, contra estirpes heterdlogas de B. canis e B. rossi. (Schetters et al., 2001; Freyburger et al.,
2011;Solano-Gallego et al., 2016). Devem ser administradas de preferéncia antes da época de
maior atividade dos ixodideos. A primovacinacéo consiste em duas administracdes subcutaneas,
com 3 a 6 semanas de intervalo e pode ser administrada a partir dos 5 e 6 meses de idade, para a
Pirodog®e Novibac® Piro, respetivamente. A revacinagao é realizada a cada ano ou a cada 6 meses,
todavia este ultimo intervalo é recomendado apenas em areas endémicas (Schetters et al., 2001;

Freyburger et al., 2011).

A guimioprofilaxia tem sido objeto de estudo, e foram testados diferentes farmacos. No entanto
ainda nao foram obtidos resultados satisfatorios e ndo € considerada devido a possibilidade de
resisténcias aos antibiéticos. Foi proposta a utilizacdo de Doxiciclina como profilaxia contra B. canis.
Este farmaco pode ser administrado numa dose de 5 mg/kg por dia via subcutanea, permitindo
diminuir a gravidade da doenca enquanto numa dose de 20 mg/kg/dia é obtida protecéo clinica,
mas também néo impede efetivamente a infe¢do. Foi demonstrada uma prote¢ao parcial durante 2
semanas. Esta pratica podera ser util também na prevencdo da Erliquiose canina e é utilizada
especialmente em animais imunodeprimidos, que tenham maior risco de exposi¢do ao viajarem

para areas endémicas (Vercammen, De Deken, & Maes, 1996).

Deve ser realizado um rastreio nos caes esplenectomizados pelo menos 2 semanas ap0s a cirurgia,
através do diagnéstico serolégico e da observacédo de esfregacos sanguineos por microscopia 6tica
(Solano-Gallego et al., 2016).

Tendo em conta outra forma de transmissao, por transfusdo sanguinea, é aconselhada a realizacao

de um teste de rastreio sorol6gico ou molecular para descartar a presenca de infecao aquando de
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uma transfus@o sanguinea. Os cdes que sejam positivos num dos testes ndo deverao ser utilizados

como dadores de sangue (Solano-Gallego et al., 2016).

1.11 Importancia em Saude Publica

A Babesiose humana é uma doenca zoondética emergente. A infecdo estd associada ao aumento
de atividade de ixodideos e fatores na mudanca do ambiente, nomeadamente a urbanizagéo, que
por sua vez aumenta a densidade populacional de ixodideos e o potencial de hospedeiros
reservatorios (Yabsley & Shock, 2013). Tendo em conta que € o parasita mais associado a
transfusdes sanguineas e a Babesiose € uma doenca de declaracdo obrigatoria em alguns estados
do Estados Unidos, é expectavel que o niumero de casos venha a aumentar (Yabsley & Shock,
2013). A transfusdo sanguinea continua a ser uma ameaca emergente para a saude publica, tendo
em conta que ndo é realizado um rastreio obrigatério para este agente etioldgico em dadores de
sangue (Ord & Lobo, 2016). Estdo ainda documentados casos de transmissao congénita em

Medicina Humana (Rozej-Bielicka, Styputkowska-Misiurewicz, Gotgb, 2015).

As quatro espécies de Babesia que infetam os Humanos e estao confirmadas até a data séo: 1)
Babesia microti € a espécie mais comum que parasita pequenos roedores nos Estados Unidos; 2)
Babesia divergens, é o principal agente etiol6gico da babesiose humana descrito na Europa, que
parasita 0s bovinos e pode provocar um quadro clinico grave; 3) Babesia duncani, provoca um
guadro moderado a grave e ocorre na América Central e do Norte (Homer et al., 2000; Vial et al.,
2006; Zhou et al., 2014); 4) Babesia venatorum, infecfes por esta espécie foram reportadas na
Austria, Alemanha e Italia (Vannier & Krause, 2012). A infecdo por Babesia spp. é geralmente
assintomatica, porém podera provocar doenca moderada ou subclinica em individuos
imunocompetentes. O principal grupo de risco sdo os individuos imunodeprimidos, devido a
exposicdo a quimioterapicos, os esplenectomizados ou infetados com HIV (do inglés Human
Immunodeficiency Virus) positivos. Neste grupo de risco estdo descritos casos de doenga grave
(Yabsley et al., 2013).

Em Portugal foi reportado o primeiro caso fatal de Babesiose humana num individuo
esplenectomizado. Este estaria infetado com B. divergens, cujo vetor Ixodes ricinus parasita

frequentemente bovinos em Portugal (Centeno-Lima et al., 2003).

Com o0 aumento de casos e expansdo de técnicas de diagnéstico mais sensiveis, ocorreram
evidéncias de que as espécies “B. microti-like” e B. divergens-like tém a capacidade de causar

infecdo em humanos (Ord et al., 2016)

Em 2011 foi descrito um caso de uma crianca com Babesiose, e suspeitou-se ter sido adquirida a

partir do seu cdo. Esteve estava infestado com Rhipicephalus sanguineus e igualmente doente com
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Babesiose canina, dai a suspeita da possibilidade de transmissdo de Babesiose canina para

humanos (El-Bahnasawy, Khalil, Morsy, 2011).

O aumento da informacao clinica disponivel em Medicina Humana tornou também evidente que
existem ainda lacunas significativas na compreenséo da biologia basica deste parasita. Além disso,
alguns casos de Babesiose humana sdo reportados sem a confirmacao da espécie do protozoario
envolvido (Ord et al., 2016).

1.12 Agentes de coinfec¢cdo com Babesia spp.

Recentemente, com as alteracdes climéticas e a disperséo de vetores, as regides endémicas dos
mesmos tém sido expandidas. Por outro lado, tém sido introduzidas diversas infegdes transmitidas
por vetores em regides endémicas na Europa o que aumenta o risco de coinfecc¢des. O diagndstico
pode ser um desafio para 0 médico veterinario, uma vez que 0s mesmos sinais clinicos podem ser
provocados por diferentes doencgas transmitidas por vetores. Os animais coinfetados poderao ter
sido expostos a artrépodes infetados com diferentes agentes patogénicos em diferentes periodos,
ou por um vetor infetado simultaneamente por multiplos agentes (Boozer & Macintire, 2003; Berzina
et al., 2013; Solano-Gallego et al., 2016). O mesmo vetor pode ser competente para mais do que
um agente patogénico, tendo como exemplo Rhipicephalus sanguineus que transmite Ehrlichia
canis, B. vogeli e Rickettsia conorii. Estas coinfec¢cdes podem ainda complicar a Babesiose através
do exacerbamento dos sinais clinicos e influenciar o sucesso do tratamento, na medida em que a
terapéutica deve ser direcionada para o agente etiolégico em causa e esta depende do correto
diagnéstico etiolégico. Os métodos moleculares sao considerados mais sensiveis e especificos
(Irwin, 2016; Otranto et al., 2010).

1.12.1 Bactérias

Os micoplasmas hematropicos sdo bactérias de pequenas dimensdes que parasitam diversas
espécies de mamiferos e tém uma distribuicdo mundial. Estes parasitam a superficie dos eritrdcitos
e séo capazes de provocar anemias hemoliticas de grau variavel. Anteriormente, estes organismos
eram classificados enquanto pertencentes ao género Haemobartonella, mas com o avanco das
técnicas moleculares e sequenciacdo este passou a ser designado e incluido no género
Mycoplasma. Até a data estédo descritas duas espécies capazes de infetar os cdes domésticos: M.
haemocanis e M. haematoparvum. As formas de transmissdo do parasita ainda ndo foram
estabelecidas, no entanto Rhipicephalus sanguineus parece ser o principal vetor, funcionando ainda
como reservatorio dos mesmos e existe ainda a suspeita de que os sifonapteros possam ser
potenciais vetores. A hip6tese da transmissao por via direta oral tem sido igualmente questionada

entre interacBes de animais, na medida em que foi encontrado DNA de haemoplasmas em saliva
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de gatos com infe¢do aguda (Barker & Tasker, 2016). Ao contrario de M. haemocanis, 0s cocos de
M. haematoparvum tém cerca de 0,3 um de didmetro pelo que podera ser de dificil identificacdo ao
microscopio 6tico. Os métodos moleculares desenvolvidos sdo sensiveis o suficiente para identificar
também animais com infe¢des subclinicas. Relativamente as alteragdes hematoldgicas associadas,
geralmente ndo existe anemia pois existe uma resposta atempada, que resulta num aumento de
reticuldcitos, policromasia, anisocitose, eritrocitos nucleados e frequentemente corpos de Howell-
Jolly. As tetraciclinas sé@o eficazes no tratamento de infecBes por M. haemocanis, no entanto ndo
existem estudos relativamente a eficacia deste tratamento em infecbes por M. haematoparvum
(Novacco et al., 2010; Messick & Harvey, 2012).

A Familia Anaplasmataceae atualmente contém como géneros: Ehrliquia, Anaplasma, Neorickettsia
e Wolbachia (Harrus, Waner & Neer, 2012). As espécies de Ehrlichia sdo bactérias intracelulares
obrigat6rias, gram-negativa. A espécie Ehrlichia canis é o agente etiolégico da Erliquiose Monocitica
Canina (EMC), sendo uma endémica nos paises mediterranicos. Tem como principal hospedeiro
vertebrado o cédo e Rhipicephalus sanguineus enquanto vetor. No vetor a transmissdo ocorre de
forma transtadial, mas néo transovaria. A transmisséo de E. canis do vetor para o animal ocorre 3h
apols o inicio da sua refeicdo. Subsequentemente é distribuida através do sistema fagocitario
mononuclear para o figado, baco e linfonodos e tem um periodo de incubacéo de 8 a 20 dias. Esta
infecta principalmente linfécitos ou mondécitos, sob a forma de mérulas. Apenas em cerca de 4 a 6%
das infecdes por E. canis é possivel a observacdo das mesmas ao microscépio 6tico (Sainz et al.,
2015; Harrus, Waner & Bjoersdorff, 2016). A espécie Ehrilichia canis pode causar alteracdes na
funcdo plaquetaria, sequestro e destruicdo de plaquetas. Assim as alteracdes hematoldgicas
incluem leucopenia, trombocitopenia, anemia normocitica, normocromica e nao regenerativa. As
altera¢des bioquimicas mais consistentes sdo hipoalbuminémia e hipergamaglobulinémia. A fase
aguda da doenca dura cerca de 2 a 4 semanas e é caracterizada por prostracdo, anorexia, dispneia,
febre, linfoadenomegalia, esplenomegalia, vomito e alteracfes de coagulacdo apresentadas sob a
forma de petéquias, equimoses e hemorragias. A fase crénica é bastante complexa e geralmente
tém um prognadstico reservado, incluindo para além das manifesta¢des clinicas descritas: edema
periférico dos membros posteriores e escroto, mucosas palidas, corrimento ocular e nasal
mucopurulento e hematuria. Poderdo ainda apresentar infecbes secundarias como pneumonia
intersticial, insuficiéncia renal, artites e polimiosites. Na existéncia de sinais oculares pode
apresentar uveite anterior, opacidade corneal e tortuosidade dos vasos da retina. Os sinais
neurolégicos sdo menos comuns, mas podem ocorrer em ambas as fases aguda e cronica. Estes
resultam de meningite ou meningoencefalite, evidenciadas pela extensa infiltracdo linfoplasmocitica
e monocitica. Em casos excecionais, é possivel detetar morulas no fluido cefalorraquidiano aquando
da presenca de sinais clinicos (Harrus et al., 2016). A fase aguda e crénica séo dificeis de distinguir

na prética clinica. Através da realizacdo de hemograma e citologia por aspirado de medula, na fase

32



cronica, € encontrado hipoplasia da médula e uma pancitopenia acentuada. A PCR convencional é
um método sensivel para a detecdo de E. canis 4 a 10 dias ap6s a inoculacao (Harrus et al., 2012;
Dahmani et al., 2015; Sainz et al., 2015).

Na Europa foram referidas em cées, até a data, duas espécies de Anaplasma: A. phagocytophilum
e A. platys, que causam Anaplasmose Granulocitica canina e Trombocitopénia Infeciosa,
respetivamente. As infe¢cdes por A. phagocytophilum tém-se verificado principalmente no norte e
centro da Europa; e tém como vetor Ixodes ricinus. Tem uma grande importancia em saude publica,
uma vez que é responsavel pela Anaplasmose granulocitica nos humanos. A. platys tem sido
detetada principalmente nos paises mediterranicos. A incubacao destas duas espécies é de 1 a 2
semanas. Apoés este periodo decorrem periodos alterados com trombocitopenia e febre, que tendem
a ocorrer e a desaparecer de forma clinica a cada 1-2 semanas. A detecao de A. platys através da
observacao direta ao microscopio pode ser possivel a partir de 8 a 15 dias apds a inoculagdo. No
entanto, os animais poderdo manifestar trombocitopenia grave 7 dias apos a inoculacédo/infecéo
(Sainz et al., 2015; Bouzouraa et al., 2016). As principais manifestagfes clinicas descritas em
estudos de infecdo experimental e natural incluem prostragcéo, anorexia, perda de peso, mucosas
palidas sugestivas de anemia, petéquias, febre, corrimento nasal e linfoadenomegalia (Bouzouraa
et al., 2016). A infecdo cronica € caracterizada por uma trombocitopenia moderada e baixa
bacteremia (Sainz et al., 2015). A observacéo direta ao microscopio 6tico podera ser o método com
maior sensibilidade na fase aguda de infecdo. As mérulas de A. platys podem ser encontradas

principalmente nas plaquetas mas também em megacariocitos (Harvey, 2012; Sainz et al., 2015).

Outra forma de transmissao destes agentes € através da transfusao sanguinea. Por este motivo, é
recomendado testar os animais dadores por métodos moleculares, especialmente em areas

endémicas (Harrus et al., 2016).

A utilizacdo de métodos sorolégicos quantitativos para a detecdo de Ehrilichia ou Anaplasma, tém
uma maior sensibilidade e especificidade comparativamente com os testes rapidos. Na
interpretacdo dos resultados um resultado positivo pode indicar persisténcia de anticorpos apés a
infecdo, mas néo indica que o animal esteja infetado. Assim é sugerida a avaliacdo de dois ou mais
testes soroldgicos com 2 a 4 semanas de intervalo. No entanto é preferivel a realizacédo de métodos

moleculares, uma vez que esta detecdo indica a existéncia de uma infecdo ativa (Sainz et al., 2015).

Para estas doencas o tratamento com tetraciclinas garante uma resposta na maioria dos casos,
sendo utilizada na pratica clinica a Doxiciclina numa dose de 10 mg/kg durante 14 a 21 dias para
A. playts e 4 semanas para E. canis. Nos casos agudos de Ehrliquiose Monocitica Canina e
Anaplasmose os animais deverdo mostrar melhorias dos sinais clinicos 24 a 48 horas ap0s o inicio
de tratamento. No entanto, ja foi demonstrado que alguns cdes permanecem positivos apds este

tratamento. Mesmo apdés a terapéutica, os anticorpos sao persistentes durante meses ou anos, no
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entanto existe uma diminuicdo das concentracfes de gamaglobulinas. Estes anticorpos nao

conferem uma protecao contra novas infecdes ou reinfecées (Harrus et al., 2016).

1.12.2 Outros protozoérios

Os protozoarios do género Hepatozoon pertencem ao Filo Apicomplexa, Subordem Adeleorina,
Familia Hepatozoiidae. Até ao momento, foram identificadas duas espécies em caes: H. canis, em
paises da Africa, Asia, Europa e América enquanto H. americanum apenas foi encontrado nos EUA.
O principal vetor é R. sanguineus e a infecéo podera ocorrer no estadio de ninfa ou adulto. O céo é
infetado apos ingestdo do ixodideo, cujos esporozoitos sdo libertados e penetram na parede
intestinal ou ainda via transplacentaria, no caso de H. canis. Existe ainda a possibilidade de ocorrer
transmissdo através da ingestdo de tecidos contaminados de hospedeiros paraténicos, como 0s
roedores ou coelhos. O ciclo engloba o ixodideo enquanto hospedeiro definitivo, onde intercorre a
reproducdo sexual, e um hospedeiro intermediério onde decorre a reproducdo assexuada (Baneth,
2011). Os merozoitos libertados de merontes atingem os tecidos hemolinfaticos através da linfa ou
corrente sanguinea. Ao infetarem o0s neutrofilos ou mondcitos desenvolvem-se também em
gamontes. Os gamontes tém aproximadamente 11 um x 4 um e apresentam uma forma elipsoidal
e um nucleo central. No entanto estes s6 sdo observados ao microscopio 6tico 28 a 43 dias ap6és a
infecdo. A utilizacdo da fragdo leucocitéria para esfregaco € mais sensivel que a utilizagdo de
sangue total, no entanto a PCR é o método de diagnéstico de eleigdo (Cardoso et al., 2010; Baneth,
2011). Os merontes poderdo ser detetados através da puncao por aspiracdo de agulha fina ou
impressdo de tecidos hemolinfaticos. Hepatozoon canis atua como um agente oportunista,
relacionado com doencas concomitantes imunodepressoras ou infecdes por outros parasitas,
dificultando a caracterizacdo dos seus sinais clinicos. Provoca ainda imunodepressao que influencia
a reinfecdo por novos H. canis ou a reativagdo dos preexistentes. A Hepatozoonose de grau
moderado € comum e estd associada a uma baixa parasitémia com 1-5% de neutrofilos afetados
(Baneth, 2012; Baneth & Vicent-Johnson, 2016). Nos casos de elevada parasitémia, com
aproximadamente 100% dos neutréfilos infetados, os animais apresentam um quadro clinico grave
caracterizado por leucocitose, neutréfilia (superior a 150x10%L), anemia, hiperglobulinemia e febre.
O tratamento da hepatozoonose é controverso relativamente a sua eficicia, uma vez que nenhum
dos tratamentos se verificou eficaz contra todas as formas do parasita. No entanto é recomendada
a administracao de dipropionato de imidocarb 5 a 6 mg/kg SC ou IM, com intervalo de 14 dias até a
eliminacdo completa de gamontes na monotorizacdo de amostras sanguineas, juntamente com
doxiciclina 10mg/kg PO durante 21 dias (Baneth, 2011; Baneth, 2012). Num estudo de caso
controlo, que pretendiam avaliar a eficacia do tratamento com dipropionato de imidocarb e toltrazuril
em associacao com clindamicina, concluiram que apesar da redugéo de animais infetados, ambos

0s tratamentos ndo providenciaram a cura parasitolégica. Assim, sdo necessarios mais estudos
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sobre protocolos ou compostos ativos, para estabelecer a terapéutica que deve ser aplicada
(Tommasi et al., 2014; Baneth, 2016).

