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CO-INFECCAO POR Ehrlichia canis, Leishmania chagasi E Babesia canis EM
CAES NATURALMENTE INFECTADOS EM CAMPO GRANDE, MATO GROSSO
DO SUL.

RESUMO - Dentre as doencas emergentes causadas por artrépodes em cées
destacam-se as infeccbes por agentes das espécies Leishmania chagasi,
transmitida por flebotomineos, Ehrlichia canis e Babesia canis transmitidas por
carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus. O presente estudo teve como
objetivo realizar o diagnostico sorolégico e molecular de parasitos das espécies
Leishmania chagasi, Ehrlichia canis e Babesia canis em amostras de soro e de
baco, respectivamente. Foram utilizados 60 caes naturalmente infectados,
eutanasiados no Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. Pela Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), 60 (100%),
39 (65%) e 49 (81%) dos 60 animais amostrados foram sororeagentes frente aos
antigenos de L.chagasi, E.canis e B.canis respectivamente. Também foi realizado o
ensaio Imunoenzimético Indireto (ELISA-teste) para deteccdo de anticorpos da
classe IgG anti-L. chagasi, onde sessenta cédes (100%) mostraram-se
soropositividade. Cinquenta e quatro cdes (90%) mostraram-se positivos na reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) para o género Leishmania sp e destes cinquenta e
trés animais, 53 (88%) foram positivos para o complexo L.Donovani. Vinte e sete
animais (45%) foram positivos para Ehrlichia e destes animais todos foram positivos
para E.canis pelo nested PCR e 2 (3,33%) cées foram PCR positivos para Babesia
sp. Os amplicons foram confirmados por seqienciamento e os DNAs mostraram
99% de similaridade genética para L.chagasi, E.canis e B.canis. Este estudo
mostrou que os céaes residentes em Campo Grande/MS, podem albergar mais de um
hemoparasita, As co-infeccBes por agentes patogénicos intracelulares de células do
sistema monocitico fagocitario, como é o caso da Ehrlichia e Leishmania,
associadas ou ndo a Babesia (que se multiplica em hemécias), causam graves
prejuizos a saude dos animais. A queda na condicao fisica e imunoldgica decorrente
das co-infec¢cbes eleva a parasitemia, que em se tratando de agentes transmitidos

por artropodes é condicionante para o sucesso da transmissao.

Palavras-chave: Leshmaniose, erliquiose, babesiose, co-infeccéo, PCR, sorologia



COINFECTION Ehrlichia canis, Leishmania chagasi AND Babesia canis
IN NATURALLY INFECTED DOGS IN CAMPO GRANDE, MATO GROSSO DO
SUL.

SUMMARY - Among emerging diseases caused by arthropods in dogs stand
out infections by agents of the species Leishmania chagasi, transmitted by sandflies,
Ehrlichia canis and Babesia canis transmitted by ticks of the species Rhipicephalus
sanguineus. The present study aims to perform serological and molecular diagnosis
of parasites of the species Leishmania chagasi, Ehrlichia canis and Babesia canis in
samples of sera and spleen, respectively. A total of 60 naturally infected dogs were
euthanized at the Zoonosis Control Center of the city of Campo Grande, Mato
Grosso do Sul Through Immunofluorescence Assay (IFA), sixty (100%), 39 (65%)
and 49 (81%) of the 60 animals sampled were reactive serum against the antigens
L.chagasi, E.canis and B. canis, respectively. We also performed indirect
immunosorbent assay (ELISA test) for detection of IgG antibodies anti-L. chagasi,
where sixty dogs (100%) were seropositive. Fifty-four dogs (90%) were positive by
PCR for the genus Leishmania, and of these fifty and three animals, 53 (88%) were
positive for the complex L.Donovani. Twenty-seven dogs (45%) were positive for
Ehrlichia sp and these animals were all positive for E.canis by nested PCR and two
dogs (3%) were PCR positive for Babesia sp. The amplicons were confirmed by DNA
sequencing and showed 99% genetic similarity to L.chagasi, E.canis and B. canis.
This study showed that dogs living in Campo Grande / MS, can accommodate more
than one haemoparasite. The co-infections by intracellular pathogens monocytic
phagocyte system cells, as is the case with Ehrlichia and Leishmania, associated or
not with Babesia (which multiplies in red blood cells), causing serious damage to the
health of animals. The decline in physical condition and immune co-infections
resulting from increases parasitemia, which in the case of agents transmitted by

arthropods is a condition for the success of the transmission.

Keywords: leishmaniasis, ehrlichiosis, babesiosis, coinfection, PCR,

serology
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1.INTRODUCAO

Doencas transmitidas por artropodes sdo mundialmente ressaltadas como de
importancia a saude humana e animal. Numerosos agentes infecciosos em
diferentes hospedeiros induzem enfermidades diversas. Em vérias situacdes a
presenca de infeccdes concomitantes, ou co-infec¢des, confunde o diagnostico
clinico e dificulta o tratamento (HARRUS e BANETH, 2006). Visto que o céo
domeéstico é o principal animal de estimacdo convivendo em estreito contato com
seres humanos, muitas espécies de artrOpodes vetores possuem hébitos
alimentares envolvendo tanto humanos como animais, os cdes devem receber
atencdo especial, pois podem estar atuando como reservatorios de patdgenos em
meios domiciliares.

Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, a enzootia de agentes transmitidos
por artropodes vetores € assegurada devido as condigfes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento de espécies de artropodes vetores, juntamente com a presenca de
animais silvestres em convivio direto com animais domésticos e o homem
(SALGADO, 2006). Dentre as doencas emergentes transmitidas por artropodes em
cées, destacam-se as infec¢des por agentes dos géneros Leishmania, transmitidos
por flebotomineos do género Lutzomyia, Ehrlichia e Babesia transmitidos por
carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus. Neste Estado, a leishmaniose
visceral canina (LVC) é preocupante a populacdo humana, constituindo-se hoje, no
principal destaque parasitario/humana, segundo a Secretaria Estadual de Saude/MS
- Servico de Operacbes e Epidemiologia. Em estudo preliminar, SALGADO (2006),
realizou esfregacos de sangue periférico e venoso de 167 cées, procedentes de
varias regiées do municipio de Campo Grande, MS, obtendo resultados positivos
para Ehrlichia sp, Babesia sp, Hepatozoon sp e Borrelia sp. Os quadros clinicos
apresentados por essas doencas, muitas vezes passam despercebidos, resultando
em casos de insucesso de terapéutica adotada (AGUIAR, 2006). Tal fato se deve
aos sinais clinicos semelhantes nas infeccbes causadas por estes agentes. A
presente pesquisa teve como objetivo diagnosticar a presenca de L.chagasi, E.canis
e B.canis noscaes recebidos pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Campo
Grande, MS, por meio de técnicas sorolégicas e moleculares, verificando a

ocorréncia de co-infecgdes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose visceral

2.1.1. Agente etioldgico

A leishmaniose é causada por um protozoario da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae do género Leishmania. Dentre as 15 espécies que
infectam o homem, 13 tém natureza zoon@tica, causando as formas visceral,
cutanea ou mucocutanea (GRAMICCIA & GRADONI 2005). A espécie envolvida na
infeccdo na leishmaniose visceral depende da regido geografica, sendo a
Leishmania donovani o agente etiolégico na Asia e Africa; a L. infantum na Asia,
Europa e Africa. Desde a sua descricdo por CUNHA E CHAGAS (1937) L. chagasi
tem sido incriminada como agente causador da LV nas Américas, entretanto, hoje a
comunidade cientifica reconhece que a LV americana é causada por L. infantum e
que a presenca deste ocorreu devido a multiplas introducfes recentes através de
cepas vindas do sudoeste europeu (CUNHA E CHAGAS, 1937; DANTAS-TORRES,
2006 e KATRIN KUHLS et al., 2011).

As leishmanias séo protozoarios pleomaérficos que completam seus ciclos de
vida em dois hospedeiros, sendo um vertebrado e um invertebrado (KONTOS;
KOUTINAS, 1993). Sdo parasitos digenéticos, apresentando duas formas durante o
ciclo biolégico: aflagelada ou amastigota, intracelular obrigatéria, encontrada no
interior de células do sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados,
e a outra, flagelada ou promastigota, encontrada no trato digestério anterior dos
insetos vetores (SLAPPENDEL, 1988; SAO PAULO, 2003).

A LVC é uma doencga de potencial zoondtico com grande impacto na saude
publica, e com distribuicdo mundial (ALVES et al., 2010; MOREIRA et al., 2008).
Estima-se que a populacdo mundial exposta ao risco de adquirir a doenca seja de
350 milhdes de individuos, com aproximadamente 12 a 14 milhfes de pessoas
infectadas (DESJEUX, 2004).

2.1.2. Transmissao e ciclo biolégico

A transmissédo entre hospedeiros vertebrados no Brasil ocorre principalmente
pela picada de flebotomineos hematdéfagos da espécie Lutzomyia longipalpis
(CASTRO, 1996; CIARAMELLA et al.,, 1997; SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997;
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POCAI et al., 1998; RIBEIRO, 2001), conhecidos popularmente como mosquito
palha, birigui ou tatuquiras (FEITOSA et al., 2000). Trabalhos recentes sugerem o
possivel envolvimento de outras espécies do género Lutzomyia na transmissao em
areas ndo endémicas das Américas do Norte e do Sul (TRAVI, 2002), como por
exemplo em Corumba/MS, foi encontrada uma outra espécie, Lutzomya cruzi,
parasitada por L. chagasi (SANTOS et al., 1998).

Os vetores da L. chagasi ndo fazem ciclo larval na agua e sim na matéria
organica umida. Os caes e 0s humanos sdo mais atingidos pelas picadas durante a
noite, principalmente no periodo das 18 as 22 horas. A infeccdo do vetor ocorre
quando as fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem
macréfagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania. No seu lumen
intestinal as células se rompem e liberam as formas amastigotas que se multiplicam
e geram promastigotas (forma alongada medindo cerca de 20 micrometros). Estes
se multiplicam por divisdo binéaria, colonizando a parte anterior do trato digestivo,
mais especificamente o esbéfago e faringe dos flebotomineos, sendo essas formas
infectantes inoculadas através da saliva das fémeas durante o repasto sanguineo.
No corpo do hospedeiro vertebrado as formas promastigotas sao fagocitadas pelas
células histocitarias da pele e, uma vez no interior delas, transformam-se em
amastigotas (forma ovalada ou arredondada, medindo de 2 a 5 micrOmetros de
diametro sem a presenca de flagelo livre) capazes de desenvolver-se e multiplicar-
se por divisdo binaria simples. Apds sucessivas multiplicacdes, as células do SFM se
rompem, e as formas amastigotas liberadas séo fagocitadas por outros macréfagos
num processo continuo, ocorrendo entdo a disseminacdo hematdgena para outros
tecidos, como linfonodos, figado, baco e medula déssea. (SILVA, 2007,
SARIDOMICHELAKIS, 2009; AZEVEDO, 2007).

