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Resumo

A leishmaniose constitui uma das doencas tropicais mais negligenciadas em todo o Mundo. Na
regido Mediterranica, a doenca na forma visceral atinge preferencialmente criancas com idade
inferior a trés anos e adultos imunocomprometidos. E causada por protozoarios da espécie
Leishmania infantum. O céo é considerado o principal reservatorio peridoméstico para a infecgédo
humana, conferindo grande importancia a esta zoonose em termos de Saude Puablica. A
leishmaniose também possui elevada importancia em Medicina Veterinaria, por causar doenca
grave no cdo. Ndo obstante, embora a infeccdo por Leishmania infantum esteja amplamente
difundida na populacdo canina das areas endémicas, apenas uma fraccdo destes cdes desenvolve
doenca clinica.

O diagnostico e tratamento precoces da leishmaniose canina sdo essenciais, quer para controlar a
expansdo da doenca, quer como parte integrante de um sistema de controlo da leishmaniose visceral
humana zoondtica. Estudos realizados na Peninsula de Setubal na década de 1980 estabeleceram a
seroprevaléncia da doenca na populacdo canina em 11,5% (Abranches et al, 1983). Outro estudo,
realizado na regido de Lisboa entre Dezembro de 2002 e Dezembro de 2003, estimou a prevaléncia
da infeccdo por L. infantum em 18,4% nos cdes domesticos e 21,6% nos cdes sem dono (Cortes et
al, 2007).

Neste trabalho foi efectuada uma actualizacdo da prevaléncia de leishmaniose canina nos Concelhos
de Palmela e Setubal. Realizaram-se colheitas de sangue periférico a uma amostra aleatoria
constituida por dois grupos de cdes: 100 que se apresentaram a consulta a uma clinica veterinaria
localizada em Palmela (representando cdes com dono) e 83 cées abrigados por uma associacao de
defesa de animais, situada em Settbal (considerados sem dono). O rastreio seroldgico foi efectuado
com recurso ao teste de aglutinacdo directa e 0s soros com resultados positivos naquela reaccao

foram também analisados por contra-imunoelectroforese e imunofluorescéncia indirecta. Também



foi feita pesquisa parasitoldgica por PCR no sangue periférico. Determinou-se a seroprevaléncia
total de leishmaniose de 7,1%, para a populacdo canina estudada (5% no grupo de cées da clinica e
9,6% para o grupo de cdes da associacdo). Utilizando o teste de qui-quadrado, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os dois grupos estudados. Foi preenchido um
questiondrio no acto da colheita das amostras biolGgicas, para avaliar a importancia de
determinados factores (género, porte, proveniéncia, tipo de habitat, uso de repelentes do vector e
co-habitacdo com outros cées) envolvidos na infeccdo. Embora os testes aplicados sugerissem
algumas tendéncias, nenhum dos parametros avaliados se revelou como factor de risco de forma

estatisticamente significativa.



Abstract

Leishmaniasis is one of the most neglected tropical diseases worldwide. In the Mediterranean
Region, the disease, in the visceral form, is most important in children under three years old and
immunocomprised adults. It is caused by a protozoan of the species Leishmania infantum. The dog
is considered the main peridomestic reservoir for the human infection, which makes canine
leishmaniasis a very important zoonosis as far as Public Health is concerned. Canine leishmaniasis
is also highly important in Veterinary Medicine, because it can cause severe disease in canines.
Nevertheless, although L. infantum infection is widely distributed in the canine population living in
endemic regions, only a small proportion of these dogs will develop clinical disease.

Early diagnosis and treatment of canine leishmaniasis are essential to control the spread of the
disease and as part of a zoonotic human visceral leishmaniasis control system. In the 1980’s, studies
developed at the Setubal’s Peninsula established the seroprevalence of canine leishmaniasis at
11,5% (Abranches et al, 1983). In another study, developed in Lisbon area between December 2002
and December 2003, determined the prevalence of canine infection by Leishmania infantum as
18,4% for domestic dogs and 21,6% for stray dogs (Cortes et al, 2007).

In the present study, the author intended to perform an update in the prevalence of canine
leishmaniasis in Setubal and Palmela regions. Blood was sampled from a random sample made of a
hundred dogs that attended a veterinary practice in Palmela (representing dogs with owner), and 83
dogs from an animals’ shelter, located in Setubal (considered stray dogs). The serum was used to
perform direct agglutination test for leishmaniasis. Samples with positive results in this test were
also analyzed trough counter-immunoelectrophoresis and indirect immunofluorescence test.
Polymerase chain reaction was also preformed in peripheral blood samples. Total seroprevalence
was 7,1% for the studied population (5% for the group of dogs from the veterinary practice and

9,6% for the group of dogs from the shelter). Based on chi-square test, there are no statistical



significant differences between the studied samples. A quiz was filled, by the time of biological
sample collection that allowed the author to evaluate the impact of some factors (such as origin,
habitat, application of insecticides effective against the vector of the disease and living with other
dogs) involved in this infection process. Although the tests suggested a few tendencies, none of the

studied subjects proved to be a risk factor in a statistically significant manner.
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Introduc¢ao

A doenca causada por protozoarios do género Leishmania constitui uma das doencas tropicais mais
negligenciadas. Estima-se em doze milhdes o numero de pessoas infectadas, sendo registados
anualmente dois milhdes de novos casos de leishmaniose humana em todo o Mundo. O nimero de
individuos considerados em risco de contrair a infec¢éo esta avaliado em 350 milhdes (Alvar et al,
2008). Estes valores tornam a leishmaniose na terceira doenca transmitida por vectores mais
importante, apds a malaria e as filarioses linfaticas (Solano-Gallego et al, 2009). Na Europa
Meridional, o agente é da espécie Leishmania (Leishmania) infantum Nicole, 1908, que causa
leishmaniose cutanea e visceral. Esta forma clinica ocorre preferencialmente em criancas com idade
inferior a 3 anos e em adultos imunocomprometidos (Campino, 1991; Farrel, 2002).

O céo e considerado o principal reservatorio doméstico/peridoméstico para a infeccdo do Homem, o
que confere a esta zoonose uma marcada importancia em termos de Saude Publica. Na verdade, sob
0 ponto de vista meramente epidemioldgico, alguns autores afirmam que a leishmaniose canina
reveste-se de maior importancia que a doenca humana (de Freitas et al, 2006). A leishmaniose
canina é endémica em mais de 70 paises da Europa Meridional, Africa, Asia e América Central e do
Sul (Solano-Gallego e Baneth, 2008). O numero de cées infectados na regido sudoeste da Europa
estd estimado em 2,5 milhdes (Baneth et al, 2008), num universo de sete milhdes de cdes
considerados em risco de contrair a parasitose nesta regido (Maia et al, 2009). Em Portugal, um
estudo realizado na regido de Lisboa, entre Dezembro 2002 e Dezembro 2003, estimou a
prevaléncia da infeccdo por L. infantum em 18,4% nos cdes domésticos e 21,6% nos cées sem dono
(Cortes et al, 2007). Estudos anteriores (Abranches et al, 1983) realizados na peninsula de Setubal
haviam estabelecido a seroprevaléncia de leishmaniose canina em 11,5%. Tém sido realizados
diversos estudos para avaliar o risco representado pela infec¢do canina para a populacdo humana da

regido. Os resultados obtidos revelam que:
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- Aumentos na prevaléncia de leishmaniose canina estdo associados a aumentos na
incidéncia da doenga nos humanos;
- Baixas condigdes socioecondmicas constituem factores de risco para a associacao entre
a infeccdo canina e a humana;
- A elevada densidade da populacéo canina e a posse de cées infectados podem constituir
factores de risco para a leishmaniose humana infantil (Solano-Gallego e Baneth, 2008).
No entanto, apesar de ser consensual a relacdo directa entre a prevaléncia de leishmaniose nas
populacbes humana e canina, na pratica tem sido dificil demonstra-la. Apenas foi possivel
estabelecer relacdo entre a posse de caes infectados e a infecgdo humana num estudo desenvolvido
no Irdo por Gavgani et al (2002). Estes autores realizaram testes seroldgicos e parasitologicos a
criancas com idade inferior a 10 anos e a cdes, com e sem dono, habitantes de uma regido endémica
para a infeccdo por L. infantum. Verificaram que a seroprevaléncia da infec¢do nas criangas era
significativamente mais elevada: nas localidades com maiores populagdes caninas, em localidades
com racios cdo/ humano mais elevados e em habitagdes onde havia um cdo. Deste modo,
estabeleceram a posse de cdes como factor de risco para a infecgdo humana por Leishmania
infantum naquela regido do Irdo. Na Europa, os estudos realizados ndo permitem estabelecer este
tipo de relagéo, pelo que se considera que a presenca dum céo infectado na habitacdo ndo aumenta o
risco de infeccdo por este parasita para os proprietarios que vivam em regiées endémicas (Solano-
Gallego et al, 2009).
A auséncia de associagéo entre a detencdo de um cdo portador de Leishmania infantum e a doenca
humana esta, provavelmente, relacionada com as caracteristicas do ciclo bioldgico do protozoario.
O parasita Leishmania é bifasico, completando o seu ciclo de vida em dois hospedeiros:
- Um mamifero, no qual desenvolve a forma amastigota intra-celular, em células do

sistema mononuclear fagocitario;
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- Um insecto, da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. No hospedeiro
invertebrado, o protozoario adquire a forma promastigota extra-celular (Solano-Gallego
et al, 2009; de Freitas et al, 2005). Na Europa, o principal vector de L. infantum é da
espécie Phlebotomus perniciosus (Mir6 et al, 2007), embora a infeccdo também possa
ser transmitida por fleb6tomos da espécie Phlebotomus ariasi, naquela regido (Solano-
Gallego et al, 2009).

H& registo de algumas formas de transmissdo ndo vectorial de Leishmania entre cées,
nomeadamente a transmissao venérea (Silva et al, 2009), por transfusdo sanguinea (de Freitas et al,
2006) e, potencialmente, transmissao vertical (Rosypal et al, 2005). No entanto, é provavel que o
impacto destas formas de transmissdo seja muito limitado em termos de epidemiologia e da
infeccdo nas regides endémicas, face a importancia da transmissdo vectorial do parasita (Solano-
Gallego et al, 2009).

Considerando a inoculacdo através da picada do insecto vector a principal forma de transmissao de
L. infantum entre cdes e para 0 Homem, tem sido estudada a aplicacdo de agentes insecticidas ou
repelentes (coleiras impregnadas com deltametrina e associagdes de permetrina com imidaclopride
para aplicagdo topica por ungdo punctiforme), como forma de controlar a transmisséo da infeccéo,
quer no seio da populagéo canina, quer em relacdo a comunidade humana co-habitante dos canideos
tratados (Miré et al, 2007; Mazioumi Gavgani et al, 2002). Ambas as formula¢Bes provaram ser
eficazes na prevencdo da picada do fleb6tomo vector (Mir6 et al, 2007).