1.12.3 Nematodes

As regifes cujas condi¢des climéticas favorecem a propagacao de mosquitos e ixodideos poderédo
ser reas de risco para a existéncia de coinfec¢des associadas a Dirofilaria spp. As regides do Sul
da Europa séo consideradas endémicas. Recentemente, Vichova et al (2014) isolaram DNA de 366
amostras de sangue provenientes de caes com microfilarémia na Eslovénia, Europa Central. Cerca
de 3.55% das amostras testadas tinham uma infecdo mista por D. repens e B. canis. Foi ainda
encontrado um Unico caso de uma coinfeccdo de D. repens com B. canis e A. phagocytophilum
(Vichova, Miterpakova, & Iglodyova, 2014). D. repens representa um maior risco zoonotico
comparativamente com D. immitis. No entanto, esta Ultima tem maior importancia clinica e
geografica na infe¢cdo dos cdes domésticos. Os formas adultas de Dirofilaria immitis localizam-se
nas artérias pulmonares, ventriculo e auricula esquerda do coragdo. Esta € transmitida aquando da
refeicdo de um culicideo fémea infetado, que ingere microfilarias. Os primeiros sinais clinicos de
infecdo por D. immitis estdo associados com a primeira fase da doeng¢a que dura 3 a 6 meses apdos
a infecdo. Apos este periodo a presenca de adultos nematodes provoca hipertensdo pulmonar e
hipertrofia excéntrica do ventriculo direito. Esta compromete o funcionamento da valvula tricispide
e provoca uma insuficiéncia cardiaca direita. Como resultado, inicia-se um processo de sindrome
da veia cava caracterizado por hepatomagalia, hemélise intravascular e débito cardiaco diminuido.
Atualmente esta indicada a realizacdo de métodos seroldgicos, tal como ELISA para pesquisa de
antigénios, para detecdo de infecdes por D. immitis. Além de terem uma sensibilidade maior,
permitem identificar a infecdo mesmo quando n&o existem microfilarias em circulacdo. Podem ainda
ser utilizados para determinar a eficacia do tratamento adulticida, uma vez que a concentra¢ao dos
niveis de antigénios diminui para niveis indetetaveis 8 a 12 semanas apoés tratamento (AHS -

Current canine guidelines, 2014).

Wolbachia pipiens é uma bactéria gram negativa e pertence a ordem das Rickettsiales. Existe uma
relacdo simbiotica entre esta bactéria e diversas espécies de filarideos. N&o sé esta bactéria €
indispensavel para a sobrevivéncia do nematode, mas também a interagdo da mesma com o
sistema imunitario do hospedeiro € um importante mecanismo de patogénese. Esta parece
contribuir para o processo inflamatdrio pulmonar e renal através de uma proteina de superficie,
induzindo uma resposta de IgG nos hospedeiros. Assim a doxiciclina deve ser incorporada no
protocolo de tratamento antes da administracdo de malarsomina, de forma a que Wolbachia e os
seus metabolitos sejam reduzidos ou mesmo ausentes antes de os nematodes morrerem (AHS -

Current canine guidelines, 2014).
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CAPITULO IV - DETECAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BABESIA SPP. EM CANIS
FAMILIARIS E DE OUTROS AGENTES TRANSMITIDOS POR IXODIDEOS NA AREA
METROPOLITANA DE LISBOA E OESTE, PORTUGAL

1.

Objetivos

As motivagdes que conduziram a realizacdo deste trabalho de investigacdo laboratorial foram as

seguintes:

a.

Aumento do risco de transmissao de agentes patogénicos por Ixodideos, devido a alteracfes
climéticas globais, urbanizacéo de areas naturais e alargamento de espectro de atividades
recreativas praticadas por humanos e animais de companhia, bem como o aumento de
abundéancia de hospedeiros reservatoérios silvaticos, com alteracdo dos ciclos bioldgicos
destes agentes (Millan et al., 2016; Solano-Gallego et al., 2016);

Crescente mobilidade dos animais de estimacéo entre areas endémicas e ndo endémicas
tem contribuido para a expansao de agentes patogénicos, levando a necessidade de
pesquisa dos mesmos na area em estudo e possiveis coinfe¢cdes que poderdo potenciar a
patogenicidade do agente envolvido (Alvarado-Rybak et al., 2016; Millan et al., 2016);
Estes agentes transmitidos por ixodideos tém um potencial zoonético, pelo que requer uma
abordagem de One Health, sendo importante informar também a comunidade veterinaria,
os tutores dos animais e autoridades de saude publica, em relacdo aos mesmos (Zhou et
al., 2014; Solano-Gallego et al., 2016);

A percecgéo de que a informacdo sobre Babesiose canina no Sul de Portugal era escassa,
nomeadamente a detecdo e identificacdo de espécies envolvidas na infecdo por Babesia
spp.,

Parca informacao relativamente a manifestacdo clinica associada a agentes patogénicos

transmitidos por ixodideos e a influéncia de coinfe¢des (Solano-Gallego & Baneth, 2011);

Partindo destas premissas, a presente dissertacdo de MIMV teve como objetivos:

1.

2.
3.

Detecdo de Babesia spp. numa populagdo de cdes domésticos provenientes do HEV da
FMV/ULisboa e de canis da Area Metropolitana de Lisboa (AML) e da ocorréncia de infecdes
por outros agentes pertencentes a familia Anaplasmataceae, do género Hepatozoon e
Mycoplasma, através de esfregago sanguineo com observagdo direta ao microscopio 6tico
e PCR convencional;

Discutir as diferentes metodologias de diagnostico utilizados para a detecao de Babesia spp;
Avaliar as manifestacfes clinicas e laboratoriais associadas a infecao por Babesia spp e

outros agentes coinfetantes;
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2. Material e Métodos

2.1. Caracterizacdo da amostra e da area geogréfica

A populagdo em estudo teve um numero total de 143 cées e foi constituida por dois grupos: grupo
1, constituido por 49 cées (33,57%) apresentados a consulta veterinaria no Hospital Escolar
Veterinario (HEV) e na Clinica Veterinaria APAVET; e o grupo 2, que incluiu 94 cées (65,43%)
provenientes de um Canil Municipal ou de Associacdo de prote¢cdo aos animais. A colheita de

amostras destes animais decorreu entre os meses de setembro de 2016 a julho de 2017.

A area metropolitana de Lisboa (AML) engloba 18 concelhos da Grande Lisboa e da Peninsula de
Setubal, nomeadamente: Alcochete, Almada, Amadora, Barreiro, Cascais, Lisboa, Loures, Mafra,
Moita, Montijo, Odivelas, Oeiras, Palmela, Seixal, Sesimbra, Setubal, Sintra e Vila Franca de Xira.
Esta &rea metropolitana € a maior concentragéo populacional e econémica de Portugal, com quase
3 milhdes de habitantes (AML, 2017). A Regido Oeste de Portugal incorpora os distritos de Lisboa
e Leiria, e € composta e tem cerca de 400 mil habitantes, sendo formada pelos municipios de
Alcobaca, Alenquer, Arruda dos Vinhos, Bombarral, Cadaval, Caldas da Rainha, Lourinhd, Nazare,
Obidos, Peniche, Sobral de Monte Agraco e Torres Vedras (Comunidade Intermunicipal do Oeste,
2016).

A inclusdo de cdes do primeiro grupo, no presente estudo, foi realizada pelos veterinarios
responsaveis, abrangendo apenas caes com suspeita de Babesiose canina, associados a pelo

menos um dos seguintes critérios:

a. Apresentacdo a consulta com pelo menos dois sinais clinicos compativeis com Babesiose
canina, entre a lista de sinais clinicos sugestivos de doenca apresentada no Anexo |, na
tabela i.

b. Resultado positivo para B. canis, através de imunofluorescéncia indireta (IFI);

c. Resultado positivo para Babesia spp, através de qPCR com resultado positivo.

Para o segundo grupo, a escolha dos cées foi realizada aleatoriamente, independentemente do
sexo, idade, raca e estado clinico do animal. A premissa foi o contacto dos cdes com ixodideos a
quando da sua recolha no canil ou historial anterior de contacto com estes artropodes no canil. As
recolhas foram realizadas dois periodos distintos, tendo sido realizada uma primeira recolha nos
meses de novembro e outubro de 2016, correspondentes ao Outono, e uma segunda recolha no
més de junho 2017, correspondente ao Verdo. Antes da realizacdo do esfregaco sanguineo, para
cada animal foi realizado um hematécrito e doseamento de proteinas totais, através de um

refratdbmetro, no Hospital Escolar Veterinario (HEV).
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2.2. Inquérito

Durante a comunicacdo com o0s responsaveis do canil e tutor do animal, foi realizada uma recolha
de informacéo individual sobre o mesmo, sob a forma de um Inquérito (Anexo Il e lll). Este teve
como objetivo a recolha do maior nimero de dados relativos ao animal, pelo que as questdes foram
formuladas tendo em conta os riscos associados, historia do animal e possivel transmissédo de
piroplasmas. Para a obtenc&o do inquérito final, os primeiros inquéritos foram sujeitos a uma fase

de validac&o que resultou numa alteracéo estrutural, de forma a obter informacg@es pertinentes.

O inquérito incluiu dados essenciais sobre o animal como a idade, sexo, estado reprodutivo, raca,
assim como a sua proveniéncia, aptiddo, o concelho e desde quando residia com os donos,
ambiente em que habita, viagens realizadas no exterior e interior do pais. Para além disso, foram
incluidas questdes acerca do contacto com ixodideos ou outras formas alternativas de transmisséo
de Babesiose canina, dos habitos de profilaxia contra ectoparasitas, relativamente as vacinas contra
Babesiose canina e histéria de Febre da Carraca, e ainda presenca de infecbes ou doencas

concomitantes.

Relativamente aos animais provenientes de canis municipais do distrito de Lisboa, apesar de a
historia anterior a entrada no canil ser desconhecida, foi realizado um questionario sobre cada
animal ao veterinario ou aos técnicos responsaveis. Neste questionario foram também incluidos
dados essenciais sobre o0 animal, assim como nos questionarios dos caes apresentados a consulta,

direcionados a permanéncia no canil e as circunstancias em que foram recolhidos.
2.3. Colheita e conservacdo das amostras

A cada animal foi colhido 1 ml de sangue de uma veia periférica, nomeadamente da veia safena,
cefalica ou jugular. De seguida foi colocado 1mL em cada tubo com anticoagulante EDTA (do inglés
ethylenediamine tetraacetic acid) de 1ml, sendo mantidos em temperaturas de refrigeracdo até
serem transportados para o laboratério. Foram realizados a partir destas amostras trés esfregacos

sanguineos, e a restante foi armazenada a -20°C para posterior extracao de DN.

2.4. Coloracdo de esfregacos sanguineos e posterior observacdo direta ao

Microscopio 6tico

A partir da amostras sanguinea colhida em tubo com EDTA foi realizado o esfregaco sanguineo em
lamina de vidro, identificada com o nome do respetivo animal e data da colheita. Estes foram
corados no Laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias (LPDP) da FMV — UL, segundo a
coloracao rapida de Giemsa, descrita por ordem de procedimento. Ap6s a sua secagem ao ar
durante cerca de 10 minutos foi realizada a fixacdo com metanol durante um minuto e seguida de

coloracdo com corante Giemsa puro durante mais um minuto. As laminas foram entéo lavadas com
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égua corrente, de forma a remover o excesso de corante, secas ao ar e armazenadas a temperatura

ambiente.

Por cada animal foram realizados dois esfregagos sanguineos. A observacdo microscépio de cada
esfregaco sanguineo foi realizada através das ampliacdes de x400 e x1000. Em cada lamina foram

observados 100 campos aleatorios para a pesquisa de hemoparasitas.
2.5. Extracdo e quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue armazenadas em tubos com EDTA congeladas a -20°
foi realizada no Laboratério de Parasitologia do Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e
Veterinéria. Para a extragcdo de DNA do sangue utilizou-se o kit comercial DNeasy Blood & Tissue
Kit® (Qiagen, GmbH, Hilden, Alemanha), seguindo as instru¢bes do fabricante com algumas
adaptacfes (Anexo 1V). Seguidamente foi realizado um controlo da qualidade da extracédo atravées
da quantificacdo do DNA por espectrofotometria (Nanodrop 2000, thermoScientific) e as amostras

foram armazenadas a -20°C para posterior amplificacdo por reacédo de PCR.
2.6. Métodos moleculares para detecédo de Babesia spp

Na presente dissertacdo foram utilizados dois Métodos moleculares, referidos como Método 1
(utilizado no Instituto de Investigacéo Agraria e Veterinaria em Oeiras — INIAV) e Método 2 (utilizado
no Instituto Veterinario da Croacia em Zagreb). Ambos consistem na dete¢éo e amplificacdo duma
regido do gene 18S rRNA (do inglés Ribosomal ribonucleic acid) de todas as espécies pertencentes
aos géneros Babesia e Theileria. Tanto o método 2 como os protocolos para a detecdo de agentes
coinfetantes foram realizados no Instituto Veterinario da Crodcia, pelo que a autora da presente
dissertacdo foi integrada na equipa de laboratério e tendo utilizado os métodos previamente

estabelecidos.
2.6.1. Amplificacdo gene 18S pelo Método 1 e PCR RFLP

No Método 1, os primers selecionados para a pesquisa de Babesia e Theileria spp. e o protocolo
utilizado teve como referéncia o artigo de Carret et al. (1999). Estes primers foram alinhados com
sequéncias disponiveis no GenBank, através de uma andlise BLAST (do inglés Basic Local
Alignment Search Tool). Isto permitiu verificar o emparelhamento dos primers utilizados com

sequéncias correspondentes as espécies de Babesia que infetam o cao.

Para cada amostra (5 yl de DNA), foram preparados 20 pl de mistura de rea¢éo constituida por 9.8
de agua bidestilada, 5 pl de tampé&o de reacéo, 2,5 de MgCl, (25Mm), 0,5 pL de dNTP's (10 Mm),
1pl de cada primer Piro A e Piro B, e por fim NZY Taq Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal). Foram
utilizados ainda 5 ul de DNA gendémico de Babesia rossi como controlo positivo e 5 pl de agua

bidestilada como controlo negativo.
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Posteriormente, os produtos de amplificagdo de 447 pb foram visualizados apds eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5%, 90 volts na presenca de 5% de GelRed ™. Para estimar o
tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de pesos moleculares HyperLadder™
| (Bioline, London, UK).

Para a técnica de RFLP (do inglés restriction fragment length polymorphism) foram utilizados os
produtos de amplificagéo a partir dos primers PIRO-A e PIRO-B, 1/5 de cada produto amplificado
foi submetido a uma hidrolise de 3h (Carret, Walas, & Carcy, 1999). Desta forma, foram preparados
para cada 10 pl de cada produto amplificado: 1 pl (10U) de Enzimas de restricdo Hinfl e Taq |, 2,5
pl de agua bidestilada, 1,5 pl de tampdo 10x. A digestdo dos produtos, que originou fragmentos
amplificados, foi posteriormente detetada por eletroforese em gel de agarose e coloragcdo com 5%
de GelRed ™. Para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de
pesos moleculares NZDNA Ladder VI (NZTech, Lisboa, Portugal).

2.6.2. Amplificacdo gene 18S pelo Método 2, purificacdo e sequenciacao

O Método 2 permitiu amplificar um fragmento do gene 18S rRNA, com aproximadamente 560 pb
(Beck et al., 2009). De acordo com o protocolo, para cada amostra (2 pl de DNA), foram preparados
20 pl de mistura de reacao constituida por 7,2 pl de agua bidestilada, 0,4 pl de cada primer Bab F
e Bab R, e por fim GOTaqg Master mix (Promega, Madison, WI, USA) de 10 ul por amostra, que
contem o tampao de reacdo, a enzima Taq polimerase, MgCl, e dNTP's necessarios a reacdo de
amplificacao. Foram utilizados ainda 5 pl de DNA genémico de Babesia spp. como controlo positivo

e 5 ul de 4gua bidestilada como controlo negativo.

Os produtos de amplificagédo de PCR foram observados através da eletroforese por capilaridade da
QIAEXEL (Qiagen, Hilden, Germany), utilizando o kit QIAxcel DNA Fast Analysis, o Marcador de
alinhamento (DNA QXAlignmentMarker15bp/3kb) e um Marcador de pesos moleculares QX DNA
50 pb-3000 pb. Os produtos de PCR amplificados, foram ainda purificados através de EXOSAP-it®
(USB® Products Affylnc., Ohio, USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante e sequenciados
em ambas as dire¢cbes dos primers (Macrogen, Amsterdam, The Netherlands). As reacfes de
sequenciacdo foram realizadas com recurso aos pares de primers utilizados nas reacbes de
amplificacdo anteriormente descritas. Um nivel de homologia maior ou igual a 99% foi considerado

para os resultados obtidos, tendo em conta o elevado grau de confianca.
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2.7. Métodos moleculares para detecdo de outros agentes
Os protocolos utilizados na PCR convencional que irdo ser descritos estavam ja estabelecidos e

aplicados como meios de diagnostico no Instituto Veterinario da Croacia.

Na detecdo de Hepatozoon spp. foi amplificada um fragmento da pequena subunidade de RNA
ribossomal, 18S SSU rRNA, com aproximadamente 666 pb. De acordo com o protocolo, para cada
amostra (2 ul de DNA), foram preparados 20 pl de mistura de reacao constituida por 7,2 ul de 4gua
bidestilada, 0,4 pl (10 pmol/ul) de cada primer Bab F e Bab R, e por fim GOTaq Master mix
(Promega, Madison, WI, USA) de 10 pl por amostra, este Ultimo contem o tampao de reacdo, a
enzima Taq polimerase, MgCl, e dNTP's necessarios a reacédo de amplificacdo. Foram utilizados
ainda 5 pl de DNA gendmico de Hepatozoon canis como controlo positivo e 5 pl de dgua bidestilada
como controlo negativo. Este protocolo foi aplicado da mesma forma para os restantes agentes
patogénicos que se pretendia detetar, com a excec¢éo dos primers e controlos positivos utilizados.
As condi¢Bes 6timas da PCR foram as seguintes: desnaturacao inicial a 94°C durante 2 min, seguida
de 40 ciclos que englobava desnaturacdo a 94°C durante 40 seg., hibridacdo a 59°C durante 40
seg., extensdo a 72°C durante 60 seg., e por fim uma extensao final a 72°C durante 7 min. Os ciclos
térmicos utilizados no termociclador Alpha Cycler 2 (PCRmax®) para deteg¢do destes agentes,

encontram-se descritos na tabela iii dos anexos.