2.1.3. Sinais clinicos, laboratoriais e achados patoldgicos

A LVC é uma doenca sistémica severa cujas manifestacdes clinicas estéo
intrinsecamente dependentes do tipo de resposta imunoldgica expressa pelo animal
infectado (BRASIL, 2003). Quando o parasito acomete espécies susceptiveis, a
imunossupressao por ele causada permite a sua disseminacdo para muitos 0rgaos
(CARVALHO et al.,, 2007). Desta forma, é possivel classificar os cdes como
assintomaticos, oligossintomaticos ou sintomaticos (ALBUQUERQUE et al., 2007).
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Cées aparentemente assintomaticos podem atuar como fonte de infeccdo aos
vetores, potencialmente participando do ciclo zoonético de transmissdo (SANTOS et
al., 2010).

A infeccdo usualmente causa doenca sistémica crbnica. Classicamente, a
leishmaniose em caes apresenta sinais inespecificos como febre, apatia, anorexia,
perda de peso, linfadenomegalia localizada ou generalizada; lesdes dermatoldgicas,
diarréia, faléncia renal, ceratoconjuntivite, epistaxe, anemia e onicogrifose
(ALBUQUERQUE et al., 2007; IKEDA-GARCIA E MARCONDES, 2007; MACHADO
et al., 2007). Ocasionalmente podem ser observadas alteragbes locomotoras,
hepéticas, respiratorias, cardiacas e/ou neurolégicas (NOGUEIRA et al., 2009).

O estudo da resposta imunolégica hospedeiro-parasito como fator de
desencadeamento e severidade das lesdes clinicas é essencial para melhor
compreensao e caracterizacdo da doenca (MACHADO et al., 2007). As alteracdes
patologicas na LVC sao causadas pela presenca do parasito nos tecidos, que causa
lesBes inflamatdrias ndo supurativas, e pela deposicdo de imunocomplexos em
varios 6rgaos e tecidos, principalmente no baco, figado e rins. Dentre as principais
lesdes histopatoldgicas observadas em cées incluem-se a hipertrofia e hiperplasia
das células do sistema fagocitico mononuclear (principalmente do baco, linfonodo,
figado e medula Ossea), inflamacdo crénica na pele, reacdo inflamatéria
granulomatosa no figado e no baco, pneumonia intersticial e glomerulonefrite.

A ocorréncia de alteracbes hematoldégicas em cdes com LVC €& muito
importante e frequente. Na série vermelha, observa-se anemia geralmente
normocitica e normocrémica arregenerativa em 57 a 94,2% dos animais (KONTOS &
KOUTINAS, 1993; KOUTINAS et al., 1999; CIARAMELLA & CORONA, 2003; IKEDA
et al., 2003). A patogénese da anemia na leishmaniose visceral ndo € totalmente
conhecida e acredita-se que mais de um fator esteja envolvido, como o sequestro
esplénico das hemécias e diminuicdo da producdo medular perda sanglinea,
hemolise e mecanismos imunomediados (KONTOS & KOUTINAS, 1993; LISTE
BURILLO et al., 1994; SLAPPENDEL & FERRER, 1990; KOUTINAS et al., 1999; DE
LUNA et al., 2000; CIARAMELLA & CORONA, 2003; IKEDA et al., 2003).

Os animais assintomaticos representam grande problema para a saude
publica, pois a deteccdo da infeccdo é dificil, o que impossibilita a adogdo de
medidas adequadas de controle (MACHADO et al. 2007). A intensidade do

parasitismo aparentemente ndo esta associada diretamente a gravidade do quadro
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clinico, podendo ser observados cdes com sintomatologia leve a infecgdo intensa
(FEITOSA et al., 2000; CAMARGO-NEVES et al., 2006 ).

2.1.4. Diagnostico

O diagndstico clinico da (LVC) é dificil devido a variedade de manifestacfes
clinicas da doenca. Os achados clinicos sdo comuns a outras enfermidades,
tornando o diagndstico laboratorial ou parasitolégico necesséarios para a confirmacéo
da suspeita. Outro ponto importante € que a maioria dos cées infectados néo
desenvolve sinais clinicos, o que dificulta o diagndstico (IKEDA-GARCIA E
MARCONDES, 2007). Para a deteccdo da leishmaniose visceral existem
basicamente trés categorias de provas utilizadas: métodos parasitoldgicos,
sorolégicos e moleculares (NOGUEIRA et al., 2009).