A leishmaniose canina tem elevada importancia em Medicina Veterinaria e é uma das principais
zoonoses a nivel mundial, causando doenga grave no cdo (Solano-Gallego et al, 2009). Embora a
infeccdo por L. infantum esteja amplamente difundida na populacdo canina das areas endémicas,
apenas uma pequena fraccdo destes animais desenvolve doenca clinica (Baneth et al, 2008). De
facto, a leishmaniose canina pode ser associada a um vasto espectro de respostas imunes e

manifestacdes clinicas. Nos dois polos deste espectro observam-se:
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- Imunidade protectora, mediada por células T;
- Susceptibilidade a doenca multissistémica grave, associada a uma produ¢do marcada de
anticorpos ndo protectores e uma imunidade celular deprimida ou reduzida (Solano-
Gallego et al, 2008).
Na leishmaniose canina, a diferenca entre infeccdo e doenca tem sido evidenciada em numerosos
trabalhos, nomeadamente, mediante o recurso a técnicas de diagnoéstico molecular (Baneth et al,
2008). De facto, varios estudos realizados na regido Mediterranica revelam que 0s cées
seropositivos representam apenas uma fraccdo dos cdes efectivamente infectados, uma vez que é
possivel detectar a presenca de DNA parasitario em amostras bioldgicas obtidas a partir de cdes
seronegativos para L. infantum (Maia et al, 2006; Solano-Gallego e Baneth, 2008). Apesar de a
prevaléncia de infeccdo poder atingir valores elevados, a prevaléncia de doenca clinica nas regies
endémicas é, por regra, inferior a 10% (Solano-Gallego et al, 2009).
O diagndstico de leishmaniose canina é complexo, devido a:
- Elevada percentagem de animais infectados assintomaticos, ou com infeccéo subclinica;
- Grande diversidade de achados clinicos nos cées doentes (Blavier et al, 2001);
- Existéncia de numerosas doencas (infecciosas e auto-imunes) caracterizadas por
achados clinicos semelhantes (Solano-Gallego e Baneth, 2008).
A leishmaniose canina é uma doenca sistémica, na qual é possivel o envolvimento de qualquer
6rgdo, tecido e/ou fluido biolégico do cdo infectado. Na forma cléssica da doenga, os achados
clinicos incluem: lesbes cutaneas (alopécia, descamacdo furfurdcea, ulceragdo a nivel das
proeminéncias 0sseas, lesdes nodulares ou papulares — Fig.1), linfadenomegalia generalizada, perda
de peso progressiva, atrofia muscular, intolerancia ao exercicio, anorexia, letargia, esplenomegalia,
polidria e polidipsia associadas a faléncia renal cronica, lesdes oculares (conjuntivite, blefarite,

uveite anterior e queratoconjuntivite), epistaxis, onicogrifose (Fig.2), claudicacdo, vomito e/ou

14



diarreia (Maia e Campino, 2008). A frequéncia destes achados clinicos é variavel entre os cdes

doentes (Quadro I).

Figura 1 - Lesbes dermatolégicas (cdo inserido no Figura 2 - Onicogrifose (céo inserido no estudo)
estudo)

Quadro I- Sinais clinicos observados na leishmaniose canina (adaptado de Baneth et al, 2008)

Sinal clinico Percentagem de céaes
sintomaticos

Faléncia renal cronica 78 —91%
Linfadenomegalia 62 — 90%
Leses cutaneas 81 -89%
Alterac6es oculares 16 - 81%
Esplenomegalia 10 - 53%
Caquexia 10 - 48%
Alteracdes musculo- 45%
esqueléticas

Onicogrifose 20 -31%
Epistaxis 6 —10%
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Estes sinais clinicos podem surgir isoladamente ou em associacéo de dois ou mais. Ocasionalmente,
observam-se formas clinicas atipicas na leishmaniose canina (Blavier et al, 2001). As alteracdes
associadas a estas formas clinicas raras incluem lesdes nas mucosas (noédulos, ulceras), poliartrite
erosiva e nao erosiva, lesdes Gsseas osteoliticas ou osteoproliferativas, hepatite cronica, colite
cronica recorrente, doenca neuroldgica, miosite ou polimiosite e doenca cardiovascular —
pericardite, vasculite sistémica, tromboembolismo e sindrome de hiperviscosidade sérica (Blavier et
al, 2001; Solano-Gallego et al, 2009).
O diagndstico e tratamento precoces da leishmaniose canina sdo essenciais, quer para controlar a
expansdo da doenca, quer como parte integrante dum sistema de controlo da leishmaniose visceral
humana zoondtica (Maia e Campino, 2008). Apesar do desenvolvimento de diversas técnicas de
diagndstico parasitologico, serolégico e molecular, a identificacdo da infeccdo canina por L.
infantum continua a constituir um desafio pela diversidade de apresentacfes clinicas possiveis para
a doenca, bem como pela elevada percentagem de portadores assintomaticos do parasita (Baneth e
Aroch, 2008). A identificacdo destes Ultimos tem importancia em termos do controlo da doenca,
uma vez que se comprovou também serem infectantes para o vector, embora em menor grau que 0S
caes sintomaéticos para a infeccdo (Noli, 1999; Maia e Campino, 2008). Deste modo, um diagndstico
fidedigno de leishmaniose canina exige uma abordagem integrada, que inclua dados obtidos na
historia pregressa, exame fisico, perfil analitico de rotina e testes laboratoriais especificos que
proporcionem evidéncia directa ou indirecta da infeccao.
As provas laboratoriais disponiveis para o diagndstico de leishmaniose canina incluem:

- O exame microscopico de amostras obtidas por biopsia ou puncao aspirativa, para pesquisa

da presenca de formas amastigota de L. infantum;
- Testes seroldgicos, para a detecgdo de anticorpos anti-Leishmania circulantes (dos quais
foram utilizados neste estudo o teste de aglutinacédo directa, a contra-imunoelectroforese e a

imunofluorescéncia indirecta);
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- Técnicas moleculares para demonstracdo da presenca de DNA parasitario nos tecidos
(Baneth e Aroch, 2008; Solano-Gallego et al, 2009).

E possivel efectuar um diagndstico conclusivo de leishmaniose mediante a observacio de formas
amastigota de Leishmania em esfregacos obtidos por puncao de medula éssea, linfonodo, pele, baco
ou, ocasionalmente, em amostras de fluidos organicos — sangue periférico, liquido sinovial, fluido
cérebro-espinhal ou liquido ascitico (Maia e Campino, 2008; Solano-Gallego e Baneth, 2008).
Embora o diagndstico citolégico proporcione resultados rapidos, apresenta baixos valores de
sensibilidade (60 — 75% para os esfregacos de medula éssea, 30 — 50% para os de linfonodo — Maia
e Campino, 2008) e especificidade, inclusivamente em pacientes com doenca clinica declarada,
devido a presenca de pequeno nimero de formas parasitarias nos tecidos (Baneth e Aroch, 2008).
Por esta razao, diversos autores consideram que o exame microscopico ndo é Util para a deteccdo de
Leishmania em cées portadores assintomaticos. Os esfregacos sdo corados pelo método de Giemsa,
de Leishman ou de Wright modificado (Maia e Campino, 2008; Solano-Gallego e Baneth, 2008).
As formas amastigota do parasita podem surgir em posicdo extra-celular ou no interior de
mondacitos, macrofagos ou neutrofilos do hospedeiro mamifero. Tém forma oval ou redonda, com 2
a 4 um de didmetro. O citoplasma observa-se corado de azul claro e o ndcleo, proporcionalmente
grande, cora de vermelho. O cinetoplasto surge na forma duma pequena estrutura com forma de
bastonete, em localizacéo perpendicular ao nlcleo, e também corada de vermelho (Maia e Campino,
2008).
Tém sido desenvolvidos diversos métodos de diagndéstico seroldgico de leishmaniose canina, como
sejam os testes de imunofluorescéncia indirecta, ELISA, aglutinacdo directa, western blotting,
contra-imunoelectroforese e dispositivos imunocromatogréficos para diagndstico rapido (Mir6 et al,
2008). Embora o diagndstico seroldgico seja aplicado frequentemente, a pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania subestima a taxa de infeccdo da populagdo canina das regifes endémicas (Maia e

Campino, 2008). O facto esta relacionado com a resposta imune a infeccao por Leishmania, na qual

17



uma resposta humoral marcada indica falha no controlo da infecgdo (Baneth et al, 2008). Assim,
enquanto a deteccéo de anticorpos anti-Leishmania é possivel em 88 — 100% dos cées sintomaticos,
a seropositividade so é evidente em 30 a 60% dos individuos assintomaticos (Mir6 et al, 2008),
dado que a producdo de anticorpos é baixa, durante a fase inicial da infeccdo por L. infantum (Maia
e Campino, 2008). Alguns autores justificam a seronegatividade observada numa fase avangada da
doenca pela imunodepressdo associada a infeccdo (Ikonomopoulos et al, 2003). Por outro lado, a
mera deteccdo de anticorpos anti-Leishmania ndo é suficiente para estabelecer um diagndstico
conclusivo de leishmaniose canina. A seropositividade pode ser confirmada mediante a realizacéo
de mais de um método de diagnostico seroldgico e da repeticdo dos testes num intervalo de trés
meses (Maia e Campino, 2008). Na regido Mediterranica, é possivel ocorrerem resultados falso
positivos na serologia, por reac¢do cruzada com pacientes infectados por Toxoplasma gondii,
Ehrlichia canis ou Rickettsia sp. (Gomes et al, 2008; Maia e Campino, 2008). Nao obstante as
limitacOes apresentadas pela serologia, diversos autores salientam a importancia da aplicagao destes
métodos de diagnostico por rotina, no ambito de inquéritos epidemioldgicos, para avaliar a
transmissao de L. infantum num determinado territorio, uma vez que os canideos podem ser usados
como sentinela para a avaliagdo do risco de transmissdo de leishmaniose a segmentos mais
susceptiveis da populacdo humana, nomeadamente individuos infectados pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (Scalone et al, 2002).

A contra-imunoelectroforese (CIE) foi aplicada pela primeira vez no diagnéstico de leishmaniose
visceral humana por Barbosa et al. em 1973. Este método serol6gico qualitativo associa a
electroforese a imunodifusdo (Campino, 1991). Utiliza um suporte na forma de gel de agar
tamponado, sobre o qual é colocado o antigénio (com carga eléctrica negativa) e a amostra de soro a
analisar. O sistema é submetido a uma corrente eléctrica e o ponto de ligacdo dos complexos
imunes é visualizado na forma de um ou mais arcos de precipitacdo, que traduzem um resultado

positivo (Campino, 1991; Maia e Campino, 2008). A técnica tem a vantagem de apresentar uma
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execuco rapida, usando equipamento simples e pouco dispendioso. E adequada para aplicagdo em
inquéritos epidemioldgicos ou para diagnostico de leishmaniose em laboratérios de pequenas
dimensbes (Maia e Campino, 2008). A contra-imunoelectroforese proporciona resultados
estatisticamente idénticos ao método adoptado como referéncia para o diagndstico seroldgico desta
infeccdo: a imunofluorescéncia indirecta (Campino, 1991). Os valores de sensibilidade e
especificidade da técnica sdo elevados. Num estudo realizado em 143 cdes provenientes de canis
municipais, foram obtidos, para esta técnica de diagndstico, valores de sensibilidade e
especificidade de 85,4% e 94,7%, respectivamente, usando a cultura como método de referéncia
(Maia et al, 2009). No entanto, um estudo realizado em 1988 por Mancianti e Meciani verificou que
a sensibilidade é superior nos cées clinicamente doentes (96,1%) em relacdo aos portadores
assintomaticos do parasita (72,7%). Do mesmo modo, a especificidade varia entre 100% para 0s
caes saudaveis e 90,5% nos cdes com outros processos patoldgicos (Maia e Campino, 2008).