Para a detecdo de agentes da familia Anaplasmataceae, foi amplificado o fragmento do gene 16S
rRNA com aproximadamente 345 pb, através da PCR convencional (Parola et al., 2000). As
condi¢Bes Otimas da PCR foram as seguintes: desnaturagao inicial a 94°C durante 2 min, seguida
de 40 ciclos que englobava desnaturacdo a 94°C durante 30 seg., hibridacdo a 53°C durante 30

seg., extensdo a 72°C durante 30 seg., e por fim uma extensao final a 72°C durante 7 min.

Para a detecdo de Mycoplasma spp. foi utilizado como controlo positivo o fragmento da regido 16S
com 560pb, de Mycoplasma hematoparvum (Varanat et al., 2011). As condi¢Bes 6timas destas PCR

foram as seguintes e representadas em anexo, na tabela iii

Os produtos de amplificacdo de PCR foram observados dos produtos de PCR foi confirmado através
da eletroforese por capilaridade da QIAEXEL (Qiagen, Hilden, Germany), utilizando o kit QlAxcel
DNA Fast Analysis, o Marcador de alinhamento (DNA QXAlignmentMarker15bp/3kb) e um Marcador
de pesos QX DNA 50 pb-3000 pb. Os produtos de PCR amplificados, foram ainda purificados
através de EXOSAP-it® (USB® Products Affylnc., Ohio, USA) de acordo com as instru¢des do
fabricante e sequenciadas ambas as cadeias (Macrogen, Amsterdam, The Netherlands). Um nivel
de homologia maior ou igual a 99% foi considerado para os resultados obtidos, tendo em conta o

elevado grau de confianca.
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Tabela 2 - Primers utilizados para amplificacdo de agentes patogénicos descritos na presente

dissertacao.

Dimenséao
Gene Nome dos a . s o dos a
alvo Agente primes Sequéncias dos primers (5°-3’) Fragmentos Referéncia
(pb)

18S Babesia s BAB F GTCTTGTAATTGGAATGATGG 550 (Beck et al.,
rRNA P BAB R CCAAAGACTTTGATTTCTCTC 2009)
18S Babesia s Piro-A AAT ACC CAATCC TGACAC AGG G 408 (Carret et
rRNA P Piro-B TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC al.,1999)
18S Hep F ATACATGAGCAAAATCTCAAC (Inokuma et
(DNA 'lepatozoon sp. Hep R CTTATTATTCCATGCTGCAG 666 al., 2002)
16S Anaplasmataceae EHR16SD GGT ACC YAC AGA AGA AGT CC 345 (Parola et
rRNA P EHR16SR TAG CACTCATCGTTT ACAGC al., 2000)
16S Mvcoplasma s Myco322s GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT 560 (Varanat et
rRNA ycop P Myco938as CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC al., 2011)

2.8 Analise de dados

Os dados foram armazenados e analisados no Software Microsoft Excel 2007® e a sua andlise
estatistica foi realizada recorrendo a plataforma de céalculo Epitools. Para a realizacdo da
distribuicdo geografica foi utilizado um software de design gréfico Adobe lllustrator CS6. Foi
determinada a prevaléncia das infecGes detetadas e o respetivo intervalo de confiancga, utilizando
um nivel de confianga de 95% segundo os Limites de Wilson. Para os testes de cPCR foram
consideradas sensibilidades e especificidades de 100%, pelo que a prevaléncia calculada diz
respeito a Prevaléncia Real e Aparente. A concordancia entre os resultados dos métodos
moleculares e a observacdo direta ao microscopio o6tico foi calculada como a proporcdo de
concordancia entre os resultados de ambas as provas, utilizando tabelas de contingéncia 2x2. A
medida estatistica para avaliar a concordancia observada foi o kappa de Cohen (k), que permite
calcular o nivel de concordancia entre os resultados concordantes em excesso daquilo que seria
esperado por acaso. A concordancia entre as provas foi avaliada de acordo com Landis & Koch,
1977, com base nos seguintes critérios: 0.00 corresponde a uma concordancia pobre; 0,01 - 0,02
ligeira; 0,21-0,40 razoavel, 0,41 - 0,60 como moderada, 0-61 - 0,80 como substancial e por fim;

0,81 - 1,00 corresponde a uma concordancia excelente.
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3. Resultados

3.1 Caracterizacdo da amostra em estudo

No primeiro grupo (Hospital), constituido por cdes apresentados a consulta, foi realizado um
inquérito que permitiu a recolha de dados sobre os animais, nomeadamente o concelho onde viviam,
sendo representada a distribuicdo dos mesmos no Grafico 1. Relativamente ao seu estilo de vida,
correspondente ao local de habitacdo, 46,94% (23/49) viviam no interior das habita¢des, 30,61%
(15/49) viviam num espaco exterior e 22,45% (11/49) variaram entre estes dois Ultimos locais. Neste
grupo de 49 animais, 14,28 % (7/49) tinham hist6ria de uma viagem pontual para o estrangeiro: 4
animais para Espanha, 1 para Marrocos, 1 Bélgica e 1 para Bélgica e Alemanha. A questédo sobre
se o tutor observou carracas no animal foi incluida no questionario e verificou-se que 67,34% (33/49)
dos caes tiveram contacto com ixodideos, enquanto que em 32,66% (16/49) dos animais o tutor
nunca constatou a presenca de carragas, tal como demonstrado no grafico 2. A partir do historial

clinico, foi verificado que nenhum destes animais era esplenectomizado.

Gréfico 1 - DistribuicAo dos 49 cdes domésticos, pertencentes ao grupo 1, dos concelhos
constituintes da area metropolitana de Lisboa e Oeste.
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Gréfico 2 - Proporcao de cées, pertencentes ao grupo 1, que tiveram contacto com carragas

observadas pelo tutor (n=49).

67,34 %

= Sim = N&o
O segundo grupo (Canil), incluiu canis pertencentes ao distrito de Lisboa: 11 cées do canil do Projeto
JAVA do concelho da Lourinh&, 7 c&es do canil da Associacdo Protetora de Animais do Cadaval
(APAC) do concelho do Cadaval, 29 caes do canil Municipal de Torres Vedras, 4 caes do canil da
Associacdo para Protecdo dos Animais de Torres Vedras (APA) do concelho de Torres Vedras, 7
cdes do canil Municipal de Arruda dos Vinhos, 26 caes do canil Municipal de Lisboa conhecido como
a Casa dos Animais de Lisboa, 6 caes do canil da AMIAMA do concelho da Amadora e 4 cées do
canil Municipal de Odivelas. O numero de animais integrados em cada canil foi limitado, tendo em
conta 0 niumero de animais residentes e consoante a observacao de carragas nos animais por parte

do responsavel pelo canil.

Na amostra obtida, 39,16% (56/143) dos caes domésticos eram do sexo feminino, dos quais 41%
(23/56) eram fémeas oraviohisterectomizadas e 59% (33/56) eram inteiras. Relativamente ao sexo

masculino, 21,84% (19/87) estavam orquiectomizados e 78,16% (68/87) eram inteiros (Gréfico 3).

Grafico 3 - Sexo e estado reprodutivo dos caes incluidos na amostra (n=143).

Fémeas ovariohisterectomizadas 41%

Fémeas Inteiras 59%

Machos orquiectomizados _ 21,8%

Sexo e estado Reprodutivo

Machos Inteiros | 5. 1%

Frequéncia absoluta
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No que diz respeito a idade, para facilitar a analise de dados, os caes foram agrupados por faixas

etarias, como representado no grafico 4.

Gréfico 4 - Distribuicdo da populacdo alvo por faixas etérias (n=143).
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Relativamente a ra¢a dos cédes incluidos neste estudo, em ambos os grupos, a maioria era de raca

indeterminada, representando 64,33% da amostra, tabela 3.

Tabela 3 - Frequéncia absoluta e relativa (%) da distribuicdo de racas e cruzamentos de caes

domeésticos da amostra (n=143).

Frequéncia relativa

Raca Frequéncia absoluta )
aproximada (%)

Basset Hound 1 0,70
Boxer 1 0,70
Braco Aleméo 3 2,09
Bull Terrier 1 0,70
Bulldog Inglés 1 0,70
Castro Laboreiro 1 0,70
Cocker Spaniel 4 2,80
Dalmata 3 2,09
Dog Argentino 1 0,70
Epagneul Breton 4 4,90
Galgo Inglés 1 0,70
Husky Siberiano 1 0,70
Indeterminada 92 64,33
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Tabela 3 (continuacgéo) - Frequéncia absoluta e relativa (%) da distribuicdo de racas e cruzamentos

de cées domésticos da amostra (n=143).

Labrador Retriever 7 4,89
Papillon 1 0,70
Pastor Aleméao 3 2,09
Pastor Australiano 1 0,70
Perdigueiro Portugués 3 2,09
Podengo Portugués 7 4,89
Pointer Inglés 1 0,70
Rottweiler 1 0,70
Setter Inglés 1 0,70
Shar-pei 1 0,70
Teckel 2 1,40
Yorkshire 1 0,70

Tendo em conta a andlise de resultados obtidos no inquérito relativamente a prevencéo de infecdo
por Babesiose canina e outros agentes transmitidos por ixodideos, foi verificado que a
administracdo do desparasitante era bastante variavel em relacdo ao principio ativo e marcas
utiizadas ao longo do ano. Esta situagdo ocorreu tanto no grupo 1, cujos tutores tém
responsabilidade sob a desparasitacéo externa, e no grupo 2, tendo como responsavel o técnico ou
Médico Veterinario do canil. Para além de variar em relagéo a esta¢cdo do ano em que se encontram,
sendo mais rigorosa durante o verao, a utilizacéo do principio ativo varia consoante a disponibilidade
no mercado e condi¢des econdmicas existentes. Foi ainda verificado que alguns produtos, aplicados
em pulverizacéo, eram utilizados apenas apds a observacéo de carragas no animal. Assim sendo,
apensar de terem sido incluidas questBes relativas a prevencdo, esta ndo foi considerada
consistente para analisar na presente dissertacdo, sendo apenas apresentada enquanto regular ou
nao regular em anexo. Sendo que, os animais do grupo 2 (Canil), que se apresentavam no canil ha
menos de 6 meses ndo foram considerados tendo uma desparasitacdo regular. Na populacdo de
cdes pertencentes ao grupo 1, 65,31% (32/49) dos tutores responderam que 0S animais se
encontravam desparasitados externamente de forma regular, enquanto 34,69% (17/49) dos tutores
afirmaram que ndo realizavam a desparasitacdo externa de forma regular. Relativamente a
vacinacao, apenas um animal do grupo 1 se encontrava vacinado, nomeadamente com a vacina
Pirodog® da Merial, e ndo foram detetadas infecGes por Babesia spp.. Este animal residia em
Santarém e tinha uma historia de viagem para o norte de Portugal. No inquérito, para o grupo 1
(Hospital), foi ainda incluida a questéo se foi realizada uma transfusao sanguinea anterior a consulta

e consequente recolha de amostra sanguinea, a qual todos os tutores responderam que nao.
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3.2 Detecédo de hemoparasitas por Microscopia 6tica em esfregaco sanguineo

Na pesquisa nos esfregacos sanguineos foram evidenciados todos os parasitas morfologicamente
semelhantes aos que se pretendia detetar inicialmente. Para melhor compreenséo dos resultados
obtidos por observacédo direta ao microscopio 6tico ao esfregagco sanguineo e PCR convencional,
agruparam-se 0s resultados obtidos por E. canis e A. platys na analise de resultados, uma vez que
pertencem a familia Anaplasmataceae e a cPCR permite a detecdo simultdnea de ambas as
bactérias. Como representado no grafico 5, nos 141 animais testados apenas foi observada Babesia
de grandes dimensdes (Figura 3) em 1,42% da amostra (2/141), num animal que se apresentou ao
Hospital Veterinario com sinais clinicos e num animal era proveniente de canil. Relativamente a
Anaplasma platys/Ehrlichia canis foram observados em 3,54% da amostra estudada (5/141). Destes
animais apenas um animal do grupo 1 (Hospital) apresentava estruturas morfologicamente
semelhantes com A. platys (Figura 4), 3 animais do grupo 2 (Canil) foram positivos para A. platys e
apenas 1 foi positivo para Ehrlichia canis (Figura 5). Hepatozoon spp. foi o parasita maioritariamente
encontrado, em cerca de 11,34% (16/141) das amostras, com 5 positivos no grupo 1 (Hospital) e
13 positivos no grupo 2 (Canil). Na pesquisa de Mycoplasma spp., 9,22% (13/141) das amostras
apresentaram estruturas morfologicamente semelhantes, tendo 1 positivo pertencente ao grupo 1,
e 12 positivos provenientes do grupo 2 (Figura 5). Apesar de ndo constar nos objetivos iniciais desta
dissertacdo, foi ainda possivel visualizar ao microscoépio 6tico microfilarias, um caso de infecéo
mista, onde foi identificada a presenca de Dirofilaria immitis por métodos sorologicos e ainda um

caso de infe¢do Unica por Acantocheilonema reconditum.

Grafico 5 - Distribuicdo de casos de animais positivos pela observacdo ao microscopio 6tico de
Babesia spp., Hepatozoon spp., Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Mycoplasma spp. pelos dois grupos
incluidos nesta dissertacdo: Grupo 1, cdes apresentados a consulta com sinais clinicos compativeis
com Babesiose canina (n=48); Grupo 2, caes de canil (n=94).
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Figura 3 — Babésia de grandes dimensbes - Merozitos no interior de um eritrécito, através da

observacao ao microscopio 6tico, obj. x100, oc. x10 (Fotografia original).

\

Eal

Figura 4 - Hepatozoon spp. no interior de um monécito (A) e uma moérula de Anaplasma platys numa

plaqueta (B), observados ao microscopio 6tico, obj. x100, oc. x10 (Fotografias originais).

Figura 5 - Mycoplasma spp. na periferia de um eritrocito (A) e Ehrlichia canis no interior de um

mondcito com desfragmentacdo do nucleo (B), observados ao microscépio 6tico, obj. x100, oc. x10
(Fotografias originais).
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3.3 Detecdo de DNA de Babesia spp por PCR convencional

3.3.1 Detecéo de Babesia spp., através da amplificagdo do gene 18S por PCR RFLP

No método 1, a amplificacdo dos &cidos nucleicos de Babesia/Theileria spp. por cPCR, utilizando
os primers PIRO A e PIRO B com uma temperatura de hibridagéo de 60°C (Anexo V), resultou num
produto de amplificacdo com a dimenséo esperada de 408 pb (Figura 6).

Todos os resultados cuja amplificacdo foi negativa, ou revelaram a presenca de produtos de
amplificacdo inespecificos, ndo serdo mencionados por ndo serem considerados relevantes na
argumentacado deste trabalho. Apesar de duas das amostras revelarem bandas de menor
intensidade, B8 e B10 como demonstrado na figura 6, estas foram consideradas igualmente como
positivas no meétodo 2. Assim todos os resultados encontrados pelo método 1 tiveram

correspondéncia como esperado no método 2 supramencionado.

Figura 6 - Produtos de amplificacdo de 26 amostras (A1-Al10; B1-B10 e C1-C6) por PCR
convencional em gel de agarose a 1,5%. Resultado positivo para a detecdo de Babesia spp. nas
amostras B5, B8, B10 (Original).

M: marcador de pesos moleculares HyperLadder™ | DNA 200 pb-10000 pb; P+: controlo positivo; N-: controlo negativo

Apés a eletroforese dos produtos de PCR submetidos a hidrolise enzimatica, foi possivel a
interpretacéo dos resultados. Para tal foi necessario comparar as bandas descritas na tabela 4, que
refere a agéo das duas enzimas utilizadas e resultados esperados. Nas amostras A e E (Figura 7),
observa-se uma banda de aproximadamente 410pb, nos dois pog¢os, ndo tendo ocorrido o corte
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pelas enzimas, pelo que corresponde a espécie Babesia canis. Na amostra B e D, existe uma banda
na digestéo por Hinf de aproximadamente 410 pb, e trés bandas pouco intensas apés digestao por
Taq, com aproximadamente 20, 180 e 210 pb, o que corresponde a espécie Babesia vogeli. Na

amostra C, ndo houve restricdo de bandas.

Tabela 4 - Discriminagéo das principais espécies de Babesia com capacidade para infetar o céo,
utilizando os primers PIROA e PIROB e com abordagem a técnica RFLP, baseado no estudo de

Carret et al, 1999.

Perfil de PCR-RFLP esperado

Restricéo

Namer roxim r imati
Umero apro ado de pares de bases enzimatica

Espécies de Babesia spp. capazes de
infetar o céo

Taql digestéo Hinfl digesto ) cog:)ar,té-) nao

B. canis 410 410 Taq (-), Hinf ()

Grandes dimensdes B. vogeli 20 + 180 + 210 410 Taq (+), Hinf (-)
B. rossi 410 180 + 230 Taq (-), Hinf (+)

B. gibsoni 410 200 + 210 Taq (-), Hinf (+)

Pequenas dimensdes B. conradae 440 70 + 370 Taq (-), Hinf (+)
B. microti-like 50 + 390 70 + 370 Taq (+), Hinf (+)

Figura 7 - Produtos de amplificacao, com utilizacdo dos primers PIRO A e PIRO B, apés digestédo
com as enzimas de restricdo Hingl (h) e Tagl (t) (Original). Coluna A e E: Babesia canis; Coluna B
e D: Babesia vogeli; Coluna F: controlo positivo correspondente a Babesia canis; Coluna G e H:

controlo positivo correspondente a Babesia rossi.

M: marcador de pesos moleculares NZDNA Ladder VI 50 pb-1500 pb

410 pb 410 pb
210 pb 210 pb
180 pb 180 pb
20 pb 20pb
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3.3.2 Detecédo de Babesia spp., através da amplificacdo do gene 18S pelo Método 2 e
sequenciacdo nucleotidica

No método 1, a amplificacdo dos &cidos nucleicos de Babesia/Theileria spp. por cPCR, utilizando
os primers BabF e BabR com uma temperatura de hibridacdo de 53°C (Anexo lll), resultou num

produto de amplificacdo com a dimensé&o esperada de 550 pb (Figura 8).

Dos 5 animais positivos por PCR a Babesia spp, 3 eram cées de canil e 2 eram caes que foram
levados a consulta do HVE, apresentando sinais clinicos compativeis com Babesiose canina. Para
um destes dois animais, pertencentes ao grupo 1, ndo foi possivel realizar a pesquisa de possiveis

agentes coinfetantes, embora tenha sido realizada a sequenciacéo dos produtos de cPCR.