O método parasitologico € realizado através da anadlise citoldgica de laminas
de esfregacos ou “imprints”, permitindo a identificacdo direta de formas amastigotas
no tecido animal (BRASIL, 2006). A pesquisa direta do parasito apresenta
especificidade de 100%, no entanto a sensibilidade é baixa, em torno de 60 a 80%
(LUVIZOTTO, 2006), sendo ainda menor em caes assintomaticos, podendo ocorrer
resultados falsos negativos (FARIA, 2007). A sensibilidade depende do grau de
parasitemia, do tipo de material biolégico coletado e do tempo de leitura da lamina
(BRASIL, 2006).

Varios autores, MARZOCHI et al., (1985); SANTA ROSA e OLIVEIRA, (1997),
utilizam técnicas sorologicas para a deteccdo de anticorpos especificos anti-
Leishmania e dentre essas, descreve-se principalmente a reacdo de fixacdo de
complemento (FC), imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimético
Indireto (ELISA-indireto). Em pesquisas realizadas por OLIVEIRA et al. (2008),
anticorpos anti-Leishmania ndo foram detectados em soros de cdes do municipio de
Jaboticabal, pela RIFI e ELISA-teste, embora, neste ultimo, pequena porcentagem
de animais apresentasse reacdo inespecifica. Logo, fica demonstrada a importancia
elevada de aspectos soroldgicos, clinicos e epidemiolégicos no contexto do
diagnéstico da LVC.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresenta-se como opg&o que vem
somar ao diagnostico da LVC, permitindo a identificacdo de fragamentos do genoma
do protozoario a partir de quantidade minima de DNA (MARTINS, 1999). Este
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exame pode servir como o melhor ferramenta para diagnosticar a infeccdo por
Leishmania quando comparado aos exames parasitologicos tradicionais (ASHFORD
et al., 1995). Primers (Oligonucleotideos iniciadores) desenhados para amplificar
multiplas cépias da sequéncia alvo, como minicirculos de Kinetoplastida, tem
demonstrado sensibilidade e rapido diagnéstico baseado no DNA da infeccdo por
Leishmania (SMYTH et al., 1992; REALE et al., 1999; SINGH et al., 2003).

Entretanto, a sensibilidade e a especificidade do PCR dependem da escolha
de primers, protocolo de extracdo de DNA e fonte de material para biopsia
(LACHAUD et al.,, 2001; REITHINGER et al.,, 2000). A utilizacdo de amostra de
sangue é uma metodologia menos invasiva do que amostras de medula 6ssea,
baco, ou aspirado de linfonodo. Por outro lado, o nimero de parasitos no sangue
tende a ser menor do que naqueles 6rgaos, além da presenca de inibidores de PCR
(heme), que interferem na sensibilidade da técnica (REITHINGER et al., 2002).

A LVC, apesar dos inumeros testes diagndsticos disponiveis, continua a
representar um desafio, pois ndo existe método capaz de obter sensibilidade e
especificidade maxima, a sensibilidade das técnicas varia durante a evolucdo da
doenca bem como entre os individuos, sendo que no inicio, antes da soroconversao
ou desenvolvimento de sintomas, o exame parasitologico e a PCR sdo mais
sensiveis. (QUINNELL et al., 2001 ; LUVIZOTTO, 2006; SILVA et al., 2006).

A fim de avaliar o papel do cdo no ciclo de transmissdo da LVC, as
manifestacdes clinicas da doenca devem ser conhecidas, incluindo a caracterizacao
patologica da extensdo das lesdes em varios 6rgdos comprometidos (ALVES et al.,
2010). O diagnéstico preciso e a identificacdo dos animais assintomaticos é
essencial a vigilancia epidemiolégica e ao controle da disseminacdo do agente
(CARVALHO et al., 2007).

2.1.5. Tratamento

O tratamento de cdes ndo € uma ferramenta interessante no controle da
leishmaniose visceral, pois, animais tratados podem ter sua carga parasitaria
aumentada apesar de aparentar cura clinica (WHO, 2008). A droga de primeira
escolha no Brasil e no mundo para o tratamento humano € o antimonial
pentavalente, na forma de antimoniato de N-metilglucamina. A anfotericina B,
antibiético poliénico de reconhecida acdo leishmanicida, é determinada como de

segunda escolha, empregada quando ndo se obtém resposta ao tratamento com
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antimonial ou na impossibilidade de seu uso. Considerada mais eficaz que o0s
antimoniais no tratamento das lesbes mucosas. A anfotericina B lipossomal, nova
formulacdo, que se incorpora dentro de lipossomas feitos com fosfatidilcolina,
colesterol e disterolfosfatidilglicerol, atinge niveis plasmaticos mais elevados que o
desoxicolato de anfotericina B (MANUAL ZOONOSES, 2009).

2.1.6. Epidemiologia

A LVC ocorre em 65 paises, sendo que 90% dos casos sdo provenientes das
regibes rurais pobres ou suburbanas de cinco paises (Bangladesh, india, Nepal,
Sudéo e Brasil). Em toda a América ja foram registrados mais de 5.000 casos de LV
(PAHO, 2007). Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12
paises, distribuidos desde o México até o norte da Argentina, sendo 90% dos casos
de ocorréncia no Brasil (GUERIN et al., 2002; BRASIL, 2003; DESJEUX, 2004;
LAINSON; RANGEL, 2005)

Atualmente, a (LVC) ocorre de forma endémica em 20 dos 27 Estados do
Brasil, além do Distrito Federal, sendo que em todos eles tem sido relatada a
associacao entre a existéncia de cées infectados e a presenca do vetor (MILES et
al., 1999; LAINSON; RANGEL, 2005).