O teste de imunofluorescéncia indirecta (IFI) é considerado por muitos autores o método de
referéncia para o diagnostico seroldgico da leishmaniose canina. E um método semi-quantitativo,
que tem aplicacdo em inquéritos epidemioldgicos, no diagnostico clinico e para monitorizacdo da
terapéutica (Maia e Campino, 2008). A técnica baseia-se na detec¢do da ligacdo de anticorpos
presentes no soro do paciente ao antigénio do teste, mediante o uso dum anticorpo anti-
imunoglobulina da espécie em estudo (neste caso, canina), que foi previamente marcado com um
fluorocromo. A visualizagdo do resultado é efectuada com recurso a um microscopio de luz ultra-
violeta. Para o diagnostico de leishmaniose, utiliza-se a totalidade do parasita (forma promastigota
ou amastigota) como antigénio. Sdo consideradas positivas as amostras em que se observa uma
fluorescéncia verde homogénea. Caso se observem areas avermelhadas, a amostra é considerada
negativa. O soro do paciente é submetido a dilui¢bes seriadas e o resultado é dado pela mais alta
diluicio em que é possivel observar uma reacgdo positiva. Este valor designa-se titulo de

anticorpos. O valor a partir do qual se considera que o paciente estd infectado designa-se titulo
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limite, ou valor critico do teste, e devera ser determinado pelo laboratério que o realiza (Campino,
1991; Maia e Campino, 2008). A imunofluorescéncia indirecta foi desenvolvida por Waller e
Coons, em 1954, e aplicada pela primeira vez ao diagnostico de leishmaniose visceral humana em
1963, por Oddo e Cascio (revisto por Campino, 1991). A realizacdo de dilui¢Ges seriadas dos soros
e a necessidade de utilizar material especifico e dispendioso (em particular o microscépio de
iluminacdo ultra-violeta) limita a aplicacdo da imunofluorescéncia indirecta quando se pretende
analisar um grande nimero de amostras, como é o caso dos inquéritos epidemioldgicos. Os valores
reportados para a sensibilidade desta prova variam entre 21,6 e 100% (Maia e Campino, 2008). A
especificidade varia entre 52 e 100% (Campino, 1991; Ferreira et al, 2007). O antigénio utilizado
para a realizacdo das provas de imunofluorescéncia indirecta pode ser obtido a partir duma
suspenséo de formas promastigota presentes em meios de cultura, ou de formas amastigota retiradas
de tecidos de vertebrados infectados (Campino, 1991). O uso de formas amastigota proporciona
uma prova de imunofluorescéncia indirecta mais sensivel para a detec¢do de individuos com titulos
baixos de anticorpos, mantendo o mesmo nivel de especificidade (Maia e Campino, 2008). Deste
modo, é possivel realizar um diagnostico serolégico mais precoce, em cdes assintomaticos. A
técnica de imunofluorescéncia indirecta que utiliza formas amastigota como antigénio provou ser
comparavel a que utiliza formas promastigota, em termos de monitorizacao da evolucéo clinica dos
caes infectados e dos pacientes submetidos a terapéutica (Fernandez-Perez et al, 1999).

Outro método de diagnoéstico serolégico de leishmaniose canina é o teste de aglutinacdo directa
(DAT), desenvolvido por Allain e Kagan (1975) e modificado posteriormente por Harith et al, em
1988 (revisto por Meredith et al, 1995). O teste utiliza como antigénio formas promastigota de
Leishmania donovani, liofilizadas ou em suspensdo aquosa, coradas pelo azul de Coomassie (Maia
e Campino, 2008; Meredith et al, 1995). Sdo realizadas dilui¢cdes seriadas do soro em analise em
placas de microtitulacdo com pogos de fundo cdnico. Na presenca de anticorpos anti-Leishmania, 0s

imunocomplexos formam uma rede, que se observa macroscopicamente numa tonalidade azul
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difusa, ocupando todo o fundo do pogo. Nos soros negativos, o antigénio corado precipita no vértice
do fundo conico, o que se observa na forma duma pequena mancha azul intensa (Meredith et al,
1995; Schallig et al, 2002). A prova é de execucdo simples e o desenvolvimento dum antigénio
liofilizado torna-a adequada para aplicacdo sob condi¢fes ambientais rigorosas, sem exigir acesso a
refrigeracdo. Como inconvenientes, registam-se um periodo de incubacdo longo (18 horas) e a
necessidade de proceder a diluicbes seriadas das amostras, tornando a DAT laboriosa e pouco
adequada para a testagem dum numero elevado de soros (Maia e Campino, 2008; Schallig et al,
2002). Para contornar estas desvantagens, foi desenvolvida uma adaptacdo da técnica, que utiliza
uma unica diluicdo do soro e possui um periodo de incubacdo de apenas trés horas. Esta adaptacéo
do teste de aglutinacdo directa, designada FAST (fast agglutination screening test), permite testar
um grande ndmero de amostras num curto espaco de tempo, mantendo valores elevados de
sensibilidade e especificidade. A elevada sensibilidade da FAST (93,6%) torna a técnica adequada a
realizacdo de inquéritos epidemioldgicos, a testagem no ambito de programas de controlo da
leishmaniose canina e ao despiste da infeccdo em bancos de sangue (Schallig et al, 2002). No que
respeita a realizacdo de estudos epidemiolégicos, alguns autores advogam o uso inicial da FAST,
como teste preliminar qualitativo para o despiste da infeccdo, seguido da realizacdo do teste de
aglutinacédo directa (DAT), como prova quantitativa e forma de confirmar os resultados do teste
inicial. Esta abordagem é justificada por uma especificidade da FAST inferior a da DAT
(respectivamente 89,0% e 96,7%), o que corresponde ao aparecimento de um maior nimero de
resultados falso positivos na técnica rapida (Cardoso et al, 2004; Schallig et al, 2002). Ferreira et al.
(2007) efectuaram um estudo comparativo das provas de imunofluorescéncia indirecta, ELISA e
aglutinacdo directa para o diagndstico de leishmaniose canina e recomendam esta Gltima para o
diagndstico seroldgico da doenga; estes autores justificam-no por a DAT apresentar valores de

reprodutibilidade (0,92), sensibilidade (93%) e especificidade (95%) superiores a
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imunofluorescéncia indirecta (respectivamente, 0,72, 72% e 52%), que é a prova mais utilizada por
rotina para o diagnostico clinico de leishmaniose canina.

As dificuldades apresentadas pelo diagndstico clinico e laboratorial da leishmaniose canina tém
levado ao desenvolvimento de numerosas metodologias para a pesquisa de DNA parasitario em
diversas amostras bioldgicas. Vérios autores tém desenvolvido protocolos de PCR (polymerase
chain reaction) convencional, nested e em tempo real, usando primers dirigidos ao DNA do
cinetoplasto, bem como a diferentes sequéncias de DNA gendmico, de que sdo exemplo regides
intragénicas (ITS) e o gene que codifica para a subunidade pequena de RNA ribossomal (18SrRNA)
(Francino et al, 2006; Pilatti et al, 2009). Estas técnicas podem ser aplicadas a sangue total, camada
flogistica (buffy coat), medula dssea, linfonodo, pele e conjuntiva palpebral. Mais raramente,
também podem utilizar-se amostras de baco, figado, pulmao, coracdo, 6rgaos genitais masculino e
feminino, sémen, placenta, rim, intestino, leite e urina (Maia e Campino, 2008; Solano-Gallego et
al, 2001). A eficacia da reaccdo de PCR para o diagndstico de leishmaniose canina é funcdo de
diversos factores, entre os quais se destacam os primers utilizados, o nimero de copias da sequéncia
alvo no genoma do parasita, 0 protocolo de extraccdo de DNA, a amostra bioldgica utilizada e o
protocolo de PCR utilizado (Maia e Campino, 2008).

No que diz respeito a sequéncia-alvo da reac¢do de PCR, os protocolos baseados no DNA do
cinetoplasto apresentam uma sensibilidade superior (Cortes et al, 2004; Pilatti et al, 2009). O
genoma de L. infantum é constituido por 36 cromossomas (Reale et al, 1999). Adicionalmente, o
parasita apresenta material genético mitocondrial, condensado numa estrutura que se designa
cinetoplasto. Trata-se duma molécula de DNA circular (conhecida pela designacdo KDNA), que
representa cerca de 20% do material genético de L. infantum. O KDNA est& organizado numa rede
de milhares de pequenos discos interligados (designados minicirculos), que constituem até 95% da
sua estrutura. Cada minicirculo de KDNA de Leishmania spp. possui uma regido conservada, com

120 a 200 pares de bases, e uma regido variavel. A primeira apresenta trés zonas altamente

22



conservadas, que podem ser utilizadas como alvos para a reaccdo de PCR, inclusivamente para
discriminar grupos de Leishmania spp. (Gomes et al, 2008). A superioridade das técnicas baseadas
em KDNA deve-se a presenca de cerca de dez mil minicirculos por parasita, enquanto as
sequéncias-alvo dos protocolos baseados no gene que codifica para a 18SrRNA ou as regides intra-
génicas possuem cerca de 200 cOpias por parasita (Cortes et al, 2004; Pilatti et al, 2009).
Considerando um mesmo protocolo de reac¢do de PCR, grupos de trabalho diferentes apresentam
valores dispares de sensibilidade para esta técnica. O facto pode ser justificado pela distribuicdo
heterogénea das formas parasitarias em cada tecido, ou por a carga parasitaria em cada 6rgao ser
influenciada pelo tropismo de cada estirpe de Leishmania e a resposta imune local (Maia e
Campino, 2008). De facto, os resultados desta prova podem ser diferentes para um mesmo animal,
usando como amostra tecidos diferentes. Por exemplo, num estudo realizado em 100 cdes da Ilha de
Maiorca, a prevaléncia da infeccdo por Leishmania infantum determinada por PCR foi de 17,8% em
biopsia de medula 6ssea, 32% em conjuntiva ocular e 51% em pele (Solano-Gallego et al, 2001).
Varios autores tém desenvolvido protocolos de PCR sensiveis, usando amostras obtidas de forma
minimamente invasiva, de modo a fomentar o acompanhamento e monitorizacdo da eficacia
terapéutica na pratica clinica (Lachaud et al, 2002). Entre estas, encontram-se as amostras obtidas
por zaragatoa conjuntival em cées infectados, que provaram ser adequadas para a deteccdo de DNA
de Leishmania infantum (Ferreira et al, 2008; Strauss-Ayali et al, 2004). Em alguns estudos, a PCR
aplicada a amostras obtidas por zaragatoa de ambas as conjuntivas constituiu uma prova mais
sensivel que a PCR aplicada a amostras de sangue periférico, para o diagnostico de leishmaniose
canina (Ferreira et al, 2008). Strauss-Ayali et al (2004) obtiveram valores de 92% para a
sensibilidade e 100% para a especificidade desta prova, utilizando amostras obtidas em 98 canideos
com infecgéo natural e experimental.