Figura 8 - Produtos de amplificagdo de 10 amostras (D1-D10), através de PCR convencional por
eletroforese de capilaridade da QIAEXEL (Qiagen, Hilden, Germany), utilizando o kit QIAxcel DNA
Fast Analysis, obtida a partir do Método 2. Resultado positivo para a detecdo de Babesia spp. nas
amostras bab/39, bab/42 e bab/44 (Originais).
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Marker: Marcador de pesos moleculares QX DNA 50 pb-3000 pb; bab/Pk: controlo positivo; bab/nk: controlo negativo
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3.4 Detecdo de DNA por PCR convencional de outros agentes e sequenciagdo
nucleotidica

Na presente dissertacdo todos 0os casos, mesmo em que sequenciacdo ndo foi possivel, foram
incluidos no gréfico 6, de forma a avaliar apenas as espécies encontradas. Apos eletroforese, em
17,14% (6/35) dos produtos de PCR considerados inicialmente como positivos para Hepatozoon
spp. nao foi possivel a sua sequenciacdo; o mesmo ocorreu em 26,31% (5/19) dos produtos de

PCR positivos para a familia Anaplasmataceae e em 16,67% (3/18) dos produtos de PCR positivos
para Mycoplasma spp.

Relativamente a detecao por cPCR, verificou-se que ocorreu um maior nimero de casos de infegédo
por Hepatozoon spp. com 29 (20,42%) no total da amostra. No grupo 1 (Hospital), as infecdes
ocorreram em 10,42% (5/48) dos animais ocorreram tanto por Hepatozoon canis como por
Anaplasma platys, tendo sido os principais agentes patogénicos detetados neste grupo. Enquanto

no grupo 2, constituido por caes provenientes de canil, 25,53% (24/94) encontravam-se infetados
por Hepatozoon canis.

Figura 9 - Produtos de amplificagdo de 10 amostras (F9-G5), através de PCR convencional por
eletroforese de capilaridade da QIAEXEL (Qiagen, Hilden, Germany), utilizando o kit QIAxcel DNA
Fast Analysis, obtida a partir do Método 2. Resultado positivo para a detecéo de agentes patolégicos

pertencentes a familia Anaplasmataceae nas amostras ana/43, ana/47 e ana/49 (Original).
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Marcador de pesos moleculares QX DNA 50 pb-3000 pb; ana/51: controlo positivo; ana/50: controlo negativo
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Figura 10 - Produtos de amplificacdo de 10 amostras (B1-B10), através de PCR convencional por
eletroforese de capilaridade da QIAEXEL (Qiagen, Hilden, Germany), utilizando o kit QIAxcel DNA

Fast Analysis, obtida a partir do Método 2. Resultado positivo para a detecéo de parasitas do género
Hepatozoon nas amostras hep/18 e hep/19 (Original).
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Marker: Marcador de pesos moleculares QX DNA 50 pb-3000 pb; hep/23: controlo positivo; hep/94: controlo negativo

Figura 11 - Produtos de amplificacdo de 10 amostras (F1-F10), através de PCR convencional por
eletroforese de capilaridade da QIAEXEL (Qiagen, Hilden, Germany), utilizando o kit QIAxcel DNA

Fast Analysis, obtida a partir do Método 2. Resultado positivo para a detecdo de agentes patoldgicos
do género Mycoplasma na amostra myco/86 (Original).
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Marcador de pesos moleculares QX DNA 50 pb-3000 pb; myco/94: controlo positivo; myco/95: controlo negativo
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Gréfico 6 - Distribuicdo de casos de animais positivos por PCR convencional para Babesia spp.,
Hepatozoon spp., Ehrlichia spp./Anaplasma spp., Mycoplasma spp. pelos dois grupos incluidos
nesta dissertacdo: Grupo 1, cdes apresentados a consulta com sinais clinicos compativeis com

Babesiose canina (n=48) e Grupo 2, caes de canil (h=94)
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Apoés a sequenciacdo de produtos de cPCR foi possivel verificar as espécies envolvidas nas
infecdes causadas por um Unico agente patogénico, representando 24,64% da amostra total, € 9,5%
em coinfec¢gBes. Uma vez que foi realizado uma cPCR para detecdo de agentes pertencentes a
familia Anaplasmataceae, os produtos de PCR foram enviados para sequencia¢do, sendo possivel
distinguir o género e espécies envolvidas nas amostras positivas. Uma das espécies detetadas,
num animal onde foi identificada anteriormente Dirofilaria imitis, foi Wolbachia pipiens. Apesar de
nao estar incluido nos objetivos da presente dissertacdo, € um dado clinico relevante, na medida
em que pertencia ao grupo 1 de caes provenientes do HEV e seria espectavel encontrar a bactéria

associada a esta infe¢céo, devido a sua associacao de simbiose.

Na presente dissertacdo ndo foram detetadas coinfec¢bes com Babesia spp., no entanto foram
detetadas coinfec¢des entre outros agentes patogénicos, demonstradas na tabela 5. Apenas um
animal do grupo 1, que se apresentou a consulta no HEV, apresentou uma coinfec¢do, enquanto
as restantes foram detetadas no grupo 2. Neste animal coinfetado do grupo 1, foi detetado
Hepatozoon canis e Anaplasma platys, e apresentou-se a consulta com histéria de prostracao,
anorexia, fraqueza dos membros posteriores; teve como alteracbes hematoldgicas e clinicas
anemia (hematécrito - 18,1% de HT), trombocitopenia (contagem de plaquetas - 8,64x10%);
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esplenomegalia e hepatomegalia na ecografia abdominal. A espécie Mycoplasma haematoparvum
foi detetada apenas em circunstancia de coinfeccdo outros agentes patogénicos, nomeadamente

com Anaplasma platys e Hepatozoon canis.

Tabela 5 - InfecBes Unicas e coinfeccdes observadas através da detecao por métodos moleculares

e frequéncia absoluta de animais coinfetados, por espécie, na amostra de 142 caes domésticos.

Agentes patogénicos N° de casos (%)

InfecBes Unicas 35 (24,64%)
Babesia vogeli 4 (2,81%)
Babesia canis 2 (1,40%)

Hepatozoon canis 17 (11,97%)
Mycoplasma haemocanis 7 (4,93%)
Anaplasma platys 4 (2,82%)
Ehrlichia canis 1 (0,70%)

Coinfecgbes 13 (9,15%)
Hepatozoon canis + Anaplasma platys 5 (3,52%)
Hepatozoon canis + Mycoplasma haemocanis 5 (3,52%)
Hepatozoon canis + Mycoplasma haematoparvum 2 (1,41%)
Anaplasma platys + Mycoplasma heamatoparvum 1 (0,70%)

Para representar geograficamente a ocorréncia dos casos de forma geogréfica foi realizado um
mapa, que contém a distribuicdo dos mesmos por concelhos do Distrito de Lisboa. Foi ainda
detetada B. vogeli num cdo que compareceu a consulta no HVE, e que vivia no concelho do Barreiro,
pertencente ao distrito de Setibal. No entanto foi o Unico animal em que néo foi possivel realizar
cPCR para detecao de outros agentes patogénicos, pelo que ndo se encontra representado no

mapa.
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Figura 12 - Distribuicdo geogréafica dos agentes patogénicos transmitidos por Ixodideos, detetados
por PCR em amostras sanguineas de animais provenientes de diferentes concelhos, do distrito de
Lisboa (Original Dordio & Lopo, 2017).
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Ehrichia canis 1 Anaplasma platys B! H. canis + M. haematoparvum ~ 3h 1
Mycoplasma haematoparvum 1 Mycoplasma haemocanis A A 2-5 A. platys + M. haematoparvum I

E possivel constatar na Figura 12 que a maioria das infe¢cdes ocorreu no Oeste, comparativamente
a Area Metropolitana de Lisboa. Ao avaliar a distribuicdo de infecBes detetadas por PCR
convencional e posterior sequenciacéo, verifica-se que as infe¢cdes por Hepatozoon canis ocorrem
em todos os concelhos do distrito de Lisboa, com a excec¢do do concelho da Amadora onde nao foi

detetado nenhum agente patogénico em estudo.

Na amostra pertencente ao grupo 2, constituido por 94 cées, residentes em canis municipais e
associacdes de protecdo animal existentes no distrito de Lisboa, obteve-se uma prevaléncia de
infecdo neste grupo de 39,36% (37/94) [IC 95%: 30,09-40,47%], das quais 26,60% (25/94) [IC 95%:
18,71-36,32%] dos animais apresentavam infecdes Unicas e 12,77% (12/94) [IC 95%: 7,46-21%)]
dos animais do grupo 2 apresentavam coinfe¢cfes. Tendo em conta as dimensdes e afluéncia de

animais ao Canil Municipal de Torres Vedras e a Casa dos Animais de Lisboa, estes dois concelhos
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tiveram consequentemente um maior nimero de amostras. A prevaléncia de infe¢cBes encontradas
em Lisboa e Torres Vedras, foram de 19,23% (5/26) [IC 95%: 8,51-37,88%] e 48,48% (16/33) [IC
95%: 32,50-64,78%], respetivamente. Ao realizar o Teste Z para comparacao de duas proporcoes,
verifica-se um valor de z igual a 2,3 e um valor de p igual a 0.0198, pelo que a diferenca estatistica
destas prevaléncias é significativa. O canil com uma maior prevaléncia de infe¢des de 85,71% (6/7)
[IC 95%: 48,69-97,43%] foi o canil municipal de Arruda dos Vinhos, onde a prevaléncia de infecdo
causada por Babesia vogeli foi maior que os restantes agentes patogénicos estudados, com cerca
de 42,85% (3/7) [IC 95%: 15,82-74.95%]. No canil da Lourinhd obteve-se uma prevaléncia de
36,36% (4/11) [IC 95%: 15,17-64,62%]; enquanto para 0S restantes canis com um menor nimero
de amostra, como Cadaval e Odivelas, obteve-se uma prevaléncia de 42,86% (3/7) [IC 95%: 15,82-
74,95%] e 50% (2/4) [IC 95%: 15-85%], respetivamente. A prevaléncia encontrada em cada um dos

concelhos para cada agente esta representada na tabela 6.

Tabela 6 - Distribuicdo das infe¢cdes detetadas por PCR convencional e posterior sequenciacdo, no
grupo 2, constituido por cées provenientes de canis municipais ou associacfes de protecdo animal,

em diferentes concelhos pertencentes ao distrito de Lisboa (n=94).

Infe¢des Unicas Coinfegdes
N° de

Concelho animais Babesia Hepatozoon Mycoplasma Anaplasma A.platys A.platys + M. H. canis + M. H.canis + M.

(n) vogeli canis haemocanis pl:;jiE' + H. canis haematoparvum haemocanis heamatoparvum

Torres Vedras 33 - 5 (15,1%) 5 (15,1%) - 1 (3,0%) - 4 (12,1%) 1 (3,0%)
Lisboa 26 - 2 (7,7%) - - 2 (7,7%) 1 (3,9%)
Lourinha 11 - 3 (27,3%) 1(9,1%) - 1(9,1%) - - 1(9,1%)
Arruda dos Vinhos 7 3 (42,9%) 1 (14,3%) - 2 (28,6%)

Cadaval 7 - 1 (14,3%) - 1 (14,3%) - - 1 (14,3%)
Amadora
Odivelas 4 - 1 (25%) - 1 (25%) - - - -

94 3(3,19%) 13 (13,9%) 6 (6,4%) 4 (4,25%) 4 (4,25%) 1 (1,06%) 5 (5,3%) 2 (2,1%)

3.5 Descricao dos resultados sorolédgicos, moleculares e por observacéo direta de parasitas
utilizados neste estudo

Na presente dissertac@o, no grupo 1 foi recolhida informagéo relativa aos métodos soroldgicos
realizados em alguns caes, em que se suspeitava encontrarem-se doentes com Babesiose canina.
No método soroldgico vulgarmente utilizado em Lisboa para descartar a designada “Febre da
carraca” é realizada uma analise imunoldégica/ perfil de hemoparasitas que corresponde a pesquisa
de anticorpos: anti-Babesia, anti-Ehrlichia e anti-Rickettsia. Estes dados foram recolhidos através
da ficha clinica do animal e realizados por um laboratério externo certificado, DNATech, num total

de 26 animais pertencentes ao grupo 1. No diagndéstico de infecdo por Babesia spp. os resultados
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obtidos, tanto por métodos sorol6gicos como por métodos moleculares, foram descritos sob a forma
de tabela (Tabela 7). Os valores foram considerados positivos para uma titulacao de 1/32. Para a
detecdo de anticorpos de Ehrlichia canis, € realizada ELISA enquanto método soroldgico de elei¢éo,
com uma titulacdo de anticorpos de 1/50. Dos 26 casos onde foi realizada ELISA, apenas 5 foram
positivos mas em nenhum destes foi detetada Ehrlichia spp. no PCR convencional. Uma vez que
ocorreu uma discrepancia significativa nos resultados obtidos por cPCR para Hepatozoon spp. com

os resultados por observacgéao direta ao MO, foi realizada a tabela 9 de comparac¢do dos mesmos.

Tabela 7 — Utilizacao de IFl e de cPCR no diagnéstico de infecdo por Babesia spp.

Resultado obtido por IFl para Babesia spp.

Negativo (n=13) Positivo (n=13)
Detecao de Babesia Negativo (n=25) 12 13
spp. por PCR
Pp-P Positivo (n=1) 1 0

convencional

n representa o nimero de animais

Tabela 8 - Comparagédo dos resultados obtidos através da observacgdo direta de Babesia spp. em

esfregacos sanguineos com os obtidos por PCR convencional para Babesia spp.

Observacéo direta de Babesia spp. ao

MicroscOpio 6tico

Negativo (n=141) Positivo (n=2)
Detecdo de Babesia Negativo (n=139) 139 0
spp. por PCR
Pp-P Positivo (n=4) 2 2

convencional

n representa o nimero de animais

Tabela 9 - Comparacgéo dos resultados obtidos através da observacao direta de Hepatozoon spp.

em esfregagos sanguineos com os obtidos por PCR convencional para Hepatozoon spp.

Observacdo direta de Hepatozoon spp. ao

Microscopio ético

Negativo (n=125) Positivo (n=16)
Detecéo de Negativo (n=112) 111 1
Hepatozoon spp. por
P Pp-P Positivo (n=29) 14 15

PCR convencional

n representa o nimero de animais
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As infecdes por Babesia spp., detetadas na PCR convencional pelo método 1, foram 100% (5/5)
detetadas através do PCR convencional método 2. No diagnostico de infecéo por Babesia spp., 13
dos resultados positivos na IFI corresponderam a um resultado negativo, tanto no PCR convencional
como na observacéo direta ao Microscopio 6tico, enquanto 1 dos resultados positivos no PCR e na
observacao direta ao MO correspondeu a um resultado negativo na IFl. A concordancia destes
métodos de diagndstico ndo foi avaliada, uma vez o método serolégico apenas deteta anticorpos

contra o agente.

Para o diagndstico de infecdo por Babesia spp. entre os resultados do PCR convencional e da
observacado direta obteve-se uma boa concordancia substancial (k = 0,66). Para a detecdo da
espécie Hepatozoon através do método molecular e a observagcdo ao microscopio 6tico, obteve-se
igualmente uma concordancia consideravel (k = 0,61). Apesar de ndo estarem representados os
resultados para A. platys, devido ao reduzido nimero de casos, obteve-se uma concordancia
moderada (k = 0,43), entre a observacao de esfregagos sanguineos ao MO e 0 método molecular

utilizado.

3.7 Manifestag¢des clinicas encontradas no primeiro grupo (Hospital)

No primeiro grupo, constituido por caes apresentados a consulta no Hospital Escolar Veterinario,
foram detetadas 3 infecdes por Babesia spp., que por sequenciagéo foram identificadas as espécies
Babesia canis em 2 casos e Babesia vogeli num Unico caso. Neste Ultimo ndo foi possivel identificar
a existéncia de coinfec¢Bes anteriormente mencionadas, no entanto foi considerado relevante
inserir o caso neste estudo. Em ambos os casos de Babesia canis os principais problemas foram
prostracdo e anorexia, e as principais alteracdes hematolégicas, descritas na tabela 10, foram
linfopenia e trombocitopenia, esta Ultima confirmada por contagem manual de plaquetas. No terceiro
caso, com infe¢cdo causada por Babesia vogeli, para além dos problemas descritos observou-se
também vomito e hipertermia, bem como anemia moderada (HT=21,2%). Todos 0s casos tiveram
uma melhoria da resposta clinica apds a administracdo de dipropionato de imidocarb (Tabela 11).
Tendo em conta que foi detetada infecdo associada a sinais clinicos caracteristicos de Babesiose,

é possivel afirmar que os 3 animais padeciam desta doenca.
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Tabela 10 — Hemograma completo dos 3 casos clinicos, pertencentes ao grupo 1, que se
apresentaram a consulta no HEV, com um quadro clinico compativel com Babesiose Clinica e onde

foi detetada infecdo por Babesia spp..

Parametros Valores de . R
Hematol6gicos referéncia Bonnie® Samanta® Minni
Leucécitos 6-17 x 10%/uL 6,53 6,18 7,42
(sg'gen‘iggggz 9 3000-11500/uL 5289 5562 6233
Linfocitos 1000-4800/puL 784 371 742
Monécitos 150-1350/pL 457 247 445
Eosindfilos 100-1250/pL 0 0 0
Basofilos Raros 0 0 0
EritrGcitos 5,5-8,5 x 106/mL 6,70 3,11 6,45
Plaquetas 200-500 x 10%/uL 189 325 18
Hemoglobina 12/28 g/dl 16,50 6,93 21,2
Hematocrito 37-55% a7 21,2 42,1
VCM 60-77fl 70,1 68,2 65,3
HCM 19,5-24,4 pg 24,6 22,3 24
CHCM 32-36 d/dl 35 32,7 36,8

(*): Anisocitose e policromasia

Tabela 11 - Dados, manifestacfes clinicas e resposta ao tratamento nos cdes com Babesiose

Canina.
Resposta clinica
o ) o o Temperatura R ao tratamento com
Caso Clinico Agentes Género Raca Sinais Clinicos Més . .
(°C) dipropionato de
imidocarb
. . N . . Prostragéo .
A Babesia canis Fémea Inteira Indeterminada . 38,6 Abril Recuperada
Anorexia
) ) R ) ) Prostracdo .
B Babesia canis Fémea Inteira Indeterminada ) 39,7 Janeiro Recuperada
Anorexia
Prostracéo
. . N . . Anorexia .
C Babesia vogeli  Fémea Inteira  Labrador Retriever Vémit 40,5 Maio Recuperada
6mito

Esplenomegalia

No Hospital Veterinario escolar, onde foram recolhidas amostras provenientes de 48 animais com
sinais clinicos compativeis com Doencas transmitidas por ixodideos, foi apenas detetada infecéo
por estes agentes em 20,83% (10/48) dos caes. Destes 10 animais, 4 encontravam-se infetados

unicamente com Hepatozoon spp. e 0s sinais mais comuns foram: prostragéo, anorexia e palidez
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das mucosas, representados na tabela 12. Nas alteracdes hematoldgicas associadas a estes casos,
as mais comuns foram anemia (3/4) e leucocitose (2/4), tabela 13. A leucocitose apresentada no
caso 3 (44 x 10%/ml), era caracterizada por uma neutréfilia (31932 x 103/ml neutréfilos segmentados
e 1331 x 10%ml neutréfilos ndo segmentados), linfocitose (5322 x 10%ml) e eosinofilia (2218 x
10%/ml); enquanto no caso 4 era caracterizada apenas por neutrdfilia (15900 x 10%/ml neutréfilos
segmentados). Ocorreu ainda uma infe¢éo por Mycoplasma haemocanis, cujos sinais clinicos foram
prostracdo e anorexia e ndo apresentou qualquer alteracdo hematolégica. A infecao por Anaplasma
platys foi detetada igualmente em apenas um animal que apresentava como sinais clinicos:
prostracdo, anorexia, palidez das mucosas, hipertermia (39,8°C), eritema e edema dos membros
posteriores, como demonstrada na figura 13. Este ultimo quadro clinico seria compativel com
Anaplasmose Trombocitica Canina, uma vez que apresentou ainda como alteracdes clinicas
trombocitopenia grave (98 x 10°%ml) e leucocitose (24,25 x 10%ml). A manifestacdo clinica de
trombocitopenia grave, foi também verificada no caso de coinfecgdo com Anaplasma platys e
Hepatozoon canis para além de doenca renal cronica concomitante. Nas infe¢cdes por Hepatozoon

canis as alteracdes hematoldgicas mais encontradas foram a anemia (4/5), e leucocitose (2/5).