Nas ultimas duas décadas, a LV tem ocorrido com grande frequéncia em
areas urbanas de cidades, como: Sao Luis - MA, Natal - RN, Aracaju - SE, Cuiaba -
MT, Campo Grande - MS, Belo Horizonte - MG e Rio de Janeiro - RJ (DESJEUX,
2004; GONTIJO e MELO, 2004). A doenca, que era tipicamente rural, a partir de
1980 passou a ser responsavel por epidemias urbanas, inicialmente em Teresina —
Pl e em S&o Luis — MA.

O padrao de transmissdo da doenca pode se modificar devido as alteracdes
ambientais e, consequentemente, a adaptacdo do vetor, associados as migracdes
da populacdo humana. O Estado de Mato Grosso do Sul sofreu, nos ultimos anos,
modificacdes ambientais que podem ter contribuido para a disseminagédo do vetor,
como construcdo de um gasoduto e a destruicdo de areas do cerrado. No municipio
de Campo Grande, a abertura de avenidas acompanhando os cursos das aguas e a
derrubada da vegetacdo para construcdo de casas populares foram fatores de
mudanca do ambiente (SILVA et al., 2007).
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Os reservatorios vertebrados mais importantes no Brasil sdo os canideos
domésticos e selvagens, que mantém o ciclo do agente. Estes, por apresentarem
intenso parasitismo cutaneo, facilitam a infeccao pelo inseto e, por isso, sdo 0s mais
importantes na manutencédo da cadeia de transmisséo e ciclo ecologico do parasito
(SAO PAULO, 2003).

No periodo de 2002 a 2006 foram registrados 568 casos confirmados de LV
humana residentes em Campo Grande MS, a estimativa de incidéncia de LV para
toda a populagéo variou de 3,1 casos/100.000 habitantes no primeiro ano (2002) até
o maximo de 21,3 casos/ 100.000 habitantes em 2006. Criancas menores de cinco
anos tiveram o maior risco, com incidéncia que variou de 11,3 até 64,3
caso0s/100.000 habitantes. A segunda populacdo com maior risco foram aqueles com
idade de 60 e mais anos: a incidéncia variou de 2,0 casos /100.000 habitantes no
ano 2002 até 34,2 casos/100.000 habitantes, no ano 2006. (EPIDEMIOL. SERV.
SAUDE, 2010).

O primeiro relato de L.chagasi em cées na area urbana de Campo Grande
aconteceu no ano de 2000, com 29 caes positivos no total de 1303 examinados
(SILVA et al., 2000), os numeros aumentaram a cada ano chegando a 104 em 2003,
fazendo do mdnicipio area endémica. (SESAU / MS, 2005). O ultimo inquérto
sorologico publicado pelo CCZ, examinou 116.642 amostras caninas durante os
anos de 2002 até 2006 e foi observado positividade em 26.793 (23,7%) amostras
(EPIDEMIOL. SERV. SAUDE, 2010). ANDREOTTI et al. (2006) coletaram 345
amostras de de cées vindos do CCZ e verificaram soropositividade em 29% das
amostras, jA em estudo recente com 200 cdes também do CCZ, CUNHA et al.
(2012) constataram a presenca de anticorpos anti-L.chagasi em 80% das amostras.
Estes dados mostram que estd ocorrendo aumento progressivo de animais
sororeagentes no municipio, tal fato pode ser atribuido ao aumento da densidade
vetorial, causada por mudangas ambientais como a abertura de avenidas
acompanhando os cursos dos corregos e a derrubada da vegetacéo para construcao
de casas populares (OLIVEIRA et al. 2006).
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2.2. Erliguiose canina

2.2.1. Agente etioldgico

Atualmente o género Ehrlichia contempla cinco espécies: E. canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, E. muris e E. ruminantium (DUMLER et al., 2001), havendo
uma possivel sexta espécie, identificada, por SHIBATA et al. (2000) no Japéo,
isolada de carrapatos Ixodes ovatus, classificada como Ehrlichia oie. Sao
denominadas bactérias gram-negativas, parasitos intracelulares obrigatorios de
células hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente do sistema fagocitario
mononuclear, tais como mondécitos e macrofagos, e para algumas espécies,
neutroéfilos e células endoteliais (DUMLER et al., 2001).

2.2.2. Transmisséo e ciclo bioldgico

A Ebhrlichia canis (erliquiose canina) é o agente mais comum e patogénico
que, ao infectar leucécitos mononucleares, forma as inclusGes citoplasmaticas
denominadas morulas. Estas inclusdes de aspecto compacto sdo formadas por
agrupados de pequenas estruturas que variam de forma cocéide a elipsoidal
(RISTIC e HUXSOLL, 1984). Segundo NYINDO et al. (1971), o desenvolvimento das
morulas inicia-se num Unico corpusculo elementar dentro do mondcito, que se
multiplica formando inclusfes citoplasmaticas imaturas, denominados corpusculos
iniciais, os quais se desenvolvem apds 7 a 12 dias de incubacéo. Neste estagio,
muitos mona@citos estdo trés a quatro vezes maiores que o seu tamanho original
(NYINDO et al.,, 1971). O ciclo de desenvolvimento de Ehrlichia spp na célula
hospedeira, inicia-se com a adesao de pequenas células densamente coradas (CD),
as guais acabam por penetrar em seu interior. Dentro de um vacuolo na célula
hospedeira, as células-densas rapidamente se transformam em células reticuladas
(CR), as quais se multiplicam por divisédo binaria em aproximadamente 48 horas e,
apos 72 horas de infeccdo, maturam e se transformam em células-densas
novamente. Estas, por sua vez, sdo liberadas da célula hospedeira e recomecam um
novo ciclo de infec¢cao (ZHANG et al., 2006).