Na infeccdo do cdo por L. infantum, ndo é conhecida a duracdo, constancia nem intensidade da

parasitemia. Pensa-se que estas possam se razdes para os frequentes resultados negativos nos testes
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de PCR realizados em sangue total, especialmente em pacientes assintomaticos (Maia e Campino,
2008). No entanto, dada a facilidade de acesso a esta amostra bioldgica na pratica clinica, varios
investigadores tém-na utilizado para estabelecer um protocolo sensivel e exequivel para o
diagnostico de leishmaniose canina (Lachaud et al, 2002; Maia et al, 2006; Reale et al, 1999; Silva
et al, 2001; Strauss-Ayali et al, 2004). Os resultados obtidos nestes estudos nem sempre sao
coincidentes. Por exemplo, Lachaud et al utilizaram a camada flogistica obtida por centrifugacéo de
4,5 ml de sangue periférico e compararam seis protocolos de PCR. Foi possivel detectar a presenca
de DNA parasitario em 100% dos pacientes sintomaticos e/ou seropositivos, usando protocolos
baseados em kDNA. Por outro lado, s6 foram obtidos resultados positivos em 62% destes
individuos, usando protocolos dirigidos ao DNA gendémico (Lachaud et al, 2002). Outros trabalhos
foram aplicados a amostras de sangue periférico conservado em papel de filtro. Em cdes com
serologia positiva, foram obtidos testes de PCR positivos em 17% das amostras biolégicas usando
DNA gendmico — ITS1 (Strauss-Ayali et al, 2004), e em 81,1%, usando kDNA (Maia et al, 2006).
Apesar da falta de consenso nos resultados obtidos, a aplicagdo da técnica de PCR a amostras de
sangue periférico colhidas em papel de filtro apresenta como vantagens:

- Tratar-se de um método de colheita minimamente invasivo;

- Uso de um pequeno volume de sangue;

- Possibilidade de envio da amostra para um laboratdrio distante;

- Uso de material bioldgico colhido anteriormente e de conservacdo facil, a temperatura

ambiente ou sob refrigeracéo, a + 4°C, durante até 36 semanas (Maia et al, 2006).

Actualmente, diversos autores recomendam o recurso a reaccdo de PCR como complemento aos
dados obtidos no exame clinico e seroldgico dos canideos, em particular nas situagdes cuja
serologia apresenta resultados duvidosos ou em caso de anergia, bem como para detectar eventuais
reaccOes cruzadas na serologia (Reale et al, 1999; Solano-Gallego et al, 2009). Mais recentemente,

tém sido desenvolvidos métodos de PCR quantitativo em tempo real para a deteccdo de DNA de
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Leishmania spp. Esta técnica apresenta uma sensibilidade superior & da PCR convencional —
possibilita a deteccdo de até 0,2 parasitas/ml de amostra, em contraste com a técnica convencional,
que apresenta um limite de deteccdo de 30 parasitas/ml de amostra (Francino et al, 2006). Deste
modo, diversos autores recomendam o recurso a técnica de PCR quantitativo em tempo real, quer
para distinguir individuos infectados assintomaticos dos clinicamente doentes, quer como método
auxiliar na monitorizacdo da evolucao clinica e da eficacia terapéutica dos pacientes (Francino et al,

2006; Solano-Gallego et al, 2009).
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Objectivos

Objectivo geral: determinar a prevaléncia de leishmaniose na populacdo canina da area em estudo
(Concelhos de Setubal e Palmela), recorrendo a aplicacdo de técnicas serologicas (teste de
aglutinacdo directa, contra-imunoelectroforese e imunofluorescéncia indirecta) e métodos
moleculares (PCR classico em amostras de sangue periférico). O valor determinado baseia-se nos
resultados obtidos em dois grupos de canideos: cdes com dono, assistidos numa clinica veterinaria
situada em Palmela e Setdbal (grupo designado por “Clinica”), e cdes acolhidos por uma associacdo

de defesa de animais, localizada em Setubal (grupo que recebeu a designagio “Associagdo”).

Outros objectivos:

- Auvaliar se ha diferenca na prevaléncia da doenca entre os dois grupos de cdes em estudo;
- Determinar potenciais factores de risco para a infec¢éo, tais como:

- Género;

- Peso;

- Pelagem;

- Local onde o céo foi adquirido;

- Convivéncia com outros caes;

- Uso de agentes repelentes do vector (piretroides);

- Habitat (interior/exterior);

- Presenca de sinais clinicos de doenga.
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Materiais e métodos

Area do estudo

O trabalho foi realizado com canideos oriundos dos Concelhos de Setubal e Palmela. Representa
uma area geografica de 630 km?, com 167 mil habitantes. De acordo com os dados fornecidos pela
Divisdo de Identificagdo Animal, Registo e Licenciamento de Exploragdes, da Divisdo Geral de
Veterinaria, estdo registados 1789 cdes no Concelho de Setubal e 2465 no de Palmela. No entanto,
sabe-se que uma grande maioria dos proprietarios ndo procede ao registo dos canideos. Assim, uma
estimativa mais realista do nimero de cdes existentes na area em estudo (dada por uma média de
um cdo por cada quatro habitantes) serd de aproximadamente 41,75 mil.

Tomando como referéncia os valores de dimensdo da amostra usados no inquérito nacional
efectuado no ano de 2009 pelo Observatorio Nacional para a Leishmaniose, foi considerada
adequada uma amostra aleatoria constituida por 100 cées assistidos na clinica veterinaria “VetSet”
(grupo designado “Clinica”) e 83 cées abrigados por uma associacdo de defesa de animais, situada

em Setubal (grupo de caes designado “Associag¢do”).
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Colheita das amostras biolégicas

Procedeu-se a colheita de amostras de sangue periférico a 100 caes, com idade superior a um ano,
seleccionados aleatoriamente entre os animais que foram observados na clinica “VetSet” (grupo
designado “Clinica”) em Palmela e Setubal, entre os meses de Agosto e Dezembro, 2009 e a 83
cdes existentes numa associacdo de defesa de animais, sita em Settbal, no mesmo periodo de tempo
(grupo designado “Associacdo). As amostras biologicas receberam o cddigo V1 a V100, para as
colheitas efectuadas na clinica, e S1 a S83 para as amostras bioldgicas obtidas em cées da
associacdo. A colheita de sangue até 2 ml foi realizada na veia cefalica, veia safena lateral ou
jugular. Parte da amostra foi conservada em papel de filtro Whatmann n°3 e o restante foi colocado
em tubo seco, para a obtencdo de soro por centrifugacdo (1500 rotagGes por minuto, durante 10
minutos). As amostras foram congeladas até a sua utilizacao.

Para cada canideo, foi preenchido um questionario com informacao relativa ao resenho do animal,
local onde foi adquirido (designado “aquisi¢@o), habitat, aplicacdo de agentes insecticidas e/ou

repelentes do vector, e outros dados considerados relevantes (Fig. 3).

IX Curso DE MESTRADO EM PARASITOLOGIA MEDIGA
INSTITUTO DE HIGIENE E MEDICINA TROPICAL
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

VetSet

Nome do Proprietario:

Morada:

Codigo Postal:

Telefone: Datada colheita:

Nome do Cdo: Sexo: Datade Nascimento:
Raga: Peso: Cor:
Pelagem; curta média lnga sz  ondulada  cerdosa

Aquisigdo: ruz criador particular outro:
Uso de anti-parasitario externo:
Qual? Frequéncia da aplicagdo:
Habitat: interior misto  shexterior-canil =0 exterior-quintal
Coabitagdo com outros cdes: sim nao
Deslocagdes:emPortugal................ Npestrangeiro
Sinais clinicos: ausentes dermatolégicos  linfadenomegalia viscerais
Conhecimento da doenga pelo proprietario:sim  ndo

Figura 3 - Questionario preenchido para cada canideo envolvido no estudo.
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O soro foi utilizado para realizacdo de teste de aglutinagdo directa. Os soros com resultados
positivos para esta prova foram submetidos a contra-imunoelectroforese, re-congelados e
posteriormente submetidos a imunofluorescéncia indirecta. Os trés cdes da clinica com serologia
positiva, que ndo estavam a ser submetidos a terapéutica para leishmaniose canina, foram sujeitos a
puncdo medular e zaragatoa de conjuntiva palpebral. Com cada amostra de medula 6ssea procedeu-
-se a preparacdo em esfregaco e observacdo microscopica. A restante amostra bioldgica foi
conservada em papel de filtro para posterior extraccdo de DNA e realizacdo de PCR, utilizando
primers dirigidos a diferentes localizaces do genoma do parasita: minicirculos de kDNA
(designado método DNA cinetoplastideal — Vortes et al, 2004), gene que codifica para a subunidade
pequena de RNA ribossomal (com a designacdo método 18SrRNA — Van Eys et al, 1992) e regido
ndo codificante transcrita, situada entre os genes que codificam para as subunidades grande e
pequena de RNA ribossomal (designado método ITS — El Tai et al, 2000). Procedeu-se igualmente
a extraccdo de DNA das amostras bioldgicas de conjuntiva palpebral, para realizacdo de PCR. Nos
caes seropositivos da associagdo ndo foi possivel realizar a colheita de amostras de medula dssea
nem conjuntiva palpebral, por o espaco disponivel ndo reunir condi¢cbes que permitissem a
realizacdo do procedimento com seguranga para humanos e caes envolvidos.

O sangue periférico conservado em papel de filtro foi utilizado para extracgdo de DNA e reacgdo de
PCR, utilizando primers dirigidos aos minicirculos de KDNA. Dois cdes da associacdo com
serologia negativa apresentaram reac¢do de PCR positiva no sangue periférico. A estes canideos,
procedeu-se a uma segunda colheita de sangue periférico (em Fevereiro, 2010), para repeticao de

todas as provas serologicas e moleculares.

29



Teste de aglutinacdo directa (DAT)

Material

Amostras de soro de canideo, apds descongelagéo;

- Placa de microtitulacdo, com pogos de fundo cénico (Grenier 96k, V-form, 651101);

- Pipeta multicanal (2 — 200 pl);

- Micropipeta (1 — 10 pl);

- Ponteiras plasticas para micropipeta;

- Liquido de diluicéo — soro fisiolégico (NaCl 0,9%) contendo 0,2 M 2-mercaptoetanol,;

- Antigénio de Leishmania donovani (MHOM/SD/68/15) liofilizado (KIT Biomedical
Reseach, Amsterdam), contendo 5x10" promastigotas/ml ap6s a reconstituico;

- Pipeta de vidro graduada, de 5ml;

- Estufa de incubacao.

Procedimento

Utilizando a pipeta multicanal, colocaram-se 192 ul de liquido de diluicdo na primeira

coluna da placa de microtitulacéo;

- Colocaram-se 50 ul de liquido de dilui¢do nos pogos das restantes colunas;

- Usou-se a primeira linha como “Controlo do antigénio”, na qual ndo foi colocado nenhum
SOro;

- A segunda linha foi usada como controlo positivo; colocou-se 8 pl de um soro positivo no
primeiro poco;

- A terceira linha foi usada como controlo negativo, na qual se colocaram 8 ul de um soro

negativo no primeiro poco;
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Nas linhas restantes, adicionaram-se 8 pl de soro de canideo a cada pogo da primeira coluna
(diluicéo 1:25);

Usando a pipeta multicanal, transferiram-se 50 pl do conteldo da primeira coluna para a
segunda (diluicdo 1:50). Misturou-se trés vezes e transferiu-se 50 ul da segunda para a
terceira. Procedeu-se desta forma até a sexta coluna (diluicdo 1:800). Na ultima coluna,
descartaram-se 50 pl;

Incubou-se a placa tapada, em estufa a 37°C, durante uma hora;

Adicionaram-se 5 ml de soro fisiologico ao antigénio liofilizado, de modo a obter uma
suspensdo com 5x10° promastigotas de L. donovani (MHOM/SD/68/15)/ml. A suspens&o
foi deixada em repouso durante 5 minutos, a temperatura ambiente, antes de ser utilizada;
Adicionaram-se 50 pl da suspensao de antigénio a cada pogo;

Incubou-se a microplaca a temperatura ambiente durante 18 horas, numa superficie plana e
horizontal;

Observaram-se os resultados contra uma superficie branca. Consideraram-se positivos 0s
pocos cujo fundo apresentava uma coloracdo azul difusa e negativos aqueles que

apresentavam um pequeno ponto compacto, azul forte, no vértice do fundo conico.
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Contra-imunoelectroforese (CIE)

Material

- Alimentador de corrente (Sebia GD61E);

- Tina de electroforese (Sebia);

- Tiras de acetato de celulose gelificado (Cellogel) com 14 cm x 5,7 cm x 200 pm;

- Suporte para as tiras de acetato de celulose (Sebia);

- Tinas para coloracdo e para descoloragéo;

- Soro fisiolégico (NaCl 0,9%);

- Tampao barbital 0,08 mol/Il, pH 8,2 (16 g barbital sédico — Merck + 1000 ml &4gua destilada
+ 20 ml acido cloridrico N);

- Solucdo de azul brilhante de Coomassie (5 g azul brilhante de Coomassie —Sigma + 1000 ml
solucdo descolorante);

- Solucéo descolorante (500 ml metanol p.a. + 400 ml 4gua destilada + 100 ml acido acético
glacial p.a.);

- Solucdo fixadora (50 ml &cido acetico glacial + 1000 ml &4gua destilada);

- Antigénio soltvel de concentragdo proteica 0,5 mg/ml, diluido 1:2;

- Amostras de soro de canideo.