Tabela 12 - Presenca de sinais clinicos apresentados em animais infetados por agentes transmitidos

por ixodideos, pertencentes ao grupo 1.

Sinais Clinicos

o Palidez . . .
Agente Patogénico B ) o Hipertermia ) . AlteragOes
Prostracdo Anorexia Vomito das Hemorragias Esplenomegalia -
(> 39°C) musculoesqueléticas
mucosas
Hepatozoon canis X i
- - - + - Epistaxis n.a -
Caso 1l
Hepatozoon canis .
+ - - - + - - Tetraparesia
Caso 2
Hepatozoon canis
- + + + - - n.a -
Caso 3
Hepatozoon canis
+ + - - - - n.a -
Caso 4
Mycoplasma
) + + - - - - n.a -
haemocanis
Anaplasma platys + + - + + Eritema - -
Hepatozoon canis + Fraqueza dos
- + - + - - +
Anaplasma platys membros posteriores

(-) : ndo encontrado, ( +): presente, n.a: ndo aplicavel
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Tabela 13 - Alteracdes hematoldgicas apresentadas em animais infetados por agentes transmitidos

por ixodideos, pertencentes ao grupo 1.

Alteracdes hematoldgicas
Plaquetas Hematdcrito Leucécitos
Agente Patogénico
Trombocitopenia Anemia Leucocitose Leucopenia
<200 x 103/ ml HT <37% >17 x 103/ ml <6 x 103/ ml
Hepatozoon canis
- 33,3 - -
Caso 1
Hepatozoon canis
- 23,9 - -
Caso 2
Hepatozoon canis
- 36,7 44,35 -
Caso 3
Hepatozoon canis
- - 21,60 -
Caso 4
Mycoplasma haemocanis - - - R
Anaplasma platys 98 - 24,25 R
Hepatozoon canis + Anaplasma platys 8,64 18 - R

(- ): valores normais

Figura 13 - Animal em internamento, no Hospital Escolar Veterinario, infetado com Anaplasma platys

e apresentado a consulta com sinais compativeis com Anaplasmose trombocitica canina (Originais).

A — Animal Internado com presenca de equimoses em ambos 0s membros posteriores; B —

Destaque do membro posterior esquerdo que foi previamente tosquiado e delimitado a marcador a

regido afetada com equimoses, de forma a avaliar a evolu¢cdo das mesmas.
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3.8 Manifestac8es clinicas encontradas no segundo grupo (Canil)

Apesar de terem sido registadas todas as alteracdes clinicas encontradas nos animais provenientes

do canil, as manifestac¢des clinicas que consideramos mais objetivas e relevantes para o estudo

foram: Hipertermia, quando a temperatura rectal excedeu os 39°C e presenca de anemia, quando

o microhematdcrito realizado foi inferior a 37%. No caso das infe¢cdes Unicas, provocadas por

Hepatozoon canis 38,46% dos animais infetados manifestou hipertermia e 30,77% manifestou

anemia. Esta Ultima alteracdo hematoldgica foi igualmente verificada em 3 dos 4 casos de infecdo

por Hepatozoon canis nos animais do grupo 1, que compareceram a consulta. Curiosamente, a

alteracdo hematolégica de anemia néo foi encontrada em nenhuma das coinfecgées e a hipertermia

foi verificada apenas num animal com coinfe¢do por Hepatozoon canis e Anaplasma platys.

Tabela 14 - Manifestacdes clinicas encontradas em animais, provenientes de canis, com infecdes

Unicas ou coinfeccdes.

Manifestagdes clinicas

Agente patogenico Hipertermia Anemia
T >39°C HT< 37%
Infecdo Unica
Hepatozoon canis 5/13 4/13
Mycoplasma haemocanis 1/6 1/6
Babesia vogeli 1/3 0/3
Anaplasma platys 1/3 1/3
Ehrlichia canis 1/1 0/1
Coinfecéo
Hepatozoon canis + Mycoplasma 05 0/5
haemocanis
Hepatozoon canis + Anaplasma platys 1/4 0/4
Hepatozoon canis + Mycoplasma
haematoparvum 0/2 0/2
Anaplasma platys + Mycoplasma 1”1 o1
heamatoparvum
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4. Discussao

Este estudo teve como objetivo a detecdo de Babesia spp. e possiveis agentes de coinfecgdo em
cédes residentes na area metropolitana de Lisboa e Oeste. Para tal foi analisada uma amostra de
143 caes, que pertenciam a dois grupos distintos: 94 cées provenientes de canis, aparentemente
saudaveis e outro de 43 cdes apresentados a consulta veterinaria com sinais compativeis com
Babesiose canina. Destes, 35 animais (24,64%) encontravam-se infetados por um Unico agente e
13 animais (9,15%) apresentavam uma coinfe¢cdo. Uma vez que néo foi possivel realizar um exame
fisico rigoroso e hemograma completo aos animais do grupo 2 (Canil), o presente estudo nao foi
designado formalmente para a descrigédo de sinais e manifestagfes clinicas dos animais, nem para
a avaliacao de fatores gerais e especificos. No entanto, a interpretacdo das informacd@es recolhidas
levou-nos a considerar que poderia ser interessante referir as apresentacfes clinicas para cada
agente patogénico encontrado. A criacao de dois grupos distintos adveio em obter, por um lado uma
populacdo com sinais compativeis com Babesiose canina, e por outro, uma populagédo
aparentemente saudavel e assintomética, de forma a ter uma ideia mais aprofundada sobre a

infec&o por Babesia spp. e possiveis agentes coinfetantes na area de estudo.

E importante referir que os dados recolhidos, através do inquérito individual para os tutores dos
animais e para o Médico veterinario responsavel pelo canil, devem ser encarados apenas como
caracterizacdo da amostra obtida, mas a sua discussdo € importante para a compreensao da
mesma, a percecdo da exposicao aos vetores, e a outras formas de transmissao dos agentes em

estudo.

A amostra total de 143 cées, obtida durante o periodo de estudo, incluiu cdes com idades
compreendidas entre 0os 18 meses e 0s 16 anos de idade, sendo que todos os cées ja tinham
atingido um ano de idade (81,12%). Relativamente ao sexo verificou-se uma diferenca maior entre
a proporcdo de fémeas ovariohisterectomizadas (41%) comparativamente aos machos
orquiectomizados (21,84%). Apesar de o nimero total de machos e fémeas presentes no HEV nédo
ter sido estabelecido, é possivel que a maior predominéncia de animais do sexo masculino seja
justificada pelo facto de estes se encontrarem em maior nimero na populacdo. Em relacéo a raca,
a maioria dos cades néao tinha uma raca definida, o que pode relacionar-se com o facto de a maioria
da amostra ser constituida por animais provenientes do canil (65,43%), onde por vezes a politica
instituida é apenas a recolha de cées da rua. A atual preocupacao com o realojamento e adocdo
destes caes, especialmente nas grandes cidades, podera contribuir para serem igualmente

encontrados animais com raga indeterminada no grupo 1.

Na amostra do estudo apenas um cdo, pertencente ao grupo 1 (Hospital), apresentava uma
vacinagdo completa contra piroplasmose, especificamente com a Pirodog®. Este animal residia em

Santarem e a vacinacao é importante neste caso, tendo em conta que o animal tinha historia de
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deslocacdes para o Norte de Portugal, onde este agente patogénico € endémico. Devido as
diferencas antigénicas entre espécies e a inexisténcia de protecdo cruzada, esta vacina apenas
atua contra infecdo por Babesia canis. A vacinagdo com Novibac® Piro, uma vez que é uma vacina
bivalente contra estirpes heterélogas de B. canis e B. rossi, faz especial sentido ser administrada
em Portugal apenas para os cdes que vao viajar para o continente africano, onde foi identificada a

espécie B. rossi.

Embora tenha sido recolhida a informacao relativa aos principios ativos utilizados nos animais em
estudo, ndo foi possivel averiguar a eficAcia dos mesmos para a prevencdo dos agentes
patogénicos estudados. Isto porque, apés a realizacdo dos inquéritos, foi verificado que tanto os
tutores como o técnico ou Médico Veterinario responsavel pelo canil, variam a escolha do principio
ativo consoante a disponibilidade no mercado e a sua condi¢cdo econdmica. Assim, tendo em conta
a importancia da prevencéo de agentes transmitidos por ixodideos, foi avaliada a desparasitacao
externa do animal enquanto “regular” ou “nao regular’. Relativamente a estes regimes, foi concluido
através do inquérito realizado, que 65,31% dos animais se encontravam desparasitados
externamente de forma regular, enquanto 34,69% dos tutores responderam que nao realizavam
gualquer desparasitacao externa ou ndo a realizavam de forma regular. Esta aplicacdo irregular de
acaricidas por parte dos donos deve-se ao facto de aplicarem a medida preventiva apenas quando
observam ixodideos ou no periodo de verdo, consoante a sua disponibilidade econémica e tendo
em conta o desconhecimento da importancia e da correta aplicagdo dos mesmos. Sendo assim um
dos papeis fundamentais do Médico Veterinario informar e aconselhar corretamente os proprietarios
relativamente a importancia da prevencao, e aconselhar uma juncdo de medidas preventivas e
principios ativos/produtos comerciais mais adequados para a area em que o animal é residente ou

vai viajar de forma a evitar o desenvolvimento de resisténcias.

Os esfregacos sanguineos sdo um método de diagndéstico econémico e de rapida execucao,
realizados na presente dissertacdo, no entanto podem originar falsos positivos, em especial nas
infecBes por espécies de Babesia de grandes dimensdes e nas infecdes subclinicas e cronicas,
guando a parasitémia € baixa e intermitente (Irwin, 2009; Solano-Gallego et al., 2016). Neste estudo
4 animais foram positivos na PCR convencional e foram identificados por sequenciacdo como
espécies de Babesias de grandes dimensfes, no entanto apenas em 2 destes animais 0s
piroplasmas foram observados microscopicamente. O falso negativo através da observacao direta
do esfregaco sanguineo, poderd ser explicado pelo facto de estes animais do segundo grupo,
provenientes do canil, terem desenvolvido uma infe¢édo subclinica ou cronica ou ainda pelo facto de
o sangue ter sido colhido de uma veia periférica. Como j& foi referido, nestes casos é pertinente a
recolha de sangue em capilares sanguineos, de forma a obter um maior nimero de eritrécitos
infetados. Para o diagnéstico de infe¢do por Babesia spp. entre os resultados do PCR convencional

e da observacdo direta obteve-se uma concordancia substancial (k = 0,66). Estudos anteriores
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verificaram uma sensibilidade relativa de 38% e uma especificidade relativa de 99% para o
diagnéstico por observacdo ao MO, e com uma concordancia moderada (kappa=0,54) entre ambos

0s métodos, com a utilizacdo de diferentes protocolos moleculares (Pantchev et al., 2015).

A grande diferenga entre animais positivos na PCR convencional e a sua observagdo ao
microscapio 6tico foi verificada principalmente no agente patogénico Hepatozoon canis, mais tarde
identificada a espécie por sequenciacao. Dos 29 animais positivos na analise molecular, apenas em
15 foram observados gametdcitos através do MO em esfregacos sanguineos, demonstrando que
esta Ultima técnica é pouco sensivel para a detecdo. Isto pode ser explicado pelo facto de a
parasitémia deste agente ser intermitente e existir um baixo nimero de parasitas circulantes. No
entanto, a detecdo citoldgica de H. canis através de um esfregaco a partir do fracdo leucocitaria
podera aumentar 3,8x mais a sensibilidade deste método de diagndstico (Otranto et al., 2011). Deve
ser realizada em todos os casos, especialmente quando as restricdes financeiras dos proprietarios
impossibilitam a realizacdo de outros exames especificos de diagndstico, e é importante iniciar o
terapéutico. Adicionalmente, deve ser realcada a necessidade de integrar este método na realizacao
de andlises que monitorizem a resposta ao tratamento e a parasitémia presente. Para a detecao do
género Hepatozoon através do método molecular e a observacdo ao microscopio ético, obteve-se
uma concordancia igualmente substancial (x = 0,61). Num estudo realizado em 83 animais, apenas
em 10,8% foi obtido um resultado positivo por observagdo ao MO de esfregacos sanguineos,
enquanto 50% dos animais foram positivos para H. canis, (Otranto et al., 2011). Assim como na
presente dissertacdo, demonstra uma maior sensibilidade dos métodos moleculares para a dete¢éo

de um maior numero de individuos positivos.

A visualizacao de morulas de A. platys, no esfregaco sanguineo de 4 animais, com e sem presenca
de sinais clinicos, mostrou uma concordancia moderada com o método molecular utilizado (k =0,43).
Reforcando a importancia da inclusdo deste agente patogénico aquando da observacdo do

esfregaco para diagnostico de agentes patogénicos transmitidos por vetores.

A detecdo de hemoparasitas por esfregaco sanguineo € um método pouco dispendioso e de facil
utilizacdo em qualquer pratica clinica. Neste estudo foi possivel a observacdo da maioria dos
agentes patogénicos, reforcando a importancia da utilizacdo deste método. Contudo, depende da
experiéncia do Médico Veterinario que a realiza, e a baixa sensibilidade faz com que seja desejavel

alia-la a outros métodos, nomeadamente a PCR.

A utilizacdo de métodos soroldégicos como método Unico, pode levar a resultados falsos negativos
nos casos de doenca aguda, na medida em que demonstra apenas exposicdo ao agente,
influenciando de forma negativa o diagndstico final e a abordagem clinica. Adicionalmente, a
confirmacao da doenca cronica torna-se mais dificil de estabelecer nas zonas endémicas, devido a

existéncia de titulos persistentes de anticorpos nos animais saudaveis. O método de diagndstico
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para a Babesiose canina mais utilizado na pratica clinica, e que foi utilizado como informacao
adicional ao estudo, foi a imunofluorescéncia indireta. No entanto, o método serolégico néo é
indicado para o diagnéstico da Babesiose canina aguda, uma vez que a seroconversao para a B.
canis ocorre apenas 1-2 semanas apos a infe¢édo, e ainda porque a seroprevaléncia € elevada em
areas endémicas, permitindo apenas concluir a existéncia de um contacto prévio com o parasita
(Birkenheuer, 2012; Solano-Gallego et al., 2016). Nos testes de Imunofluorescéncia indireta, 13 dos
resultados positivos corresponderam a um resultado negativo, tanto no PCR convencional como na
observacao direta ao Microscopio 6tico, o que podera ser justificado pelos animais terem tido um
contacto com 0 agente patogénico, anticorpos persistentes ou ainda pela existéncia de reacdes
cruzadas, tendo em conta que o Sul de Portugal ndo € considerado como endémico para Babesia
canis. Um dos resultados positivos na PCR e na observagéo direta ao MO correspondeu a um
resultado negativo na IFI, pelo que o animal podera ainda néo ter desenvolvido anticorpos contra
Babesia canis e, de acordo com os sinais clinicos apresentados se encontrar numa fase aguda da

doenca.

Relativamente aos resultados da PCR convencional, como ja referido nos métodos, apenas foram
considerados casos positivos aqueles cuja sequenciacdo dos produtos de PCR foi possivel. De
forma, ndo sé a facilitar a andlise dos resultados obtidos, mas também especificar a espécie

envolvida nas infe¢des.

As alteracdes clinicas e laboratoriais que serviram como critério de inclusdo dos casos foram
anemia, trombocitopenia e febre, que sédo frequentemente reportadas e associadas com doencgas
transmitidas por ixodideos (Solano-Gallego & Baneth, 2011). Contudo, estas manifesta¢cfes estdo
também associadas com doenca imunomediada idiopatica, neoplasias e outras doencas infeciosas,
qgue apenas foram tidas em conta no grupo 1, aquando da abordagem ao caso clinico. A existéncia
de doencas concomitantes, passiveis de induzir imunossupressdo, nomeadamente neoplasias e
leishmaniose, poderd aumentar a suscetibilidade dos animais a doenca aguda ou mesmo permitir
o desenvolvimento de doencga crénica, em animais portadores (Criado-Fornelio et al., 2007; Solano-
Gallego et al., 2016). A diminui¢cdo do hematdcrito encontrada nos animais do presente estudo pode
ser traduzida por uma anemia que pode demonstrar o caracter inflamatorio das doencas, a hemdlise
causada pelo parasita de forma mecéanica ou imunomediada, cujos mecanismos foram descritos
anteriormente (Solano-Gallego et al., 2016). No entanto é de realgcar que as alteracdes de sinais
clinicos e hematoldgicas poderdo ter causas ndo detetadas, principalmente nos animais do grupo
2, onde nado foram realizados exames complementares de diagnoéstico e se encontravam
aparentemente saudaveis. Estes valores poderdo ainda encontrar-se subestimados uma vez que
situacBes como a desidratacdo provocam um aumento do hematdcrito e influenciam a interpretacéo

dos resultados.
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Embora j& tenha sido detetada B. canis, B. vogeli em c&es no norte de Portugal (Cardoso et al.,
2010), este é o primeiro estudo que deteta infecdo por B. canis em cdes no Sul de Portugal. O
estudo realizado em 2015 por René-Martellet et al identificou pela primeira vez a espécie B. vogeli
no Sul de Portugal, num cdo com quadro clinico compativel com Erliquiose monocitica canina. Este
ultimo estudo, realizado no Sul da Europa, verificou ainda que Portugal teve o maior numero de
infecdes por agentes patogénicos transmitidos por carragas. Seria assim espectavel detetar B.
vogeli no Sul de Portugal, uma vez que ja foi igualmente detetada a sua presenca em ixodideos R.

sanguineus, o qual se encontra amplamente distribuido no Sul do pais (Maia et al., 2015).