O carrapato se infecta ao ingerir leucocitos circulantes contendo o agente. Isto
geralmente ocorre na segunda ou terceira semana de infec¢cdo do céo (fase aguda),

guando ha maior nimero de leucdcitos infectados. Nos casos de cdes na fase
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crbnica € pouco provavel a transmissdo do agente para o seu vetor bioldgico
(LEWIS Jr. et al.,1977). A multiplicacdo acontece nas células epiteliais do intestino,
hemacitos, e nas células das glandulas salivares. Ocorre transmissao transestadial,
mas nado transovariana, fazendo do cédo o principal reservatério do agente. Dessa
forma, a transmisséo para o hospedeiro vertebrado ocorre pelos estadios de ninfa e
adulto (GROVES et al., 1975).. O parasito se localiza nas células reticulo endoteliais
do figado, baco e ndodulos linfaticos, onde ocorre a replicacdo primaria em
macrofagos mononucleares e linfécitos (SWANGO et al., 1989).

Seu principal vetor é o carrapato Rhipicephalus sanguineus (LEWIS et al.,
1977), e embora, em condi¢cbes experimentais, o carrapato Dermacentor variabilis
também seja capaz de transmitir a E. canis (WANER et al., 1999). No Brasil, COSTA
Jr et al. (2007) incluiram também o Amblyomma cajennense como potencial vetor de

E. canis em areas rurais.

2.2.3. Sinais clinicos, laboratoriais e achados patologicos

A patogenia da erliquiose canina envolve um periodo de incubacgéo de 8 a 20
dias. A doenca € caracterizada por ser sistémica, que varia de intensidade de acordo
com as fases da doenca: aguda, assintomatica (subclinica) e cronica. Em infeccbes
experimentais, é possivel diferenciar as trés fases, mas em animais naturalmente
infectados, é dificil definir a fase da doenca, uma vez que a apresentacéo clinica e
os achados laboratoriais sédo similares, e a duracdo e severidade desses sinais sédo
variaveis (HARRUS et al., 1997; SANTAREM, 2003).

Os principais sinais clinicos observados em cédes com erliquiose canina sdo
febre, anorexia, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia,
distarbios cardiorrespiratorios, alteragdes oculares (WALKER et al.,1970; TROY e
FORRESTER, 1990; CASTRO, 1997), musculoesqueléticas, neurologicas e renais
(MEINKOTH et al.,1989; BUORO et al.,1990; CODNER e MASLIN 1992; GOULD et
al.,2000).

Os achados laboratoriais mais freqientemente observados variam de acordo
com a fase clinica, porém, muitas vezes repetem-se com maior ou menor
intensidade. (CASTRO, 1997).

A trombocitopenia ocorre 10 a 20 dias pés-infeccéo (PI) e tende a persistir ao
longo de todas as fases da doenca (BUHLES Jr., et al., 1974; DAVOUST et
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al.,1991). A leucopenia moderada ocorre ao redor da 3% e 42 semanas PI, tendendo a
desaparecer seguida de leucocitose e monocitose (HIBBLER et al.,1986). Foi
relatado que cerca da metade dos animais acometidos por erliquiose canina
apresentam eosinopenia. A linfopenia aparece em mais de 60% dos caes. A
linfocitose é mais infreqlente durante a fase aguda, enquanto que anemia do tipo
regenerativa € um achado muito comum (TROY e FORRESTER, 1990). Em vinte e
sete casos de infeccdo natural por Ehrlichia canis, a trombocitopenia e a anemia
estavam presentes em quase todos, enquanto a leucopenia ndo se evidenciava
(WADDLE ; LITTMAN, 1988). Os animais doentes apresentaram-se com discretas
variacbes nos valores do volume corpuscular médio (VCM) e da concentracéo
hemoglobinica corpuscular média (CHCM), -caracterizando anemia do tipo
normocitica-normocromica (KUEHN e GAUNT, 1985).

Durante a fase crbnica, as alteracdes hematologicas sdo semelhantes as
descritas para a fase aguda. A anemia e trombocitopenia sdo geralmente mais
proeminentes e responsaveis pela maior parte dos sinais clinicos (WADDLE e
LITTMAN, 1988). A pancitopenia, geralmente ocorre nos casos cronicos e graves
devido a hipoplasia das células progenitoras na medula 6ssea (HIBBLER et al.,
1986).

As proteinas séricas normalmente sofrem variacfes no decurso da doenca.
Pode-se  observar, na maior parte das vezes, hiperproteinemia,
hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Esta Ultima, mais marcante durante a
fase aguda, tendendo a reverter-se na fase subclinica (TROY; FORRESTER, 1990).