Procedimento

- Imergiram-se as tiras de acetato de celulose em tampéao, durante a noite, a + 4°C;
- As tiras de acetato de celulose foram secas entre duas folhas de papel de filtro e colocadas
em suportes;

- Colocaram-se os suportes na tina contendo tampao;
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Colocou-se 15 pl de soro no lado do anodo e 15 pl de antigénio no lado do céatodo,
linearmente, a uma distancia de 1,5 cm. Foram colocados dois soros por tira;

Em cada ensaio, utilizou-se um soro de controlo positivo e um negativo;

Procedeu-se a electroforese a uma voltagem constante de 75 V/cm, durante duas horas, a
temperatura de + 4°C;

As tiras foram removidas e lavadas em banhos sucessivos de soro fisioldgico, durante 60
minutos, em agitacdo permanente;

Imergiram-se as tiras de acetato de celulose na solugdo corante, durante sete minutos,
mantendo a agitagdo permanente;

Ainda em agitacdo permanente, colocaram-se as tiras de acetato de celulose na solugdo

descorante, até que os arcos de precipitacdo fossem evidentes.
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Imunofluorescéncia indirecta (IFI)

Material

- Microscopio de iluminacdo ultra-violeta (Zeiss Jenamed);

- Estufa de incubacéo;

- Cémara himida;

- Micropipetas de 490 pl, 350 ul, 50 pl e 10 pl;

- Pipetas de vidro graduadas de 5 ml, 2 ml e 0,1 ml;

- Caixas de vidro com suporte para laminas de microscopia;

- La&minas para imunofluorescéncia com 10 circulos (bioMérieux) sensibilizadas com o
antigénio (promastigotas de Leishmania infantum (MHOM/PT/88/IMT151) zimodeme
MON-1), congeladas a — 80°C;

- Lamelas de 60 mm x 24 mm;

- Tampéo fosfato salino — PBS (Nacl 0,15 M tamponado a pH 7,2, com fosfato 0,01M);

- Conjugado canino (anticorpo anti-imunoglobulina G canina, marcado com isotiocianato de
fluoresceina), usado na dilui¢do 1/100 em solucdo tamponada de azul de Evans;

- Solucgdo tamponada de azul de Evans (1/10 000), obtida a partir de uma solucéo de azul de
Evans 1/100;

- Glicerina bidestilada tamponada a pH 7,2;

- Acetona;

- Soro de canideo.
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Procedimento (segundo Abranches, 1984)

As laminas sensibilizadas com antigénio foram descongeladas e secas ao ar;

- Imergiram-se as ldaminas em acetona durante dez minutos, a temperatura ambiente, apds o
que foram secas ao ar;

- Diluiram-se as amostras e 0s soros de controlo positivo e negativo em solugdo tampé&o, numa
progressao geométrica de dois (1/64, 1/128, 1/256, ...),

- Colocou-se 25 pl de cada diluicdo no circulo respectivo da lamina;

- Incubaram-se as laminas em camara himida, em estufa a 37°C, durante 30 minutos;

- As laminas foram lavadas em solucdo tampdo e imersas naquela solucdo durante 10
minutos. As laminas foram secas com recurso a um ventilador, a temperatura ambiente;

- Diluiu-se o conjugado em solugdo tamponada de azul de Evans;

- Colocou-se 25 pl de conjugado em cada circulo da lamina;

- Repetiu-se a incubacéo e a lavagem das laminas, como anteriormente;

- Colocaram-se duas gotas de glicerina tamponada sobre as laminas, previamente secas;

- Procedeu-se a leitura dos resultados em microscépio de fluorescéncia.
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Reacg¢do em cadeia da polimerase (PCR)

Extraccao de DNA - material e reagentes

Kit comercial para isolamento de &acidos nucleicos, para PCR e Southern Blotting (High
Pure PCR Template Preparation Kit — Roche Diagnostics GmbH);

Tubos Eppendorf de 1,5 ml;

Banho-Maria;

Micropipetas de 100 pl e 1000 pl;

Ponteiras plasticas para micropipeta;

Microcentrifugadora refrigerada;

Amostras de sangue periférico ou de medula 0ssea de canideo conservadas em papel de

filtro Whatmann 3 (Fig. 4); zaragatoa de conjuntiva palpebral.

Extrac¢ao de DNA - procedimento

Recortou-se quatro circulos com 4 mm de didmetro de cada papel de filtro impregnado com
sangue periferico ou medular e colocaram-se os circulos recortados em tubos Eppendorf
identificados (Fig.5); no caso das amostras de conjuntiva palpebral, a por¢do da extremidade

da zaragatoa foi colocada no interior do tubo;

Figura 4 - Papel de filtro com amostra de sangue. Figura 5 - Tubo Eppendorf com papel de

filtro para extraccdo de DNA.

36



- Aplicou-se as amostras de sangue periférico, medula dssea e conjuntiva o protocolo
recomendado pelo fabricante do kit para isolamento de acidos nucleicos a partir de tecido de
mamifero;

- Conservou-se 0s acidos nucleicos isolados a temperatura de -20°C.

Reaccdo de PCR - material e reagentes

- Termociclador;

- Tubos Eppendorf de 0,5 ml e 1,5 ml;

- Micropipetas de 10 pl, 20 pl, 100 pl e 200 pl;

- Ponteiras plasticas para micropipeta;

- Agua bidestilada estéril para injectaveis (Labesfal);

- Tampéo de reaccdo (16 mM (NH,4),SO4; 67 mM Tris-HCI pH 8,8);
- Solucéo de cloreto de magnésio (1,5 mM MgCly);

- Desoxinucleétidos (0,2 mM dNTP);

— O conjunto de primers utilizado foi seleccionado de acordo com o método de PCR aplicado
(Quadro II). Primer forward (5 pmol) e primer reverse (5 pmol);

- Taq polymerase (1U);
~ Acidos nucleicos extraidos a partir de amostras de sangue periférico ou de medula 6ssea de

canideo, conservadas em papel de filtro, e de zaragatoa de conjuntiva palpebral.
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Quadro Il — Métodos de PCR e sequéncias alvo

PCR - sequéncia alvo Primer

Oligonucleotido

Minicirculos de KDNA MC1 — forward
(método DNA
cinetoplastideal — Cortes et

al, 2004) MC2 — reverse
Gene que codifica para a R174 — forward
subunidade pequena de

rRNA (método 18SrRNA —

Van Eys et al, 1992) R798 —reverse
Regido intragénica® L5.8S — forward
(método ITS — El Tai et al,

2000)

LITSR — reverse

5’GTTAGCCGATGGTGGTCTTG3’

5’CACCCATTTTTCCGATTTTG3’

5’GGTTCCTTTCCTGATTTACG3’

5’GGCCGGTAAAGGCCGAATAG3’

5S’TGATACCACTTATCGCACTT®’

5’CTGGATCATTTTCCGATG3’

! _ Regido ndo codificante transcrita, situada entre os genes das subunidades grande e pequena de RNA ribossomal.

Reaccdo de PCR - procedimento

- Para o DNA obtido a partir de amostras de sangue periférico, apenas se realizou PCR tendo

como sequéncia-alvo os minicirculos de kDNA. As amostras de sangue periférico

correspondentes a cdes seronegativos foram analisadas em pools de 4. As amostras

bioldgicas obtidas em cées seropositivos foram analisadas individualmente. Ao produto de

extraccdo das amostras de medula dssea e conjuntiva palpebral aplicaram-se as PCR usando

primers dirigidos a trés sequéncias-alvo distintas;

- Por cada reaccao, utilizou-se:

- 5 pl de produto da extraccdo de DNA (de uma amostra, ou do conjunto de 4 amostras

bioldgicas);

- 20 pl de solucdo de reaccdo contendo os volumes de reagente descritos no Quadro

- As condicdes técnicas de amplificacdo do DNA estdo apresentadas no Quadro IV:
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- O produto de amplificacdo obtido foi conservado a + 4 °C até a realizacdo da electroforese.

Quadro 111 - Solucéo de reaccgdo das PCR utilizadas

18SrRNA

(Van Eys et al, 1992)

ITS
(El Tai et al, 2000)

Método DNA cinetoplastideal
(Cortes et al, 2004)
Agua bidestilada 5,30 pl
Tampéo de reaccéo 5,00 pl
Cloreto de magnésio 3,00 pl
Desoxinucleotidos 0,50 pl
Primer forward 3,00 pl
Primer reverse 3,00 pl
Tag polymerase 0,20 pl

10,30 pl
5,00 pl
3,00 pl
0,50 pl
0,50 pl
0,50 pl

0,20 pl

30,30 p
10,00 l
2,50 pl
1,00 pl
2,50 l
2,50 l

0,20 l

Quadro 1V - Condig6es de amplificacdo para as PCR utilizadas

Método DNA cinetoplastideal

(Cortes et al, 2004)

18SrRNA

(Van Eys et al, 1992)

ITS
(El Tai et al, 2000)

Desnaturacdo inicial 94 °C — 2 minutos

Desnaturacdo 94 °C — 20 segundos
3
S Annealing 60 °C — 20 segundos
S
® Extens3o 72 °C — 30 segundos

Extensao final 72 °C — 5 minutos

94 °C — 2 minutos

94 °C — 20 segundos
60 °C — 20 segundos
72 °C — 30 segundos

72 °C — 5 minutos

80 °C — 2 minutos

+
94 °C — 5 minutos

94 °C — 30 segundos
53 °C — 30 segundos
72 °C — 30 segundos

72 °C — 5 minutos
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Electroforese dos produtos amplificados

Preparou-se o gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio (0,5 pug/ml);

- Colocou-se 10 pl de produto da reaccdo de PCR em cada poco do gel de agarose e 5 pl do
marcador de 100 pares de bases;

- Realizou-se a electroforese a 110 mV, 400 mA, durante 60 minutos;

- Observaram-se os resultados da electroforese sob radiacao ultra-violeta.
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Tratamento estatistico dos resultados

Utilizou-se o programa SPSS Statistics, versdao 17.0 para o Windows para proceder a analise
estatistica dos resultados obtidos.

Aplicou-se o0 teste de qui-quadrado para determinar se existiam diferencas estatisticamente
significativas entre os resultados obtidos para os dois grupos de cdes estudados, tendo como base a
técnica de DAT.

A avaliacdo dos potenciais factores de risco para a infeccdo por L. infantum foi efectuada com
recurso ao teste de qui-quadrado. Nos casos em que os dados ndo reuniram as condicdes de
aplicabilidade do teste estatistico referido, recorreu-se a metodologias de regressao linear.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para valores de p<0,05.
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Resultados

Questiondrios

Para cada canideo estudado, foi preenchido o questionario apresentado na Figura 3 (em Materiais e
Métodos).