A infecdo por B. canis foi detetada apenas no grupo de animais doentes, em 2 cédes (1,40%) com
um quadro clinico descrito e compativel com Babesiose canina aguda, enquanto a espécie B. vogeli
foi detetada em 1 animal doente e 3 (2,81%) animais aparentemente saudaveis. Neste estudo, a
prevaléncia detetada da espécie B. vogeli, incluindo apenas cées aparentemente saudaveis, foi de
3,19% (IC 95%: 1,09-8,97%); sendo superior as prevaléncias verificadas em Franca de 0,9%
(Criado-Fornelio et al., 2009) e 2% em Espanha (Tabar et al., 2009).

No estudo realizado por Maia et al (2015), nenhum dos animais testados apresentou resultado
positivo através de PCR, com utilizacdo dos mesmos primers, PIRO-A e PIRO-B. A auséncia de B.
canis poderia ser expectavel tendo em conta que o seu vetor, D. reticulatus é mais abundante no
Norte do pais (Maia et al., 2015). Neste estudo foi detetada infecdo por B. canis em dois cédes que
pertenciam ao primeiro grupo, que se apresentaram a consulta com sinais compativeis com
Babesiose canina, e ambos eram residentes na area metropolitana de Lisboa. No entanto, ambos
os caes tém histdria de viagem anterior para o Norte de Portugal, onde este agente é endémico,
pelo que néo é possivel concluir em que regido tera ocorrido a infecdo dos mesmos e nem se esta
espécie se encontra efetivamente no Sul do pais. A presenca de B. canis no Sul de Portugal pode
sugerir uma dispersdo da mesma, justificada pela expansdo do habitat do vetor D. reticulatus ou
ainda pela adaptacdo de Babesia a transmisséo da espécie Ixodes ricinus (Berzina et al., 2013).
Uma vez que ndo existem sinais patognomoénicos para doencgas transmitidas por ixodideos, para
além da interpretacdo do exame fisico completo, € necesséaria a recolha detalhada da historia
pregressa, nomeadamente se o animal viajou no interior ou para fora do pais, de forma a delinear
a abordagem ao diagndstico. Podera ainda ser implementada uma agenda de viagem do animal,
de forma a que exista um registo que facilita a agdo do Médico Veterinario na prevencdo destas

doencgas.

Na Europa a Babesiose Clinica é causada principalmente por B. canis e B. vogeli, enquanto os
casos clinicos causados por babesias de pequenas dimensdes sdo raramente reportados. No
entanto, a B. microti-like tem causado quadros clinicos graves em cées e foi demonstrada como

sendo endémica na Galiza, no norte de Espanha (Mir6 et al., 2015). Ixodes hexagonus tem sido o
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principal candidato enquanto vetor deste piroplasma, e encontra-se distribuido de norte a sul de
Portugal (INSA, 2015). No entanto, ndo foram detetadas espécies pertencentes ao grupo de

Babesias de pequenas dimensdes no presente estudo.

A morfologia eritrocitaria encontrava-se normal na maior parte das amostras sanguineas, tendo
como principais alteragBes observadas: anisocitose e policromasia, 0 que revela que em alguns
casos pode existir uma certa regeneracdo com producdo de eritrocitos imaturos (Irwin, 2016). A
médula 6ssea necessita de 3-4 dias para libertar eritrécitos suficientes para a circulacdo sanguinea,
de forma a compensar a anemia presente. Neste periodo seria espectavel encontrar anemias néo
regenerativas normociticas e normocromicas, revelando uma fase aguda da doenca. Nos dois casos
de Babesiose canina, pertencentes ao grupo 1, verificou-se a presenca de anemia regenerativa,
gue esta de acordo com o periodo superior a 4 dias entre 0 aparecimento dos sintomas e a consulta
no HEV.

A infegdo por B. canis sera eventualmente mais encontrada na pratica clinica, tendo em conta a
gravidade do quadro clinico comparativamente a B. vogeli. No presente estudo foram detetadas 3
infecbes causadas por B. vogeli em caes provenientes do mesmo canil, e apenas um deles
apresentava hipertermia como sinal clinico compativel com a doenca. Devido a um insuficiente
namero de casos clinicos, ndo foi possivel criar uma correlacdo clara das manifestacdes clinicas
provocadas pelas diferentes espécies. Ainda assim, o maior numero de infegdes por B. vogeli em
caes provenientes de canis e aparentemente saudaveis, suporta o facto de esta ser considerada a
espécie menos patogénica que infeta o céo, estando frequentemente associada a infecao subclinica
(Irwin, 2009; Birkenheuer, 2012). Seria ainda espectavel encontrar esta espécie em maior nimero
nesta area, uma vez que a distribuicdo de R. sanguineus em Portugal € superior a de D. reticulatus
(INSA, 2015). Apoés o exame fisico e posterior realizagdo de microhematocrito aos céaes
pertencentes ao grupo 2, verificou-se que apenas um dos cées infetados com B. vogeli apresentava

anemia e todos estes apresentavam uma temperatura retal normotérmica.

Os principais motivos de consulta dos animais infetados, descrito pelos tutores, foram
principalmente anorexia, prostracao e letargia aguda, com duracado de 2 a 4 dias. As manifestacfes
clinicas apresentadas em ambos os casos foram compativeis com Babesiose canina aguda (Boozer
& Macintire, 2003; Birkenheuer, 2012) e refletiram trombocitopenia moderada a grave (2/3), resposta
inflamatoéria acompanhada com hipertermia (3/6), anemia hemolitica (2/6) e linfopenia (3/3). Estas
observacdes sdo compativeis com o estudo realizado por Kirtz et al 2013, que definiram guidelines
para auxiliar o diagnéstico com a interpretacdo dos resultados hematolégicos, onde as alteracdes
mais consistentes em 113 cées infetados por B. canis foram trombocitopenia, alteracéo encontrada
em todos os animais infetados, linfopenia existente em 54,9% dos caes e um valor de hematdécrito

inferior aos valores de referéncia em 61,1% (Kirtz, Leschnik, Hooijberg, Tichy, & Leidinger, 2012).
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De acordo com os diferentes estudos, a frequéncia de anemia varia entre os 53% (Davitkov et al.,
2015) e os 60% (Kirtz et al., 2012). A trombocitopenia tem vindo a ser a alteragcdo hematologica
mais consistente para ambas as espécies B. canis e B. vogeli, no entanto 0 mecanismo que provoca
a trombocitopenia ainda nao é claro, mas foi verificada a sua origem como periférica, possivelmente
devido a uma destruicdo imunomediada de plaguetas e um aumento do seu consumo (Salem &
Farag, 2014; Solano-Gallego et al.,, 2016). No leucograma, foram apresentados valores
aproximados ao limite inferior de referéncia de contagem de leucdcitos e linfopenia nos 3 casos de
Babesiose canina, que ocorre principalmente na fase aguda, assim como em outras infecbes
detetadas, possivelmente devido a um aumento de consumo, sepsis ou sequestro esplénico
podendo ter uma duracédo de 4 a 28 dias (Birkenheuer, 2012; Kirtz et al., 2012). Em todos os casos
de Babesiose canina houve uma recuperacao clinica favoravel logo apos a primeira administragéo
de dipropionato de imidocarb, na dose recomendada. Apesar de ser importante a pesquisa de
coinfecbes com outros agentes transmitidos por ixodideos (H. canis, E. canis, A. platys, Mycoplasma
spp.), uma vez que podem também interferir na gravidade, na variedade dos sinais clinicos
encontrados e na resposta do animal ao tratamento, apenas foram detetadas infe¢cdes Unicas. A
hipertermia foi encontrada em 50% (3/6) dos animais infetados por Babesia spp.. Depende da
espécie, estado imunitario do animal e da fase da doenca, uma vez que a hipertermia é atribuida a
libertacdo de agentes pirogénicos enddgenos a partir da lise eritrocitaria, destruicdo do parasita e

ainda a ativagcdo de mediadores inflamatdrios (Salem et al., 2014).

O hemograma completo € 0 exame complementar mais requisitado de forma constante pelos
médicos veterinarios, uma vez que 0s sinais clinicos sdo inespecificos. Os restantes exames
complementares associados a cada agente patogénico sdo mais dificeis de avaliar na populagéo

estudada, visto que nédo foram realizados uniformemente em todos 0s animais.

Os cées infetados por B. canis e que se apresentaram a consulta no HEV com sinais compativeis
com Babesiose canina, incidem em dois periodos especificos, no inverno (janeiro) e primavera
(abril), que coincidem com os de outros estudos (Cardoso et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2016),
uma vez que reinem as condi¢8es climéticas favoraveis a atividade do ixodideo D. reticulatus, vetor
desta espécie. Este periodo coincide com a época alta de caga, e consequentemente 0s animais
com aptidao para a caca tém uma maior exposicdo ao habitat natural de D. reticulatus e R.
sanguineus. No entanto, neste estudo os animais infetados néao tinham aptidéo para a caga. Ambos
0s cdes nado se encontravam desparasitados externamente e teriam sido observados ixodideos por
parte dos tutores na Area Metropolitana de Lisboa. O aumento de deslocacdes dos cies para zonas
endémicas poderd potenciar a transmissdo deste agente em areas ndo endémicas, pelo que a
desparasitacdo externa é fundamental para prevenir a distribuicdo destes agentes patogénicos
(Dantas-Torres & Otranto, 2016). A sazonalidade da ocorréncia de B. canis foi igualmente verificada

no estudo de Kirtz et al (2012), onde concluiram que se observa em dois periodos criticos: na
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Primavera quando as temperaturas sédo superiores a 8°C e no Outono quando as temperaturas sdo
inferiores a 18°C. O conhecimento da ocorréncia de Babesiose canina ser dependente do clima,
devido a atividade do seu vetor, pode ser um factor determinante para o médico veterinario decidir
realizar mais exames de diagnostico para a detecdo do agente patogénico, ou mesmo o refor¢o de

medidas preventivas por parte dos tutores (Cardoso et al., 2010; Kirtz et al., 2012).

Ambas as técnicas moleculares utilizadas demostraram ter a especificidade esperada para a
detecdo do género Babesia, mas podem também amplificar Hepatozoon simultaneamente sabendo-
se que a coinfecdo por ambos o0s agentes podera dificultar a andlise dos resultados de
sequenciacao (Criado-Fornelio, et al., 2003c; Oyamada et al., 2005). No entanto, em nenhum dos
resultados positivos da PCR convencional pelos métodos 1 e 2, houve amplificacdo do gene
pertencente a Hepatozoon spp.. O método 1 detetou a presenca de Babesia spp. em 100% (5/5)

das amostras positivas no método 2, este ultimo predefinido no Laboratério Nacional da Croécia.

Estudos realizados no sul de Portugal mostraram que H. canis tem sido um dos agentes patogénicos
com maior prevaléncia, o que esta de acordo com os resultados obtidos (Maia et al., 2015). A
prevaléncia de H. canis em caes domésticos neste estudo foi de 13,93% (IC 95%: 8,26-2,24%) para
infecdes Unicas, superior a prevaléncia ocorrida no sul de Portugal com 3,1% (Maia et al., 2015),
0,9% em Franca (Criado-Fornelio et al., 2009) e por fim, a prevaléncia encontrada em Espanha de
3,3% (Tabar et al.,, 2009). Este protozoario esteve fortemente associado a coinfecdo com M.
haemocanis, tendo uma prevaléncia de 5,32% (IC 95%: 2,29-11,85%). Foram detetadas ainda
coinfecBes deste agente com A. platys com uma prevaléncia de 4,25% (IC 95%: 1,67-10,44%), e
M. haematoparvum com 2,13% (IC 95%: 0,50-7,43%). Foi detetada igualmente uma elevada
prevaléncia de H.n canis em raposas vermelhas (Vulpes vulpes) de 75.6%, presumindo que estas

sdo um possivel reservatorio para a infecdo nos caes domésticos (Cardoso et al., 2014).

Curiosamente, nas coinfe¢cdes em geral, ndo foram identificadas altera¢des clinicas avaliadas, como
seria esperado uma vez que estas podem potenciar a patogénese da doenca. Apenas as infecfes
por um unico agente patogénico, nomeadamente por H. canis apresentaram manifestagdes clinicas,
0 que sugere que apesar de a maioria das infecBes ser subclinica e os animais estarem
aparentemente saudaveis, esta infecdo ndo deve ser negligenciada pois podera evoluir para

doenca.

No grupo 1, constituido por cdes que se apresentaram a consulta veterindria, o agente
maioritariamente detetado (5/48) foi Hepatozoon canis, podendo ser a causa de doenca em alguns
dos casos clinicos com sinais compativeis com Hepatozoonose canina ou existir uma infegéo
enquanto agente patogénico oportunista. Nas monoinfecbes por H. canis, as alteracdes
hematoldgicas encontradas estdo de acordo com estudos realizados (Baneth, 2011; Chhanabra,

Uppal, Singla, 2013). Nos animais do grupo 2, aparentemente saudaveis, as principais alteracdes
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observadas no hemograma completo foram: anemia (3/4), correspondendo a alteracdo mais
consistente em estudos anteriores; linfocitose (2/4) e neutréfila (2/4). Apesar de a eosinofilia ser
habitualmente a alteracdo mais consistente do leucograma (Baneth, 2011), foi encontrada apenas
em um dos casos clinicos. Neste grupo, existiu apenas uma coinfecdo causada por H. canis e A.
platys, que apresentou como altera¢cdes hematoldgicas trombocitopenia e anemia, acompanhadas
com esplenomegalia. O plasma hemolisado foi encontrado apenas em duas amostras do grupo 1 e
grupo 2, onde foram detetadas coinfecdo por H. canis e A. platys. Neste caso, ao existir uma infecéo
aguda e um quadro clinico mais grave comparativamente aos animais monoinfetados é suspeita a

existéncia de uma potencializacdo das manifesta¢ées clinicas pela presenca de uma coinfegéo.

O estudo realizado por Novacco et al. (2010), teve como objetivo avaliar a prevaléncia e distribuicdo
geogréfica de infecdes por micoplasmas hematropicos em cédes nos paises mediterraneos como
Itdlia, Espanha e Portugal, bem como fatores de risco associados. A prevaléncia foi superior em
Portugal, cerca de 40%, e todas as espécies de Mycoplasma spp. encontradas no pais pertenciam
a espécie M. haemocanis (Novacco et al.,, 2010). Esta prevaléncia é igualmente superior a
encontrada na presente dissertacdo para infe¢des Unicas por M. haemocanis de 6,4% (IC 95%:
2,96-13,23). O estudo realizado na presente dissertacdo é o primeiro que descreve a presenca de
M. haematoparvum em Portugal, com prevaléncias de 1,06% (IC 95%: 0,19-5,78) e 2,1% (IC 95%:
0,5-7,43%) em coinfecdo com A. platys e H. canis, respetivamente. Existe uma prevaléncia elevada
de Mycoplasma em cédes mantidos em canil, devido a maior exposicdo dos mesmos a parasitas
externos e maior risco de transmissao direta. Os sinais clinicos poderao ocorrer associados a outros
estados de imunodepressado como neoplasias linféides ou farmacos imunodepressores (Messic et
al., 2012).

Para a pesquisa de Anaplasma e Ehrilichia foram utilizados primers n&o especificos, o que resulta
em amplificacdes nao especificas e a sua espécie so foi confirmada por sequenciacdo. Os produtos
de PCR cujo resultado foi positivo, mas onde néo foi possivel a sequenciagéo, foram considerados
nao conclusivos. A existéncia de falsos negativos nas amostras pode ocorrer quando a bacteremia

€ intermitente como na infecdo por A. platys ou € inferior aos niveis de dete¢éo (Sainz et al., 2015).

A prevaléncia de infecGes Unicas por Anaplasma spp./Ehrlichia spp. neste estudo foi de 4,25% (IC
95%: 1,67-10,44%), superior as prevaléncias citadas de 0,8% no Sul de Portugal (Maia et al., 2015);
1,9% em Espanha (Tabar et al. 2009) e 3,7-6,0% em Italia (Trotta et al., 2009). Enquanto o primeiro
estudo foi realizado com uma amostra de animais aparentemente saudaveis, 0s estudos em

Espanha e Italia foram realizados com uma amostra de cédes clinicamente suspeitos de DCTV.

A presenca de A. platys nesta amostra veio corroborar os resultados previamente obtidos em cées
(Maia et al., 2015; René-Martellet et al., 2015), reforcando uma maior suscetibilidade dos caes nesta

regido, tendo sido obtida uma prevaléncia de infe¢des Unicas de 3,19% (IC 95%: 1,09-8,97%) e uma
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prevaléncia de coinfe¢des de 5,30% (IC 95%: 2,29-11,85%). Ainda que a infecdo por A. platys seja
normalmente assintomatica, podera provocar um quadro clinico grave e a presenca de infecdes
concomitantes e/ou processos imunomediados poderao ter sido responsaveis pela presenca de
sinais clinicos nos animais. As duas infe¢des por A. platys detetadas no grupo 1, caes apresentados
a consulta no HEV, evidenciaram sinais clinicos compativeis com Anaplasmose Trombocitica
Canina, o que revela a importancia da sua inclusdo nos diagnoésticos diferenciais perante
trombocitopenia persistente. A variabilidade dos sinais clinicos desta infe¢&do ainda n&o se encontra

associada a variacfes de estirpes, no entanto sdo necessarios mais estudos neste sentido.