Os niveis das enzimas alaninoaminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina
podem estar aumentados, especialmente durante a fase aguda. Em pequena
porcentagem dos caes pode-se encontrar elevacbes dos niveis de bilirrubina e
discreta ictericia. Aumentos nos valores de uréia e creatinina parecem refletir um
quadro de azotenia pré-renal (TROY e FORRESTER, 1990). Porém TROY et al
(1980) ja haviam observado casos em gue 0s animais morriam de insuficiéncia renal
devido a glomerulonefrite.

Mecanismos inflamatorios estdo envolvidos na patogenia da doenca. Estes
incluem intensa infiltragdo leucocitaria em 6rgdos parenguimatosos, manguitos
perivasculares (particularmente nos pulmbes, rins, baco, meninges e olhos),

hemaglutinagdo e hipergamaglobulinemia. A demonstragdo de anticorpos
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antiplaquetarios em cées experimentalmente infectados por E. canis reforca a teoria
de que a doenca possuiu um componente imunopatoldgico (HARRUS et al., 1997).
Os principais achados macroscopicos observados em cées que foram a 6bito
por erliquiose séo representados por lesdes em varios 6rgaos e tecidos do sistema
linfohemopoético, sistema nervoso, sistema urindrio, sistema céardio-respiratorio,
trato gastrintérico e outros (HILDEBRANDT et al.,, 1973; TROY; FORRESTER,
1990). Dentre os achados de necropsia, a linfadenopatia, esplenomegalia,
hepatomegalia e hemorragia difusa ou petequial na superficie mucosa, ou serosa e
parénquima de diversos 0Orgdos, estdo entre os mais importantes e freqientes
(EWING, 1969; REARDON e PIERCE, 1981a; VALLI, 1993; CASTRO, 1997).

2.2.4. Diagnostico

O diagnéstico da erliquiose € baseado na combinacdo dos sinais clinicos,
anormalidades hematoldgicas, achados citologicos e sorologicos, sendo mais
recentemente a reacdo em cadeia da polimerase incorporada ao plano diagnéstico
(NEER e HARRUS, 2006). O diagnostico laboratorial da erliguiose pode ser
realizado, rotineiramente, pela identificacdo direta de corpusculos de inclusdo ou
moérulas de E. canis em leucécitos de sangue periférico (ELIAS, 1991). Importante
ressaltar, que, na maioria dos casos de infeccdo natural, a deteccdo direta do
parasito ndo é possivel, devido ao pequeno nimero de células infectadas (HARRUS
et al., 1997).

As bactérias do género Ehrlichia induzem resposta humoral especifica, base
para o diagnéstico soroldgico (RIKIHISA, 1991), ocorrendo soroconversao nos
animais logo apos a infeccdo (OTRANTO et al., 2009). Dentre os testes soroldgicos,
a imunofluorescéncia indireta é utilizada no diagndstico, sendo aplicavel tanto para
estudos de infeccbes experimentais quanto epidemiolégicos. Os antigenos utilizados
sao procedentes do cultivo de células infectadas com E. canis, havendo deteccédo de
anticorpos precoces em até sete dias pos-infeccdo, embora a maioria dos caes se
torne soropositivos decorridos 28 dias (HARRUS et al., 1997).

A nPCR é um ensaio altamente especifico e sensivel, sendo uma técnica
capaz de determinar se um cao soropositivo é portador ou ndo de E. canis, (IQBAL e
RIKIHISA,1994b; WEN et al., 1997) podendo também ser empregada para avaliacao
da eficacia na terapia contra a doenca (HARRUS et al., 1998b).
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Aspirados de baco, figado, rins, mesentério, linfonodos popliteos, sangue e de
medula 6ssea de caes infectados, podem ser utilizados para extracdo de DNA do
parasito. Contudo, para alguns pesquisadores o DNA extraido de baco € o melhor
tipo de amostra para PCR, no diagnostico do estado de portador de E. canis,
durante a fase subclinica (IQBAL & RIKIHISA, 1994a; HARRUS et al.,, 1998a).
FARIA (2006), comparando a deteccdo de DNA erliquial em sangue e aspirados de
baco, constatou que ambos séo eficientes no diagnostico da doenca em céaes
naturalmente infectados. Esses dados séo reforcados por BANETH et al. (2008) que
também constataram que o material esplénico e o sangue séo efetivos para a
pesquisa de DNA erliquial em animais experimentalmente infectados, durante a fase

aguda da doenca.

2.2.5. Tratamento

Tetraciclina e doxiciclina sdo drogas de escolha para o tratamento da
erliquiose canina e felina (WOODY e HOSKINS, 1991; BREITSCHWERDT et al.,
2002; COHN, 2003; LAPPIN et al., 2004).

2.2.6. Epidemiologia

A E. canis € a Unica espécie descrita até 0 momento no Brasil, como agente
etiolégico da erliquiose monocitica canina (EMC). A primeira descricdo da E. canis,
compulsada na literatura € de um cédo Pastor Aleméo, na Argélia, por Donatien e
Lestoquard, em 1935. O primeiro relato da presenca de E. canis, no Brasil, ocorreu
em Belo Horizonte, MG, por COSTA et al. (1973), sendo o segundo em Jaboticabal,
Sao Paulo, em 1978 (KAVINSKI,1988).