Segundo a andlise dos resultados dos questionarios, no que respeita aos cdes provenientes da
Associacdo, foram todos acolhidos da rua em data indeterminada. Na altura do estudo, habitavam
em canil exterior, em contacto com outros cdes. Em 83 canideos, 76 eram de raca indefinida e
apenas 7 aparentavam ser de raca (3 Pit Bull, 1 Border Collie, 1 Podengo Portugués pequeno e 1
Shar Pei). Segundo uma classificacdo dos canideos de acordo com 0 peso em animais de pequeno
porte (peso inferior a 10kg), médio (peso compreendido entre 10 kg e 25 kg) e grande (peso
superior a 25 kg), foram encontrados 20 cées pequenos, 38 médios e 25 grandes. A maioria dos cédes
do grupo da Associacdo (57/83) apresentava pelagem curta, 23 possuiam pelagem de comprimento
médio e apenas 3 apresentavam pelagem longa. No que respeita ao género, 48 eram fémeas e 35
eram do sexo masculino. A idade dos cdes abrigados pela Associacdo é desconhecida. Em apenas
9/83 se efectuava a aplicacdo regular de piretréides na forma de coleira impregnada ou de uncéo
punctiforme: 6 previamente diagnosticados com leishmaniose canina, 2 usados como dadores de
sangue e 1 apadrinhado por um particular. Pelo que foi observado no exame fisico abreviado, 15
dos cdes apresentavam sinais compativeis com leishmaniose canina, a maioria dos quais de natureza
dermatoldgica (12/15). Um apresentava sinais oculares de doenca e 2 apresentavam sinais
dermatoldgicos e caquexia, sugestiva de envolvimento visceral da infecgéo.

Os cédes cuja colheita de amostras biologicas foi efectuada na Clinica foram adquiridos em
condicdes variadas, como é apresentado no Quadro V. Dos 100 cédes envolvidos no estudo, 34
tinham nascido na casa dum cidaddo comum e oferecidos ao proprietario actual (designados por

“Particular” no Quadro V), 29 foram comprados a criadores e 21 haviam sido acolhidos da rua.
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Nove haviam nascido na mesma casa onde viviam actualmente (designados “Nascido na casa do
actual proprietario” no Quadro V), quatro foram resgatados dum Canil Municipal, 2 foram
adquiridos numa Associacdo de defesa de animais e apenas um foi comprado numa loja de

comércio de animais de companhia.

Quadro V - Proveniéncia dos canideos da Clinica

Aquisicao Numero de individuos
Particular 34
Criador 29
Acolhido da rua 21
Nascido na casa do actual proprietario 9
Canil municipal 4
Associacdo de defesa de animais 2
Loja de animais 1

No que respeita ao tipo de habitat destes animais, observou-se:

- 29 cdes viviam exclusivamente no interior de casa;

- 36 passavam aproximadamente tanto tempo no interior como no exterior das habitacoes;

- 35 eram cées exclusivamente de exterior, dos quais 21 permaneciam num quintal e 14 em

canil.

Ao contréario do que se observou para os cdes da Associacdo, no caso do grupo de cdes da Clinica
apenas 37 apresentavam raga indefinida. Os restantes 63 eram de raga pura. As ragas mais
representadas foram as racas Boxer (6 individuos), Caniche (5 cdes), Labrador Retriever e Pit Bull
(4 individuos de cada raca). Oito caes eram de raga nacional (Perdigueiro, Podengo Pequeno, cdo de
Castro Laboreiro, cdo da Serra da Estrela e Rafeiro alentejano). Os restantes 36 cées pertenciam a

um conjunto muito variado de 29 racas diferentes. De acordo com a classificagdo de porte ja
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referida para o grupo de cédes da Associagdo, no grupo de cées da Clinica observaram-se 24 cdes de
pequeno porte, 39 cdes de porte médio e 37 cdes de grande porte. Neste grupo de cées, 51
apresentavam pelagem curta, 35 tinham pelagem de comprimento médio e 14 tinham de pelagem
longa. Em 100 cées envolvidos no estudo, 47 eram do sexo feminino e 53 do masculino. Os cées
analisados tinham idade compreendida entre 1 e 15 anos (a data da colheita), sendo a média etaria
da amostra populacional estudada de 6 anos. A aplicacdo de piretroides era efectuada em 65/100
caes da Clinica, mas em apenas 36 a aplicacdo era efectuada de forma a proporcionar uma
proteccdo adequada contra a picada do fleb6tomo vector de L. infantum. Dos 100 caes observados
na clinica, 22 apresentavam sinais clinicos compativeis com leishmaniose canina: 17 cées
apresentavam apenas sinais de natureza dermatolégica, um apresentava sinais oculares, trés tinham
sinais viscerais (faléncia renal cronica) e um cdo tinha sinais viscerais e dermatoldgicos sugestivos
de leishmaniose canina.

Os dados obtidos mediante o preenchimento dos questionarios estdo sumarizados no Quadro VI.
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Quadro VI - Resumo dos resultados dos questionarios realizados no estudo

Associacdo  Clinica
Aquisicao Acolhido da rua 83 21
Outra 0 79
Habitat Exterior — canil 83 14
Exterior — quintal 0 21
Interior 0 29
Misto 0 36
Pelagem Curta 57 51
Média 23 35
Lisa 3 14
Porte Pequeno (< 10 kg) 20 24
Médio (10 — 25 kg) 38 39
Grande (> 25 kg) 25 37
Presenca de sinais Sim 15 22
clinicos da doenca Néio 63 -
Raca Indefinida 76 37
Pura 7 63
Sexo Feminino 48 47
Masculino 35 53
Uso adequado de Sim 9 36
piretroides Néio 24 6
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Teste de aglutinagdo directa (DAT)

Considerando como positivo um titulo de anticorpos aglutinantes igual ou superior a 1:400 (Figura
6), obtiveram-se resultados positivos em 5/100 amostras obtidas em cées da Clinica e 8/83 amostras
obtidas em cées da Associagao.

Considerando estes resultados, a seroprevaléncia de leishmaniose canina para a amostra
populacional estudada foi de 7,1%, sendo de 5,0% para o grupo de cdes da Clinica (considerados

com dono) e de 9,6% para o grupo de cédes da Associagdo (considerados sem dono).

Controlo de antigénio
Controlo positivo
Controlo negativo
Soro negativo

Soro positivo (>1:800)

Figura 6 — Reaccéo de aglutinacdo directa em microplaca.
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Reacg¢do em cadeia da polimerase (PCR)

Foi detectada a presenca de DNA de L. infantum em amostras de sangue periférico de dois canideos
da Associacdo (Figura 7). A colheita das amostras fora efectuada em Setembro e Outubro (meses
em que ocorre transmissdo da doenca) e ambos os canideos eram seronegativos pelo teste de
aglutinacdo directa. Por outro lado, ndo foi possivel demonstrar a presenca de material genético de
L. infantum no sangue periférico de nenhum dos cdes seropositivos envolvidos no estudo. O facto
poderd estar relacionado com a inconstancia da parasitemia na infeccdo por este protozodrio, que

torna impossivel prever quando um céo infectado apresenta parasitas circulantes.

8- 9 10 11 12

Figura 7 - Resultados ap0s electroforese dos produtos da reaccdo de PCR (M — marcador de 100 pares de bases; linha 1
—amostra S23, com resultado positivo; linha 2 — amostra S61, com resultado positivo; linhas 3 a 10 — amostras S59,
S60, S62, S79, S80, S81, S82, S83 com resultados negativos; linha 11 — controlo negativo; linha 12 — controlo
positivo).

A colheita de amostras de sangue periférico destes pacientes foi repetida fora da época de
transmissdo da doenca (em Fevereiro, 2010), com 0 objectivo de repetir os testes serologicos e
moleculares. A repeticdo da colheita durante um periodo em que ndo se verifica transmissdo de
Leishmania infantum visou eliminar a possibilidade de contaminacdo das amostras bioldgicas
analisadas com material parasitario com origem ambiental. Com efeito, verificou-se que ambos os
canideos mantiveram a seronegatividade e ndo foi possivel detectar a presenca de DNA de L.

infantum nas amostras de sangue periférico colhidas em Fevereiro.
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Provas adicionais

Os soros com resultado positivo e um com titulo 1:200 no teste de aglutinacdo directa, bem como os
soros correspondentes a canideos com PCR positivo no sangue periférico foram submetidos a
contra-imunoelectroforese (CIE) e a teste de imunofluorescéncia indirecta (IFI).

Consideraram-se positivos na prova de contra-imunoelectroforese os soros para os quais se forma

um ou mais arcos de precipitacdo no suporte de acetato de celulose (Figura 8).

Figura 8 — Contra-imunoelectroforese (resultado positivo a direita).

Para a imunofluorescéncia indirecta, foram considerados positivos 0s soros com titulos de
anticorpos iguais ou superiores a 1:128.

Todos os testes serologicos foram negativos para o0s soros obtidos dos canideos com PCR positivo
em sangue periférico (amostras S23 e S61).

No que diz respeito aos cdes do grupo da Clinica com resultados positivos no teste de aglutinacéo
directa, apenas um (V55) obteve resultado positivo nas provas de contra-imunoelectroforese e
imunofluorescéncia indirecta. Tratava-se de um cdo em que tinha sido diagnosticada leishmaniose
canina a 24 de Julho de 2008, por imunofluorescéncia indirecta (titulo 1:160) e encontrava-se em

tratamento com alopurinol desde entdo. Os soros dos outros quatro cdes com resultados positivos no
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teste de aglutinacdo directa proporcionaram resultado negativo em todos 0s outros testes serolégicos
(Quadro V11I).
Quanto ao grupo de cdes da Associacao:
- O soro S46 apresentou titulo 1:200 no teste de aglutinacdo directa (ainda considerado
negativo) e resultado negativo nas provas de contra-imunoelectroforese e
imunofluorescéncia indirecta;

- Dos 8 soros com resultados positivos no teste de aglutinagéo directa:

3 (S9, S44 e S72) apresentaram resultado positivo em ambas as provas serolégicas

adicionais;

- 3 (S34, S45 e S82) apresentaram resultado positivo na prova de contra-
imunoelectroforese e negativo na de imunofluorescéncia indirecta;

- 1 (S73) apresentou resultado negativo na prova de contra-imunoelectroforese e
positivo no teste de imunofluorescéncia indirecta;

- 1 (S67) apresentou resultado negativo em ambas as provas seroldgicas adicionais.

Os resultados obtidos estdo resumidos no Quadro VII:
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Quadro VII - Resultados dos testes realizados aos soros positivos ou duvidosos

Cddigo DAT PCR CIE IFI

V8 >1:800 Negativo  Negativo  Negativo

V47 1:400 Negativo  Negativo  Negativo (1:32)
V52 >1:800 Negativo  Negativo  Negativo

V55 > 1:800 Negativo  Positivo  1:512

V85 >1:800 Negativo  Negativo  Negativo (1:8)
S9 >1:800 Negativo  Positivo  1:1024

S23 Negativo Positivo ~ Negativo  Negativo

S34 >1:800 Negativo  Positivo  Negativo (1:64)
S44 >1:800 Negativo  Positivo  1:2048

S45 > 1:800 Negativo  Positivo  Negativo (1:8)
S46 Negativo (1:200) Negativo  Negativo  Negativo (1:16)
S61 Negativo Positivo  Negativo  Negativo

S67 >1:800 Negativo  Negativo  Negativo (1:32)
S72 >1:800 Negativo  Positivo  1:512

S73 1:400 Negativo  Negativo 1:128

S82 1:400 Negativo  Positivo  Negativo (1:32)

Dos cinco pacientes seropositivos da Clinica Veterinaria, um (V55) encontrava-se em tratamento
com alopurinol ha um ano. Os restantes foram chamados para realizar pun¢do medular e zaragatoa
conjuntival, para confirmacgédo do resultado. Apenas trés compareceram (V8, V47 e V85), todos eles
assintomaticos para leishmaniose canina, embora dois habitassem em casas onde ja haviam sido
diagnosticados casos da doenca (V47 e V85).