A prevaléncia de infegéo por E. canis neste estudo foi de 1,06 % (1/94), o que vai ao encontro da
prevaléncia de infecdo verificada em outros estudos onde se utilizaram métodos moleculares para
detecdo do agente patogénico no Sul de Portugal (Maia et al., 2015). No Norte de Portugal foi
verificada uma prevaléncia de 4% E. canis, em caes clinicamente suspeitos de Babesiose canina
(Cardoso et al., 2010). Num estudo realizado recentemente no sul da Europa, por Martellet et al.
(2015), verificou-se que existe um maior numero de infe¢cdes no Sul de Portugal. Para além disso,
foi apurada uma incidéncia para E. canis de maior risco, comparativamente aos restantes paises
(0,14%), tendo 3 areas de risco em Beja, Castelo Branco e Almancil (René-Martellet et al., 2015).
Outros estudos revelaram uma maior seropositividade no Sul de Portugal, no entanto o vetor R.
sanguineus responsavel pela transmissdo de E. canis encontra-se distribuido igualmente por todas
as regides do Pais (Cardoso, Mend&o, & Madeira de Carvalho, 2012). A prevaléncia de infegdo por
E. canis foi ainda assim inferior comparativamente com estudos que utilizaram métodos soroldgicos
em cées aparentemente saudaveis no distrito de Lisboa, com cerca de 6,3% (Cardoso et al., 2012).
Isto porque no presente estudo foram utilizadas técnicas de PCR, onde foi amplificado DNA do
agente patogénico, enquanto pelas técnicas seroldgicas foram detetados anticorpos produzidos
pela presenca de infecdo ou ainda por um contato anterior com a bactéria. Este motivo podera
explicar também a presenca de 5 animais pertencentes ao grupo 1, seropositivos para Ehrlichia

spp., cujos resultados para a pesquisa de agentes da familia Anaplasmataceae foram negativos.

A utilizacdo de primers para a detecdo de Anaplasmataceae, permitiu também descartar possiveis
coinfec¢Bes com filarias. Um caso clinico do grupo de caes provenientes do HEV foi diagnosticado
mais tarde com D. immitis, 0 que esta de acordo com o diagnéstico indireto realizado através da
pesquisa de Wolbachia pipientis. Num estudo realizado por Landum et al. (2014), o DNA de
Wolbachia foi detetado por métodos moleculares em apenas 52,5% dos cées infetados por D.
immitis. A pesquisa de Wolbachia spp. ndo € um método recomendado para a confirmacao da
presenca de filarias, mas mais estudos sao necessarios para conhecer a associacdo da mesma
com D. immitis para o controlo e maneio da Dirofilariose canina. Esta bactéria ja foi também
encontrada em espécies de nematodes como Onchocerca volvulus e Wuchereria bancrofti (Landum
etal., 2014).
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Os artrépodes anteriormente descritos enquanto vetores, tais como D. reticulatus para B. canis, R.
sanguineus para B. vogeli, E. canis e H. canis, estdo presentes no Sul de Portugal, sendo espectavel

a detecdo destes agentes patogénicos no estudo.

Na amostra pertencente ao grupo 2, constituido por 94 caes residentes em canis municipais e
associacdes de protecdo animal existentes no distrito de Lisboa, obteve-se uma prevaléncia de
infecdo neste grupo de 39,36% (IC 95%: 30,09-49,47%). A prevaléncia de infe¢cdes encontrada em
Torres Vedras (48,48%) foi significativamente superior a prevaléncia encontrada em Lisboa
(19,23%), como demonstrado de forma estatistica. Apesar de ambas pertencerem ao mesmo
distrito, este resultado seria expectavel, umavez que a zona do Oeste, nomeadamente a localizacdo
do canil de Torres Vedras, € uma zona rural onde é praticada a caca e onde se recolhem animais
encontrados na rua provenientes desta pratica. Enquanto a Casa dos Animais de Lisboa é
localizada perto da grande cidade e apesar de ser um canil de maiores dimensfes, existe uma

menor concentracdo de animais por divisbes ou area.

A elevada prevaléncia obtida neste estudo podera estar relacionada com o fato da amostragem ter
sido limitada, incluindo apenas animais cujo responsavel pelo canil tenha observado presenca de
ixodideos nas infraestruturas ou mesmo infestacdo aquando da entrada do animal. Assim a
prevaléncia obtida neste estudo foi superior, comparativamente com outros trabalhos realizados no
Sul de Portugal em que se utilizaram métodos moleculares para a pesquisa de agentes transmitidos
por artrépodes numa amostragem aleatéria (Maia et al., 2015). No presente trabalho a prevaléncia
de coinfe¢Bes foide 12,77% (IC 95%: 7,46-21%), 0 que seria espectavel, umavez que as coinfecdes
sdo frequentemente reportadas em zonas endémicas. Estudos realizados em paises do sul da
Europa verificaram que Portugal € um pais altamente endémico, onde foi detetado um maior nimero
de infe¢des por agentes transmitidos por ixodideos (René-Martellet et al., 2015). No entanto, um
estudo realizado por Maia et al. (2015) com uma maior amostragem constituida por 1010 animais
residentes do Sul de Portugal, incluindo o distrito de Lisboa, detetou por técnicas moleculares,
apenas uma coinfecdo por H. canis e A. platys. A selecdo de amostragem, como anteriormente
referido podera explicar igualmente esta diferenga, no entanto o ano da recolha podera ter
influenciado igualmente os resultados obtidos. O facto de a recolha das amostras ter sido realizada
de 2011 a 2014 podera ser expectavel um aumento de infe¢cdes Unicas e coinfetantes atualmente
(Maia et al., 2015). Devido a alteragBes climéaticas globais, urbanizacdo de areas naturais e
alargamento de espectro de atividades recreativas praticadas por humanos e animais de
companhia, bem como o aumento de abundancia de hospedeiros reservatorios silvaticos, existe um
aumento da exposicdo dos cdes domésticos a ixodideos, e consequentemente uma maior
predisposicdo para infecdo de agentes transmitidos pelos mesmos (Alvarado-Rybak et al., 2016;

Millan et al., 2016). O transporte de animais residentes em zonas ndo endémicas para zonas
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endémicas, ou vice-versa, podera influenciar igualmente a expansdo de agentes patogénicos,

aumentando consequentemente as coinfecbes existentes na populacao.

Os estudos epidemiolégicos em Portugal acerca da ocorréncia das espécies de agentes
transmitidos por ixodideos em canideos com ou sem sinais clinicos, sao imprescindiveis para
orientar as decisbes de diagnostico clinico, tendo em conta que o falso diagndéstico de outras
doencas podera resultar num mau progndstico por falta de especificidade terapéutica. Isto podera
ocorrer no caso do diagnéstico de infecdo por Babesia spp., uma vez que a abordagem clinica e
terapéutica difere nas espécies de Babesia de grandes e pequenas dimensdes. A detecédo de B.
microti-like no norte de Portugal leva a crer ser possivel a disperséo deste agente no Sul de Portugal,
pelo que é necessario ter em consideracdo a presenca deste agente na pratica clinica
principalmente quando o animal tem historia de viagem para areas endémicas. Na presente
dissertac&o houve ainda a oportunidade de realizar PCR convencional combinado com RFLP, e os
resultados obtidos foram posteriormente confirmados por sequenciacdo. Esta técnica permite a
detecao e diferenciacdo de cada uma das espécies de Babesia que infetam os canideos, com
potencial para ser utilizada na pratica clinica (Carret et al., 1999). Quando aplicada rotineiramente
no laboratério, esta técnica assim como a técnica alternativa semi-nested PCR, poderédo ser menos
dispendiosas para a confirmagéo das espécies, comparativamente a sequenciagdo dos produtos

de PCR convencional.

A informacdo relativa as manifestacfes clinicas demonstradas por Babesia spp. e outros agentes
transmitidos por ixodideos ainda € escassa, e por isso foi considerado relevante apresentar também
as informacdes clinicas existentes dos mesmos. Contudo, mais estudos com andlise de um maior
namero de amostras de diferentes tecidos e ndo apenas sangue periférico, com acompanhamento
clinico e realizacdo de hemograma e bioquimicas em todos os casos seguidos, podem reduzir as
dificuldades de diagndstico e transmitir uma ideia mais concreta das manifestacBes clinicas

provocadas por cada agente patogénico e a influéncia de coinfe¢des no quadro clinico.
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CAPITULO V — CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estagio curricular, realizado no HEV, assim como 0s restantes estagios na area de pequenos
animais, permitiram ndo s6 uma aprendizagem e aplicacdo pratica de conhecimentos, como
também a encarar realidades e métodos de trabalho diversificados. O estégio realizado no INIAV
foi imprescindivel, quer a nivel de aprendizagem quer na experiéncia da aplicacdo de métodos
moleculares de diagndstico na presente dissertacdo, e em colaborag¢do com o Instituto Veterinario
da Croéacia foram dadas oportunidades para a realizacdo de outros métodos moleculares de detecéo

de outros agentes coinfetantes.

Relativamente a caracterizacdo molecular, este estudo permitiu a primeira identificacdo de
Mycoplasma haematoparvum em Portugal e de Babesia canis no Sul do pais. O facto de incluir um
grupo de animais doentes e um grupo de animais aparentemente saudaveis, contribuiu para uma
percecdo real dos agentes patogénicos presentes e possiveis coinfe¢ées no Sul de Portugal. No
grupo de animais doentes, apresentados em consulta, foram detetadas infe¢cdes causadas por H.
canis e A. platys, as quais ndo sédo geralmente incluidas nos diagndsticos diferenciais na pratica
clinica. Estes resultados alertam para a necessidade de estudos, em anos consecutivos, no sentido

de melhor auxiliar os médicos veterinarios na sua abordagem clinica de casos de DCTV.

Através da experiéncia adquirida durante o estagio curricular foi verificado que a utilizacdo de
métodos seroldgicos continua a ser predominante, relativamente a observacao direta ao MO e aos
métodos moleculares. A presente dissertacdo reforca a necessidade de utilizacdo de métodos
alternativos de diagndstico para a detecdo do agente patogénico, principalmente em &reas
endémicas, de forma a confirmar infe¢do verdadeira e diminuir a utilizag@o de farmacos utilizados

no tratamento dos mesmos.

Durante a realizacao da presente dissertacao, varias limitag6es impediram a concretizagdo de um
estudo clinico mais completo, entre elas: o periodo de estagio apenas possibilitou a recolha de um
namero limitado de casos; restricdes financeiras levaram a impossibilidade de realizagdo de
hemograma e analises bioquimicas para todos os animais em estudo; por questdes logisticas a
populacéo do grupo 2 foi geograficamente circunscrita e raramente foi possivel realizar um exame

fisico completo a cada animal.

Os resultados incluidos na presente Dissertacdo permitiram elaborar um artigo cientifico para
submissdo numa revista cientifica internacional, em colaboragdo com o Departamento de
Parasitologia do Instituto Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria de Portugal e o Instituto

Veterinario da Croécia.
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Em concluséo, a elevada prevaléncia de infe¢cdes Unicas e coinfe¢cdes observadas neste estudo,
comparativamente a estudos realizados em anos anteriores no Sul de Portugal, pode ser justificada
pela maior exposicdo dos animais a ixodideos e/ou uma eminente dispersdo destes agentes
patogénicos, o que refor¢a, cada vez mais, a importancia de atuar de acordo com o conceito One
Health. Neste contexto, a agdo concertada dos tutores, médicos veterinérios e laboratérios de
diagnostico, é essencial para prevenir a transmissao de agentes patogénicos com potencial

zoonatico.
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ANEXOS

Anexo |. Critérios de inclusdo de amostras para o grupo 1, constituido por caes apresentados

a consulta no Hospital Escolar Veterinario.

Tabela i - Sinais clinicos e bioldgicos utilizados na inclusao de casos clinicos para o grupo 1.

Sinais Clinicos Alteracdes de Hemograma
Febre Trombocitopenia moderada a grave
Prostracéo Anemia
Anorexia

Mucosas palidas

Ictericia
Linfoadenomegalia

Hematuria

Esplenomegalia
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Anexo Il. Inquérito preenchido pelos tutores responsaveis pelo cdo incluido no presente

estudo, e em concordancia com os dados fornecidos pelo Médico Veterinario.

Eu abaixo assinado, declaro que autorizo a recolha dos dados clinicos e a colheita de 1mL de
sangue do/a cé&o/cadela (nome), com meses/anos (idade),

(raga), no &mbito do estudo sobre "Babesiose canina” destinado as provas de

Mestrado Integrado de Medicina Veterinaria, da aluna Ana Mafalda Dordio.

(Assinatura)

de de

(Data)

Dados importantes sobre o animal:

1. Histdria pregressa:

2. Sexo: D Macho Inteiro D Fémea Inteira
D Macho castrado D Fémea esterilizada

3. Desde quando esta com os donos?

4. Qual a aptidao?

D Caca D Companhia D Guarda D Outra:

5. Qual a proveniéncia:

| ] ioja [ ] criador D Canil D Oferecido por particular D Rua/Animal errante

6. Onde reside habitualmente? (Concelho e distrito de residéncia)

7. Qual o local onde habita?

D Dentro de casa D No exterior D Misto

8. Viajou para fora de Portugal? D Sim D Né&o

8.1. Se sim, para onde? (Pais)
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9. Viaja ou viajou dentro de Portugal? D Sim D N&o

9.1. Se sim, para onde ? (Concelho(s))

10. Alguma vez observou carracas no animal? D Sim D Nao

11. Alguma vez teve histdria de febre da carraca? D Sim D N&o
Se sim:

11.1 Quando?

11.2 Foi submetido a algum tratamento etiol6gico? D Sim D Né&o

a) Se sim, qual foi o tratamento aplicado?

b) Se sim, o animal recuperou clinicamente? D Sim D N&o
¢) Se ndo, o animal recuperou clinicamente de forma espontanea?
D Sim D Nao
12. Encontra-se desparasitado externamente? D Sim D N&o
Se sim:

12.1 Qual o nome comercial/principio ativo?

12.2 Qual a forma de aplicacao?

12.3 Qual a regularidade de aplicacéo do desparasitante (Intervalo em meses)?
13. Encontra-se vacinado contra a Babesiose? D Sim D Néo

Se sim:

13.1 Qual a vacina administrada? D Pirodog® D Novibac® Piro

13.2 Quando realizou a primovacinacao?

13.3 A primovacinacéo foi completa? D Sim D N&o
13.4 Tem feito os reforcos desta vacina? D Sim D N&o
14 Alguma vez foi submetido a uma transfusdo sanguinea? D Sim D N&o

14.1 Se sim: Quando ?
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15.Tem doengas concomitantes? D Sim D N&o

Se sim:

15.1 Quais?

15.2 Quando surgiram?

15.3 Fez tratamento etioldgico?

16. Atualmente faz alguma medicagao? D Sim D N&o

16.1 Se sim: Qual a medicacéo:

17. Foi mordido por algum cao nas Ultimas 4-8 semanas? D Sim D N&ao

Anexo lll. Inquérito preenchido pelo Médico Veterinario ou técnico responsavel do Canil
Municipal ou Associacado de Protecdo Animal.

Eu, , declaro que autorizo a recolha dos dados

clinicos e a colheita de 1mL de sangue de cada animal abaixo indicados, que pertencem ao
Canil , ho ambito do estudo sobre "Babesiose canina”
destinado as provas de Mestrado Integrado de Medicina Veterinaria, da aluna Ana Mafalda Dordio.

Nome ;Idade (meses/anos); Raca

1.Historia pregressa:

2. Sexo: D Macho Inteiro D Fémea Inteira
D Macho castrado D Fémea esterilizada

3. Desde quando estéa no canil?

4. Alguma vez teve historia de febre da carraca? D Sim D N&o
Se sim:

4.1 Quando?
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4.2 Foi submetido a algum tratamento etiol6gico? DSim D N&o

a) Se sim, qual foi o tratamento aplicado?

b) Se sim, o animal recuperou clinicamente? D Sim D N&o

c) Se nao, o animal recuperou clinicamente de forma espontanea?
D Sim D Nao
5. Encontra-se desparasitado externamente? D Sim D N&o
Se sim:

5.1 Qual o nome comercial/principio ativo?

5.2 Qual a forma de aplicagédo?

5.3 Qual a regularidade de aplicac@o do desparasitante (Intervalo em meses)?
6. Encontra-se vacinado contra a Babesiose? D Sim D N&o

Se sim:

6.1 Qual a vacina administrada? D Pirodog® D Novibac® Piro

6.2 Quando realizou a primovacinacao?

6.3 A primovacinacéo foi completa? D Sim D N&o
6.4 Tem feito os reforcos desta vacina? D Sim D N&o
7. Alguma vez foi submetido a uma transfuséo sanguinea? D Sim D N&o

7.1 Se sim: Quando?

8.Tem doencgas concomitantes? G Sim D N&o
Se sim:

8.1 Quais?

8.2 Quando surgiram?

8.3 Fez tratamento etioldgico?

9. Atualmente faz alguma medicagéo? D Sim D N&o

9.1 Se sim: Qual a medicacéo:
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Anexo IV. Protocolo de extracdo de DNA a partir de sangue total (DNeasy Blood & Tissue
Kit®).

Para a extracao de DNA, foi realizado previamente um pellet sanguineo, que permitiu obter uma
maior concentracdo de material genético na amostra e facilitar a lise celular. A extracéo de acidos
nucleicos foi realizada com o kit DNeasy Blood & Tissue® (Qiagen, GmbH, Hilden, Alemanha), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Pipetar 800 ml de sangue com EDTA para um tubo de microcentrifuga, de 2 ml.
Adicionar 1ml de dgua bidestilada; agitar no vortex.

Centrifugar a 2500 x g durante 5 min.

e

Descartar o sobrenadante, deixando no fundo do tubo um pellet branco e liquido residual.

Adicionar ao mesmo 1,5ml de agua bidestilada; fazer um vortex durante 10 segundos para

ressuspender as células no liquido residual.

5. Repetir os passos 3 e 4 por duas vezes consecutivas, de forma a que o sobrenadante fique
limpido.

6. Adicionar 300 pL de 4gua bidestilada ao pellet.

7. Adicionar 20 uL de Proteinase K a 200 pL do pellet sanguineo.

8. Adicionar 200 pL de Tamp&o AL, vortexar e incubar a 56°C por 10 min.

9. Adicionar 200 pL de Etanol a 100% e vortexar.

10. Pipetar a amostra para uma coluna DNeasy, centrifugar 1 minuto a 8000 rpm.

11. Descartar o sobrenadante e adicionar 500 pL de tamp&o AW1, centrifugar 1 minuto a 8000
rpm.

12. Descartar 0 sobrenadante e adicionar 500 pL de tampao AW?2, centrifugar 1 minuto a 8000
rpm.

13. Descartar o0 sobrenadante e centrifugar 3 minutos a 13.000 rpm.

14. Transferir a coluna para um novo eppendorf de 1,5 mL e adicionar 200 puL de Tampéo AE
(Pode-se usar menos tampéo para aumentar a concentracdo do DNA). Centrifugar 1 minuto
a 8000 rpm.

15. Quantificar cada amostra por espectrofotometria utilizando o Nanodrop 2000c (Thermo

Scientific®).

16. Conservar as extracdes de DNA a -20°C para futuras utilizagdes.
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Anexo V. Programa do termociclador para a rec¢gdo da PCR convencional, para pesquisa de

Babesia spp. pelo Método 1, Método 2 e pesquisa de outros agentes patogénicos

transmitidos por ixodideos.

Tabela ii - Programa de amplificacdo dos géneros Babesia e Theileria por PCR convencional.