As amostras obtidas por zaragatoa conjuntival foram analisadas por PCR e todos os resultados
foram negativos.

As amostras de medula dssea foram submetidas a citologia e extraccdo de DNA para realizagéo de

PCR segundo os trés protocolos descritos em Materiais e Métodos.
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Na citologia, foram raras as imagens compativeis com formas amastigota de L. infantum. Uma das

amostras apresentava também microfilarias (Fig. 9).

Figura 9 - Citologia de medula 6ssea (microfilaria na amostra V47. Ampliagcdo 1000x)

Visualizou-se a presenca de DNA de L. infantum em amostras obtidas a partir dos trés canideos
seropositivos estudados, quando aplicado o protocolo de PCR mais sensivel, baseado nos
minicirculos de DNA cinetoplastideal, e apds a realizacdo de uma segunda extraccdo de DNA a
partir de amostras de medula 6ssea conservadas em papel de filtro, a semelhanca do descrito para as
amostras de sangue periférico (Figura 10). A realizacdo da segunda extraccdo de DNA foi
necessaria devido a distribuicdo heterogénea dos elementos celulares na medula éssea. Deste modo,
para a segunda extraccdo de DNA seleccionaram-se as areas de aparéncia mais grumosa da amostra
de medula 6ssea, onde a probabilidade de existirem células da linhagem mielGide (susceptiveis a

infeccdo por L. infantum) é mais elevada.

51



M 12345678 9M1234567 389

Figura 10 - Gel de electroforese - amostras de sangue periférico e medula éssea. Linhas 3, 4 e 5 da parte A com
resultado positivo. (A — método KDNA; B — método 18SSRNA. M — marcador de 100 pares de bases; 1 — S23, sangue
periférico 20/02/2009; 2 — S23, sangue periférico 14/02/2010; 3 — V85, medula éssea; 4 — V47, medula 6ssea; 5 — V8,

medula éssea; 6 — S61, sangue periférico 20/02/2010; 7 — S61, sangue periférico 24/10/2009; 8 — controlo negativo; 9 —
controlo positivo)
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Testes estatisticos

Utilizando o programa SPSS Statistics (versdao 17.0 para Windows), foram comparados os dois
grupos de cdes estudados relativamente aos resultados do teste de aglutinagéo directa, utilizando o
teste de qui-quadrado. N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os
dois grupos de cées envolvidos no estudo (p=0,224).

Quanto a avaliacdo dos potenciais factores de risco, apenas foi aplicado o teste de qui-quadrado a
variavel “sexo”. Nado foi demonstrada associagdo estatistica entre o sexo do individuo ¢ a
seropositividade (p=0,885).

Os potenciais factores de risco “porte”, “tipo de pelagem”, “aquisicdo”, “habitat ”, “coabitacdo com
outros cdes”, “uso correcto de repelentes do vector” e “presenca de sinais clinicos compativeis com
leishmaniose canina” ndo cumpriam os requisitos para a aplicacdo do teste de qui-quadrado, pelo
que foram avaliados com recurso a metodologias de regresséo linear. Trabalhando com um
intervalo de confianca de 95%, nenhum destes factores demonstrou aumentar o risco de infeccéo
por L. infantum para a amostra populacional de canideos incluida no estudo.

Apesar de os resultados obtidos ndo serem estatisticamente significativos, sugerem tendéncias para
a influéncia de alguns factores de risco na probabilidade de obter resultados positivos no teste de
aglutinacdo directa. Tomando como referéncia do valor de razdo de probabilidade (odds ratio, ou
OR, no Quadro VIII), os factores de risco com valores de razdo de probabilidade inferior a 1
consideram-se que reduzem a probabilidade de o canideo ser positivo e os valores superiores a 1
aumentam esta probabilidade. Assim, aumentam a probabilidade de obter resultado positivo no teste
de aglutinacdo directa os factores: peso inferior a 10 kg (OR=2,521), ou compreendido entre 10 e
25 kg (OR=1,366), pelagem curta (OR=1,120) e ndo co-habitar com outros cdes (OR=1,398). Por
outro lado, reduzem a probabilidade de obter resultado positivo naquele teste seroldgico os factores

de risco: aquisicdo diferente do acolhimento da rua (OR=0,811), habitat no interior (OR=0,800) ou
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misto (OR=0,309), a ndo aplicacdo de repelentes do vector (OR=0,347) e a auséncia de sinais

clinicos de doenca (OR=0,542). Estes resultados sdo resumidos no Quadro VIII.

Quadro VIII - Resultados obtidos nos testes de regresséo linear

Factor de risco OR Valor p
Aplicacao de piretroides Né&o 0,347 0,071
Sim Referéncia
Aquisicao Na rua Referéncia
Outra 0,811 0,723
Co-habitagdo com outros cdes  N&o 1,398 0,393
Sim Referéncia
Habitat Exterior Referéncia
Interior 0,800 0,781
Misto 0,309 0,270
Pelagem Curta 1,120 0,848
Média ou longa  Referéncia
Peso <10 kg 2,521 0,223
10 - 25 kg 1,366 0,678
>25 kg Referéncia
Presenca de sinais clinicos Né&o 0,542 0,332
Sim Referéncia
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Discussao

Utilizando no nosso estudo o teste de aglutinacédo directa (DAT) como referéncia, foi determinado o
valor 7,1% para a seroprevaléncia de leishmaniose na amostra canina estudada. Este resultado esta
em conformidade com os dados obtidos no inqueérito nacional realizado em 2009 pelo Observatorio
Nacional das Leishmanioses, que estimou uma seroprevaléncia da infecgdo em cerca de 5% para o
distrito de Setubal. O valor foi determinado por DAT, numa amostra populacional constituida por
364 cées utentes de clinicas veterinarias da regido (Campino, comunicacao pessoal). Por outro lado,
num estudo anterior realizado na Peninsula de Setubal, a seroprevaléncia de leishmaniose canina foi
determinada em 11,5% (Abranches et al., 1983). Deste modo, parece ter ocorrido uma diminuicao
na prevaléncia da infeccéo ao longo dos Gltimos anos, nesta regido. Estes resultados contrastam com
outras regifes do pais, onde se verifica uma evolucdo no sentido inverso. Por exemplo, na regido de
Tras-0s-Montes, a seroprevaléncia de leishmaniose canina aumentou de 10,4% em 1989 para 20,4%
em 1999, embora se tenha verificado uma diminui¢cdo da percentagem de cdes sintomaticos
(Cardoso et al., 2004). Podemos sugerir alguns factores que possam contribuir para a diminuicéo da
seroprevaléncia da infecgdo, tais como a melhoria da qualidade de vida da generalidade dos cées
domeésticos ou 0 melhor conhecimento da doenca por parte dos proprietarios, conduzindo a adopcao
de medidas preventivas da transmissdo da infec¢do, como seja a aplicacdo de agentes repelentes do
vector ou a colocacao dos canideos no interior durante o periodo de actividade do insecto. De referir
que os proprietarios de 62/100 cdes do grupo da Clinica afirmaram ter conhecimento prévio da
doenca, mas apenas 36% faziam uso adequado de agentes repelentes de fleb6tomos. Cardoso et al.
(2004) sugerem, ainda, que o aumento do numero de portadores assintomaticos de L. infantum
possa estar relacionado com a aplicacdo crescente de protocolos terapéuticos aos cées infectados.
Este facto também pode ser responsavel pela diminuicdo da seroprevaléncia a nivel local, dado que

0s cées tratados tornam-se ndo infectantes para o vector e podem, ao fim de um periodo variavel de
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tempo, tornar-se seronegativos, embora a cura parasitologica ainda ndo seja possivel para os
canideos, com os farmacos de que dispomos actualmente.

No nosso estudo, para o grupo de clientes da Clinica (cdes com dono), foi calculada a
seroprevaléncia de leishmaniose canina de 5,0%. Por outro lado, o valor da seroprevaléncia dos
caes (considerados sem dono) da Associacao foi de 9,6%. Apesar de se observar uma diferenca de
4,6% entre os valores de seroprevaléncia dos dois grupos de canideos, verificou-se que, aplicando o
teste de qui-quadrado, essa diferenca ndo € estatisticamente significativa (p=0,224). Seria esperado
que os cédes do grupo da Clinica apresentasse menor prevaléncia da infeccdo, por terem melhor
maneio ambiental e alimentar, bem como pelo facto de muitos proprietarios procederem a aplicacao
de medidas profilaticas da transmissdo vectorial do protozoario. A semelhanca do nosso estudo,
num trabalho anterior, realizado na area de Lisboa, também ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas em termos de prevaléncia de leishmaniose canina entre a populacéo
de cées com e sem proprietario (Cortes et al, 2007).

Recorrendo ao mesmo suporte informatico, foi estudada a possivel influéncia das varidveis
“género”, “porte”, “pelagem”, “uso correcto de repelentes do vector”, “aquisi¢do”, “habitat”,
“coabitagdo com outros cdes” e “presen¢a de sinais clinicos de doenga” na prevaléncia da infeccao
por Leishmania infantum. Nenhum dos factores analisados provou constituir factor de risco para a
infeccdo de forma estatisticamente significativa. Possivelmente, a amostra populacional utilizada no
nosso estudo foi demasiado pequena para permitir a determinacdo de factores de risco para a
infeccdo, na regido em foco. N&o obstante, os resultados obtidos sugerem algumas tendéncias
(Quadro VIII, em Resultados). Deste modo, parece haver uma maior probabilidade de apresentarem
resultados positivos no teste de aglutinacéo directa os cées de porte pequeno (peso inferior a 10 kg)
ou médio (peso compreendido entre 10 e 25 kg), pelagem curta, aos quais 0s proprietarios nao
aplicam agentes repelentes do vector, que foram adquiridos na rua, os que habitam no exterior, ndo

co-habitam com outros cdes e 0s que apresentem sinais clinicos compativeis com leishmaniose
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canina. Os factores de risco “pelagem curta”, “habitat no exterior” e “presenga de sinais clinicos de
doenga” encontram-se em conformidade com trabalhos publicados anteriormente (Campino, 2004;
Gélvez et al, 2010). Ja os resultados obtidos para o factor de risco “porte” sdo contrarios as fontes
bibliograficas consultadas. Por exemplo, num estudo transversal de seroprevaléncia realizado na
regido de Madrid, entre 2006 e 2007, Galvez et al estabeleceram uma relagdo entre o pequeno porte
e uma menor incidéncia da infeccdo. No referido estudo, foram analisados 1076 cées, de 2006 a
2007. A seroprevaléncia determinada pela técnica de imunofluorescéncia indirecta (IFI) naquela
regido foi de 8,1%. Outros autores referem igualmente uma maior prevaléncia da infecgdo nos cées
de grande porte, nomeadamente das ragas Pastor Aleméo, Doberman e Boxer (Campino, 2004). Em
ambos os trabalhos, sugere-se que o factor “porte” possa estar associado a um habitat no exterior e,
deste modo, a uma maior exposic¢ao ao vector. No nosso estudo, verificou-se que a maioria dos cées
de grande porte do grupo Clinica era de raca pura (31/37), 0 que ndo se verificou para os caes de
porte pequeno e médio (apenas 32/67 destes cdes eram de raca pura). E possivel que os cies de
grande porte, de manutencdo mais dispendiosa, sejam oriundos de zonas mais privilegiadas, nas
quais a adopcdo de medidas profilaticas da leishmaniose canina esteja mais difundida, encontrando-
se menos expostos a transmissdo. Por outro lado, verifica-se que os cdes de pequeno porte
apresentam maior longevidade. No nosso trabalho ndo foi possivel avaliar o efeito da idade na
seroprevaléncia da infec¢do, devido ao desconhecimento da idade dos cées do grupo Associagéo,
mas diversos autores referem que constitui um factor de risco, com dois picos de incidéncia: caes de
idade inferior a 3 anos e superior a 7 anos (Campino, 2004; Galvez et al., 2010). No nosso estudo,
para os cdes do grupo Clinica, 47,6% dos cdes de porte pequeno e médio apresentavam idade
superior a 7 anos, comparativamente a 32,4% dos cées de grande porte. Esta diferenca etaria podera
constituir um factor adicional, que contribua para a maior incidéncia de casos positivos em cées de
menor porte. A percentagem de cdes com idade inferior a 3 anos foi semelhante entre os cées de

porte diferente (20,6% para 0s cdes pequenos e médios e 21,6% para os caes grandes).
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Apesar de a aplicacdo de agentes repelentes do vector de L. infantum ser considerada uma forma de
proteccdo eficaz contra a transmissao da infec¢do (Gavgani et al., 2002), no nosso trabalho os testes
estatisticos sugeriram uma tendéncia para 0s cdes aos quais nao eram aplicados estes produtos
apresentarem menor probabilidade de ser seropositivos. Embora possa parecer paradoxal, estes
resultados poderdo ser explicados pelo facto de os clinicos recomendarem a aplicacdo destes
repelentes nos cées diagnosticados com leishmaniose canina, de modo a prevenir a transmisséo da
infeccdo a partir destes animais. Também nos cdes do grupo Associacdo se verificou que as
responsaveis pela entidade se preocupavam em aplicar repelentes do vector aos caes que ja haviam
sido previamente diagnosticados com leishmaniose canina, muitos dos quais proporcionaram
resultados positivos no nosso estudo. Os outros cdes ndo eram protegidos, por falta de recursos.
Assim, na amostra populacional estudada, a aplicagdo de repelentes do vector parece surgir mais
frequentemente apds o diagndéstico da infeccdo, ndo estando ainda implementada como medida
profilatica para a generalidade dos caes envolvidos no trabalho (recordar que apenas 36% dos
proprietarios inquiridos procedia a aplicagdo destes produtos de forma adequada, embora 62%
afirmassem ter conhecimento prévio da doenga).

Gélvez et al (2010) salientam a inconsisténcia na determinagdo dos factores de risco da infeccao
canina por L. infantum entre inquéritos epidemiolégicos diferentes. Esta falta de concordancia
poderd ser explicada pelo facto de ndo haver padronizagdo na realizagdo deste tipo de estudo,
nomeadamente no que diz respeito a dimensdo da amostra populacional, aos factores socio-
demograficos da populacdo canina estudada e aos métodos de diagndstico aplicados para o
diagnostico da infeccéo.

Os soros positivos (>1/400) para o teste de aglutinacdo directa, um soro com o titulo de 1:200 nesta
prova e 0s soros dos canideos com PCR positivo em sangue periférico foram analisados por outros
testes seroldgicos, tais como: contra-imunoelectroforese (CIE) e imunofluorescéncia indirecta. A

realizacdo de técnicas seroldgicas adicionais visou aumentar a especificidade das provas, uma vez
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que ha& possibilidade de obter resultados falso-positivos quando se aplicam técnicas com
sensibilidade muito elevada, como é o caso do teste de aglutinagdo directa. Os resultados obtidos
ndo foram absolutamente concordantes entre os diferentes testes seroldgicos (Quadro VII, em
Resultados). Dos 13 soros positivos no teste de aglutinacdo directa, 7 foram positivos em contra-
imunoelectroforese e 5 apresentaram resultado positivo em imunofluorescéncia indirecta, sendo 9
(69,2%) resultados concordantes entre estes dois testes. Verificou-se que 7 (87,5%) dos 8 canideos
provenientes da Associacao seropositivos em DAT apresentavam pelo menos um teste seroldgico
adicional positivo. Por outro lado, no grupo de cédes da Clinica, apenas um dos cinco canideos
seropositivos em DAT apresentou resultado positivo em ambos os testes serolégicos adicionais,
CIE e IFI. Os resultados da serologia estdo em conformidade com estudos anteriores. Por exemplo,
Ferreira et al (2007) determinaram um grau de concordéncia entre os resultados obtidos por DAT e
por IFI variavel entre 65% e 88%, respectivamente em cédes assintomaticos e sintomaticos para
leishmaniose canina. No nosso estudo, verificou-se uma elevada percentagem de cées
assintomaticos para leishmaniose canina. Considerando os 13 cdes com DAT positivo, 9 (69,2%)
ndo apresentavam sintomas compativeis com a doenca, sendo apenas 4 (30,8%) sintomaticos. Do
mesmo modo, dos 8 canideos com resultados positivos em pelo menos dois testes seroldgicos,
apenas 3 apresentavam sinais clinicos compativeis com a doenca, isto é 62,5% eram assintomaticos.
Os 5 (100%) cdes com resultado positivo apenas no teste de aglutinacdo directa eram assintomaticos
para leishmaniose. De salientar que em trés destes cdes foi possivel confirmar a presenca de
infeccdo por Leishmania infantum mediante a realizacdo de provas moleculares em amostras de
medula 6ssea. A existéncia de grande nimero de portadores assintomaticos de L. infantum tem sido
evidenciada por varios autores (Blavier et al, 2001; Cardoso et al, 2004). Os cdes com infeccdo
assintomaética sdao de dificil deteccdo, mas tém um papel na transmissdo da parasitose. Como se

verificou no nosso trabalho, é possivel detectar a presenca de parasitas na medula 6ssea destes caes.
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Outros autores detectaram a presenca de material genético de L. infantum na pele e conjuntiva de
caes assintomaticos (Solano-Gallego et al, 2001).

Os testes moleculares realizados em amostras de sangue periféerico, conservadas em papel de filtro,
proporcionaram resultados aquém dos esperados. Com base na bibliografia consultada, esperava-se
que pelo menos alguns dos cées seropositivos apresentassem DNA de L. infantum no sangue
periférico. De facto, diversos autores consideram a deteccdo de DNA de Leishmania infantum no
sangue periférico um método de diagndstico com elevada sensibilidade, que permite,
inclusivamente, a deteccdo de individuos portadores seronegativos (Lachaud et al, 2002). Outros
trabalhos proporcionaram valores de sensibilidade entre 81,1% e 93,1% para a deteccdo de material
genético de L. infantum em amostras de sangue periférico conservadas em papel de filtro, usando
protocolos de PCR baseados em DNA cinetoplastideal (Maia et al, 2006; Maia et al, 2009). No
entanto, neste estudo apenas foi detectada a presenca de DNA parasitario em duas amostras de
sangue provenientes de dois canideos seronegativos (correspondentes a 1,1% do total de amostras
testadas). Dado que a colheita de sangue fora efectuada nos meses de Setembro e Outubro (época de
actividade do vector da doenca), optou-se por realizar uma segunda colheita de sangue a estes
canideos, fora do periodo de transmissdo de leishmaniose canina, de modo a reduzir a possibilidade
de contaminagdo das amostras. Os testes efectuados ao sangue periférico colhido em Fevereiro
apresentaram resultados negativos. Na leishmaniose canina, a parasitemia ocorre de forma
intermitente e diminui ao longo da evolugdo da doenca (Maia et al, 2006). A inconstancia da
parasitemia torna impossivel prever quando um cédo infectado apresenta parasitas na circulagao
periférica. Por outro lado, os cdes sintomaticos para a infeccdo apresentam-se, provavelmente, numa
fase tardia da infeccdo, o que significa que existe menor probabilidade de apresentarem L. infantum
na circulacdo periférica e maior probabilidade de apresentarem titulos de anticorpos elevados. De
facto, estudos longitudinais revelaram que a PCR tem sensibilidade elevada imediatamente apds a

transmissdo. A sensibilidade diminui para cerca de 50% com a evolucdo da infecgdo. As
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caracteristicas da infeccdo por L. infantum poderdo explicar a elevada proporcdo de PCR com
resultados negativos obtidos neste trabalho, nomeadamente, nos cdes seropositivos. Assim, este
método parece ser mais Util na deteccdo de doenca activa, enquanto a serologia € mais adequada
para a deteccdo de infeccdo (Romero e Boelaert, 2010).

Nos canideos seropositivos nos quais foi possivel prosseguir o estudo, os testes moleculares
detectaram DNA parasitario no material de biopsia de medula 6ssea. Por outro lado, em amostras
bioldgicas obtidas por zaragatoa conjuntival ndo se observaram resultados positivos, apesar de
varios autores considerarem este método muito sensivel para o diagnéstico da leishmaniose canina
(Ferreira et al, 2008; Pilatti et al, 2009). Notar que nos estudos realizados com amostras de
conjuntiva palpebral, a PCR foi realizada com hibridizacdo, procedimento que permitiu aumentar a
sensibilidade da técnica. Pilatti et al (2009) também referem que a sensibilidade do método de
diagndstico é superior a 90% para cdes sintomaticos para a infeccéo, nao tendo determinado o valor
de sensibilidade em cées assintomaticos. No nosso estudo, os trés cdes em que foi possivel aplicar a

técnica eram assintomaticos.
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Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos no teste de aglutinacdo directa, a seroprevaléncia de
leishmaniose canina para a populacdo estudada é de 7,1%. Este valor esta em conformidade com os
resultados do inquérito nacional realizado em 2009 pelo Observatorio Nacional das Leishmanioses.
Na regido em estudo, observou-se uma diminui¢do marcada no valor da seroprevaléncia da infeccéo
relativamente a estudos anteriores. Por exemplo, Abranches et al (1983) determinaram um valor de
seroprevaléncia de 11,5% na Peninsula de Setubal. Varios factores poderao explicar esta evolugéo,
nomeadamente, uma melhoria na qualidade de vida dos cdes domésticos e uma maior adesdo a
profilaxia e tratamento da infec¢éo.

Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de caes com e sem
dono, a semelhanca do que foi verificado em estudos anteriores (Cortes et al., 2007).

As varidveis “sexo”, “porte”, “pelagem”, “uso correcto de repelentes do vector”, “aquisicdo”,
“habitat”, “coabitacdo com outros cdes” ¢ “presenga de sinais clinicos de doen¢a” ndo provaram
constituir factores de risco para a infeccdo por Leishmania infantum de forma estatisticamente
significativa. No entanto, os resultados dos testes estatisticos sugeriram tendéncias para que as
caracteristicas “porte pequeno ou médio”, “pelagem curta”, “aplicagdo de repelentes do vector”,
“aquisi¢do na rua”, “habitat exterior”, “ndo coabitar com outros cdes” e “presenca de sinais clinicos
de doenca” possam constituir risco acrescido de infecgdo. E possivel que alguma das variaveis
analisadas se revelasse factor de risco, caso pudesse ter sido utilizada uma amostra populacional de

maior dimensdo no nosso estudo.
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