Método 1 realizado com utilizacdo do termociclador MJ Mini Gradient Thermal Cycler (BIO-RAD®) e

Método 2 realizado com utilizacdo do termociclador Alpha Cycler 2 (PCRmax®).

Ciclos da PCR Passo
Passo inicial de _
. o final de
desnaturacdao Desnaturacéo Hibridacao Extenséo .
extensao
) 94°C/30 seg 60°C/30 seg 72°C/45 seg _
Método 1 94°C/5 min 72°C/5 min
30 ciclos
) 94°C/30 seg 53°C/30 seg 72°C/30 seg _
Método 2 94°C/2 min 72°C/7 min
40 ciclos

Tabela iii - Programa de amplificacdo de outros agentes etioldgicos, anteriormente referidos por

PCR convencional, realizado no termociclador Alpha Cycler 2 (PCRmax®).

o Ciclos da PCR Passo final
_ . Passo inicial de
Agente etioldgico . de
desnaturagéao Desnaturagéo Hibridagao Extenséo N
extensao
_ 94°C/40 seg 59°C/40 seg 72°C/60 seg _
Hepatozoon spp. 94°C/2 min 72°C/7 min
40 ciclos
_ 94°C/30 seg 53°C/30 seg 72°C/30 seg _
Anaplasmataceae 94°C/2 min 72°C/7 min
40 ciclos
_ 94°C/30 seg 68°C/30 seg 72°C/30 seg _
Mycoplasma spp. 94°C/2 min 72°C/7 min
40 ciclos
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Anexo VI. Listagem de resultados dos questionarios individuais realizados aos responsaveis pelos cdes do grupo 1, com suspeita de

Babesiose Canina e resultados de infecdes detetadas por observacéo direta ao MO e cPCR (n= 49).
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1 M =210a Labrador 3m CO CR Cascais M N Algarve N N n.a R neg neg
- Retriever )
2 g 2-5a Boxer 2a CO CR Lisboa | N N N N N&o R neg H. canis
3 M 210 a Cocker Spaniel 2m CO CR Lisboa I N Algarve S S DI R  neg A. platys + H.canis
4 FE 2-5a Bulldog Inglés 15m Cco CR Lisboa | N N S N n.a R  neg neg
5 M 2-5a Indeterminada 4m CO AR Cascais M N Algarve, Leiria N N n.a R  neg neg
6 Fl 210 a Cocker Spaniel 2m CO CR Sesimbra M N Algarve S N n.a N neg neg
7 M 2-5a Dalmata 1,5m CO CR Amadora I N Algarve S N n.a N  neg neg
8 FE 2-5a Bull Terrier 3m CO CR Setubal | N Algarve N N n.a R neg neg
9 FE 210 a Eg?gtr;enul 1d CA OP Oeiras E N Beira Alta, Arganil S S Doxi R neg neg
10 g 6-9a Indeterminada im G CA Lisboa E N Algarve, Alentejo S S DI N neg neg
Labrador i
<
1 Ml <1a Retriever 2,5m CO L Loures | N Tomar, Alentejo N N n.a R neg neg
Pastor ,
<
12 Ml 1a Australiano 10m CO CA Amadora M N Setlbal S N n.a N neg neg
13 M 210 a Cocker Spaniel 4m CcO CR Santare E N Caldas da Rainha S N n.a R neg neg
m e Algarve
14 Ml 6-9 a Pastor Aleméao 2m G OoP Sintra E N N S N n.a R  neg neg
Labrador .
15 Ml 6-9 a Retriever 3m CO CR Lisboa I N Algarve S N n.a R neg neg

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; a: anos; m: meses; CAC: Caga; G: Guarda; CO: Companhia; AR: Rua/animal errante; OP: Oferecido por

particular; L: Loja; CR: Criador; CA: Canil; N: N&o; S: Sim; n.a: N&o aplicavel; R: Regular; NR: N&o regular; neg: negativo; DI: Dipropionato de imidocarb; Doxi: Doxicilina
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Perdigueiro . .
16 FE 210 a ~ m CcO OoP Sintra M N Viseu S N n.a N neg neg
Portugués
17 Fl 2-5a Indeterminada 5a Cco AR Lisboa | N N S N n.a R Hepatozoon spp.  H. canis
18 Ml 6-9 a Indeterminada 3a CcOo CA Odivelas | N N N N n.a R neg neg
19 Ml <la Indeterminada 3m CcOo CA Lisboa | N N N N n.a R neg H. canis
20 Fl 2-5a Pastor Aleméo  1,5m G CR Lourinha E N N S N n.a R neg neg
21 Fl 6-9 a Labrador R. 2m CcOo oP Cascais | Espanha Alentejo S N n.a R Mycoplasma spp. neg
22 Ml 25a Indeterminada 2m CcOo oP Mafra E N N N N n.a N Hepatozoon spp.  H. canis
23 Ml 2-5a Basset ound 2m CO CR Sintra E N N N N n.a R neg neg
24 Fl 210 a Dalmata 2m CcO oP Cascais E N N N N n.a N neg neg
25 Ml 6-9 a Indeterminada 3m G oP Lisboa E N N N N n.a N neg neg
Epagneul ) . Filarias e
26 FE 210 a 5a CAC OoP Oeiras E N Regides Sul S N n.a R neg
Breton Hepatozoon spp.
Castro Alentejo,
27 Mi 210 a ) 35m coO L Mafra M S N n.a R neg neg
Laboreiro Algarve
_ Castelo
28 Fl 6-9 a Dog Argentino 7a Cco CR Loures M N S N n.a N neg neg
Branco
29 Ml 210 a Pastor Aleméo 4a CcOo CR Lisboa M Marrocos Alentejo S N n.a R neg neg
30 Fl 6-9 a Shar-pei 3m (60) L VEX | N Algarve N N n.a R neg neg
31 MC 210 a Indeterminada 2m Cco oP Sintra | N N N N n.a N neg neg
32 FE 2-5a Teckel 2m CcoO CR Loures | N Alentejo N N n.a R neg neg
. 7 . Alentejo, .
33 MC 210 a Indeterminada CcOo CA Sintra | Espanha S S Doxi R neg neg
sem Algarve
34 Ml 6-9a Indeterminada la G AR Seixal E N N S N n.a R neg neg

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; a: anos; m: meses; CAC: Caca; G: Guarda; CO: Companhia; AR: Rua/animal errante; OP: Oferecido por

particular; L: Loja; CR: Criador; CA: Canil; N: Nao; S: Sim; n.a: Nao aplicavel; R: Regular; NR: N&o regular, neg: negativo; DI: Dipropionato de imidocarb; Doxi: Doxicilina
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N CA
35 Ml 2-5a Setter Inglés 2a c CR Amadora E Espanha Norte a Sul S N n.a R neg neg
36 Ml 210a Cocker Spaniel 2m CcO oP Amadora | N Algarve S N n.a N neg neg
. CA . Algarve,
37 Ml 210a Pointer Inglés 2m CR Lisboa | N ) S N n.a N neg neg
C Santarém
38 Mi 6-9 a Teckel miniatura 3m CcO CR Oeiras | N Abrantes S N n.a R neg M. haemocanis
39 FE 210a Indeterminada 4a CcoO AR Santarém E Espanha Porto, Ribatejo S N n.a R neg neg
40 FI 2-5a Indeterminada 2m CcO oP Odivelas M N Setlbal S N n.a N neg neg
41 FE 6-9 a Indeterminada 1 ano CcO CA Oeiras | N Algarve N S DI R neg neg
M
42 c 6-9 a Rottweiler 2m CO OoP Oeiras M N Alentejo S N n.a N neg neg
43 FE 210a Indeterminada 13a CcO oP Oeiras | N N S N n.a R A. platys A. platys
44 FE 210a Yorkshire Terrier 2m CcO CR Oeiras | N Guarda S N n.a R neg neg
Babesia de
45 FI 2-5a Indeterminada 2m CO oP Loures | N Tréds-os-montes S N n.a N grandes B. canis
dimensbes
M | Filarias infecao o
46 6-9 a Labrador R. 6m CcO oP Santarém E Bruxelas N N N n.a R ) W. pipiens
C mista
) . Alemanha,
47 Ml >=10a Papillon 15a CcO CR Sintra | . N S N n.a R neg neg
Bélgica
48 FE >=10a Indeterminada 2m CO OoP Cascais E N Chaves S N n.a N n.a. B. canis
>=10 Labrador 3 . .
49 FE ) CcoO CR Barreiro M N N S N n.a N n.a. B. vogeli
anos Retriever meses

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; m: meses; a: ano(s); CAC: Caga; G: Guarda; CO: Companhia; AR: Rua/animal errante; OP: Oferecido por

particular; L: Loja; CR: Criador; CA: Canil; N: Nao; S: Sim; n.a: Nao aplicavel; R: Regular; NR: N&o regular; neg: negativo; DI: Dipropionato de imidocarb; Doxi: Doxicilina
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Anexo VII. Listagem de resultados dos questionarios individuais realizados aos responsaveis pelos caes do grupo 2, aparentemente

saudéaveis e com contacto prévio com ixodideos e resultados de infecdes detetadas por observacgéo direta ao MO e cPCR (n=94).
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o = o s O S E 23 3 £ s g 3 § = g a § o
S g (= g ° oW o 5 2
[a} 8 »
1 Mi 2-5a Indeterminada Odivelas 1m n.a n.a NR neg neg
2 Fl 2-5a Indeterminada Odivelas 3sem n.a n.a NR neg A. platys
3 FE 2-5a Indeterminada Odivelas 1m n.a n.a NR neg H. canis
4 MI 2-5a Labrador R. Odivelas 2m n.a n.a NR neg H. canis
5 Ml 6-9 a Dalmata Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR neg H. canis + M. haemocanis
6 Fl 2-5a Perdigueiro Portugués Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis
7 Fl 2-5a Indeterminada Torres Vedras 1sem n.a n.a NR neg H. canis
8 Mi 2-5a Indeterminada Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis
9 FE 2-5a Galgo Inglés Torres Vedras 1sem n.a n.a NR neg neg
10 Mi 2-5a Braco Aleméo Torres Vedras 1sem n.a n.a NR neg neg
11 FE 2-5a Husky Siberiano Torres Vedras 1sem n.a n.a NR Ehrlichia spp. + Anaplasma platys neg
12 Mi 2-5a Indeterminada Torres Vedras 3m n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis
13 Mi <la Indeterminada Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR neg neg
14 Mi 2-5a Epagneul Breton Torres Vedras la n.a n.a R Mycoplasma spp. M. haemocanis
15 Fl 6-9 a Braco Aleméo Torres Vedras 8m n.a n.a R neg neg
16 Mi 6-9 a Indeterminada Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR neg neg
17 Mi 6-9 a Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
18 Ml 2-5a Podengo Portugués Lisboa 3sem n.a n.a NR neg A. platys + H.canis
19 Fl 2-5a Podengo Portugués Lisboa 3 sem n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis
20 Fl 2-5a Podengo Portugués Lisboa 3 sem n.a n.a NR neg neg
21 Mi 2-5a Podengo Portugués Lisboa 3 sem n.a n.a NR neg neg
22 Mi 2-5a Podengo Portugués Lisboa 3 sem n.a n.a NR Hepatozoon spp. A. platys + H.canis

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; sem: semana(s); a: ano(s); m: mese(s); N: N&o; S: Sim; n.a: Ndo aplicavel; R: Regular; NR: N&o regular; neg:

negativo
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23 Fl 2-5a Podengo Portugués Lisboa 3 sem n.a n.a NR neg neg
24 FI 2-5a Indeterminada Amadora 1sem n.a n.a NR neg neg
25 Ml <la Indeterminada Amadora 5m n.a n.a NR neg neg
26 Mi 2-5a Indeterminada Amadora 1m n.a n.a NR neg neg
27 Ml 2-5a Indeterminada Amadora 3 sem n.a n.a NR neg neg
28 MC 6-9 a Perdigueiro Portugués Amadora 6a n.a n.a R neg neg
29 Mi 6-9 a Braco Aleméo Amadora 6a n.a n.a R neg neg
30 Fl 2-5a Indeterminada Lourinha 2 sem n.a n.a NR neg A. platys + H.canis
31 Ml 6-9 a Indeterminada Lourinha 3 sem n.a n.a NR Mycoplasma spp. + Hepatozoon spp. H. canis + M. haematoparvum
32 FE <la Indeterminada Lourinha 2m n.a n.a NR neg H. canis
33 FE 2-5a Indeterminada Lourinha la n.a n.a R Mycoplasma spp. neg
34 FE 6-9 a Indeterminada Lourinha 2m n.a n.a NR neg H. canis
35 MC 2-5a Indeterminada Lourinha la n.a n.a R neg neg
36 Ml <la Indeterminada Lourinha 3 sem n.a n.a NR neg neg
37 Fl <la Indeterminada Lourinha 2m n.a n.a NR neg neg
38 Ml <la Indeterminada Lourinha 1sem n.a n.a NR neg neg
39 Mi <la Indeterminada Lourinha Im n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis
40 Fl 6-9 a Indeterminada Lourinha 1m n.a n.a NR Mycoplasma spp. M. haemocanis
41 Fl <la Indeterminada Cadaval 1m n.a n.a NR neg neg
42 FE 2-5a Indeterminada Cadaval 5m n.a n.a NR neg neg
43 Ml 2-5a Indeterminada Cadaval 10m n.a n.a NR neg neg
44 FE 2-5a Podengo Portugués Cadaval la n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis + M. haemocanis
45 FE <la Indeterminada Cadaval 4m n.a n.a NR neg H. canis

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; sem: semana(s); a: ano(s); m: mese(s); N: Nao; S: Sim; n.a: Nao aplicavel; R: Regular; NR: N&o regular; neg:
negativo
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46 MC 2-5a Indeterminada Cadaval 8m n.a n.a NR A. platys A. platys
47 MC 2-5a Indeterminada Cadaval 3m n.a n.a NR neg neg
48 Ml 2-5a Indeterminada Lisboa 2 sem n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis
49 Ml 2-5a Indeterminada Lisboa 1m n.a n.a NR neg neg
50 MC 6-9 a Indeterminada Lisboa 2m n.a n.a NR neg neg
51 Ml >210a Indeterminada Lisboa 1m n.a n.a NR A. platys + Mycoplasma spp. A. platys + M. haematoparvum
52 MC 2-5a Indeterminada Lisboa 2m n.a n.a NR neg neg
53 Fl 2-5a Indeterminada Lisboa 2 sem n.a n.a NR neg neg
54 Ml 2-5a Indeterminada Lisboa 1d n.a n.a NR neg neg
55 Ml 6-9 a Indeterminada Lisboa 5m n.a n.a NR neg neg
56 MC 25a Indeterminada Lisboa 2a n.a n.a R neg neg
57 Fl 2-5a Indeterminada Lisboa 1sem n.a n.a NR neg neg
58 MC <la Indeterminada Lisboa 2m n.a n.a NR neg neg
59 Fl >210a Indeterminada Lisboa 6 m n.a n.a R neg neg
60 Ml 2-5a Indeterminada Lisboa 1m n.a n.a NR neg neg
61 MC <lano Indeterminada Lisboa 2m n.a n.a NR neg neg
62 MC <lano Indeterminada Lisboa 2m n.a n.a NR neg neg
63 MC 210a Indeterminada Lisboa la n.a n.a R neg neg
64 MC 6-9 a Indeterminada Lisboa 3m n.a n.a NR neg neg
65 MC 2-5a Indeterminada Lisboa 2a n.a n.a neg neg
66 Ml 6-9 a Indeterminada Lisboa la n.a n.a neg neg
67 FE 2-5a Indeterminada Lisboa 3m n.a n.a NR neg neg
68 Fl 6-9 a Epagneul Breton Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR neg A. platys + H.canis
69 Fl 2-5a Indeterminada Torres Vedras 3m n.a n.a NR Mycoplasma spp. + Hepatozoon spp. H. canis + M. haematoparvum
70 FE 6-9a Indeterminada Torres Vedras 1m n.a n.a NR neg neg

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; sem: semana(s); a: ano(s); m: mese(s); N: Nao; S: Sim; n.a: N&o aplicavel; R: Regular; NR: N&o regular; neg:

negativo
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71 MI <la Indeterminada Torres Vedras 4 sem n.a n.a NR Mycoplasma spp. neg
72 MI <la Indeterminada Torres Vedras 3m n.a n.a NR neg neg
73 Ml <la Indeterminada Torres Vedras 9m n.a n.a R neg neg
74 Ml <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
75 Ml <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
76 Mi <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
77 Mi <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
78 Mi <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
79 Ml <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg neg
80 Ml <la Indeterminada Torres Vedras 1d n.a n.a NR neg M. haemocanis
81 Fl 6-9 a Indeterminada Torres Vedras 2m n.a n.a NR neg neg
82 Fl 2-5a Indeterminada Torres Vedras 2 sem n.a n.a NR neg H. canis + M. haemocanis
83 Ml 2-5a Indeterminada Torres Vedras 3 sem n.a n.a NR Mycoplasma spp. + Hepatozoon spp. H. canis + M. haemocanis
84 Ml 6-9a Indeterminada Torres Vedras 3m n.a n.a NR Mycoplasma spp. M. haemocanis
85 Fl 6-9a Indeterminada Torres Vedras 2a n.a n.a R Mycoplasma spp. M. haemocanis
86 Ml 6-9 a Indeterminada Torres Vedras 2a n.a n.a R Mycoplasma spp. M. haemocanis
87 Ml 2-5a Indeterminada Torres Vedras 2a n.a n.a R Mycoplasma spp. + Hepatozoon spp. H. canis + M. haemocanis
88 Fl 2-5a Indeterminada  Arruda dos vinhos 2a n.a n.a R neg B. vogeli
89 Fl 2-5a Indeterminada  Arruda dos vinhos 10m n.a n.a R E. canis E. canis
90 Ml <la Indeterminada  Arruda dos vinhos 6m n.a n.a R neg neg
91 Ml 2-5a Indeterminada  Arruda dos vinhos 8m n.a n.a R Babesia de grandes dimensdes B. vogeli
92 Fl 2-5a Indeterminada  Arruda dos vinhos 8m n.a n.a R A. platys A. platys
93 Fl 2-5a Indeterminada  Arruda dos vinhos la n.a n.a R neg B. vogeli
94 Ml <la Indeterminada  Arruda dos vinhos 3m n.a n.a NR Hepatozoon spp. H. canis

Legenda: FE: Fémea Esterelizada; FI: Fémea Inteira; MC: Macho castrado; MI: Macho Inteiro; sem: semana(s); a: ano(s); m: mese(s); N: Nao; S: Sim; n.a: Nao aplicavel; R: Regular; NR: N&ao regular; neg:

negativo
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