Segundo MORAIS et al. (2002), LABARTHE et al. (2003) e BULLA et al.
(2004) a doenca no Brasil € considerada enzodtica, conforme as estimativas e dados
recentemente obtidos. MORAIS et al. (2002) estimaram a prevaléncia da erliquiose
canina em cerca de 20% em varios estados como, Parana, Bahia, Rio de Janeiro,
Santa Catarina, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Ceara, Alagoas,
Pernambuco, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal. Ja em estudo retrospectivo
realizado por BULLA et al. (2004), no interior de Sdo Paulo com 246 amostras,

verificaram que 30,9% tinham a presenca de E. canis, sendo considerada uma
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doenca enzodtica na cidade de Botucatu (SP), onde as condi¢Bes climaticas
favoreceram a disseminacéo do carrapato Riphicephalus sanguineus.

A ampla variacao clinica da erliquiose, aliada ao longo periodo de portador
dos caes e a natureza nidicola do R. sanguineus, contribuiram para a disseminacao
da E. canis, tornando-a uma das doencas infecciosas mais diagnosticadas nos
paises tropicais, sobretudo no Brasil (HASEGAWA, 2005).

Estudos epidemiologicos sobre a infeccdo por E. canis no Brasil foram
realizados avaliando os historicos clinicos, idade, sexo e raca dos caes e a presenca
de carrapatos, na tentativa de se estabelecer fatores de riscos para a doenca
(DAGNONE et al., 2003, SANTAREM, 2003; TRAPP et al., 2006). Porém, ainda néo
h& dados de prevaléncia da infeccéo por E. canis nas popula¢des caninas do Brasil.
Como houve uma grande expansao de populagbes do carrapato R. sanguineus nas
Ultimas décadas é bem provavel que a doenca venha ocorrendo freqlientemente nos
cées (LABRUNA e PEREIRA, 2001).

2.3. Babesiose canina

2.3.1. Agente etioldgico

A babesiose é a infeccdo por protozoarios parasitos apicomplexos intra-
eritrociticos pertencentes ao género Babesia, € uma das infec¢des mais comuns de
animais de vida livre em todo o mundo. Embora capaz de infectar uma grande
variedade de vertebrados, as babesias requerem hospedeiros vertebrados e
invertebrados para a manutencdo do seu ciclo de transmissdo. Os parasitos
replicam-se nas heméacias dos hospedeiros vertebrados e sdo chamados de
piroplasmas devido a sua aparéncia de dupla péra (HOMER et al., 2000).

Existem trés subespécies de B.canis reconhecidas desse hemoparasito, que
variam com base na distribuicdo geografica, especificidade do vetor e propriedades
antigénicas (UILENBERG et al. 1989). Babesia canis rossi, descrita na Africa do Sul,
é transmitida pelo carrapato Haemaphysalis leachi e causa uma doenca hemolitica
severa e frequentemente fatal em caes. Babesia canis vogeli € encontrada no
Oriente Médio, Norte da Africa, Europa, Asia, Austrdlia e América do Sul e é
transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus, induzindo normalmente uma doenca de

sinais clinicos moderados em caes. Babesia canis canis, descrita na Europa, é
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transmitida pelo carrapato Dermacentor reticulatus causa anemia hemolitica com
variados graus de severidade e anormalidades da coagulagcéo (UILENBERG et al.,
1989; ZAHLER et al.,1998; CARRET et al., 1999; BOOZER e MACINTIRE, 2003;
PASSOS et al., 2005, ANDRE, 2008). No Brasil, confirmou-se molecularmente que
0s cdes podem ser parasitados por B. canis vogeli (FURUTA, 2004; PASSOS et al.,
2005) e B. gibsoni (TRAPP et al., 2006).

2.3.2. Transmissao e ciclo biologico

Em cées, a Babesia canis, assim como a Ehrlichia canis, é transmitida pelo
carrapato Rhipicephalus sanguineus, o qual € considerado reservatorio para B. canis
vogeli, mas ndo para E. canis. A presenca de cédes infectados é necessaria para a
manutencdo da E. canis em uma populacdo de carrapatos ja que ndo ocorre
transmissdo vertical nestes artropodes (NEER, 1998). B. canis vogeli, entretanto,
pode ser transmitida por via transovariana e repassada para a proxima geracao de
carrapatos na auséncia de cdaes infectados (LOBETTI, 1998; TABOADA, 1998;
BOOZER e MACINTIRE, 2003).

No momento do repasto sanguineo o carrapato infectado inocula no céo,
esporozoitas presentes nas glandulas salivares. Estes se aderem a membrana do
eritrocito e, por endocitose, penetram na hemacia multiplicando-se por divisdo
binaria, resultando na formacdo de merozoitos. Podem-se encontrar heméacias com
até dezesseis merozoitos, porém, é mais comum, um ou par. Para que outras
hemacias sejam parasitadas, 0s merozoitas deixam as células hospedeiras,
encontrando-se livres na corrente sanglinea, por um curto periodo, e invadem
outros eritrocitos (LOBETTI, 1998; TABOADA, 1998). Ao ingerir o sangue do cao
parasitado, o carrapato infecta-se com eritrocitos contendo diferentes estagios
evolutivos da B. canis. Nas células intestinais do carrapato, as formas nao
assexuadas se degeneram, e 0s gametocitos transformam-se em gametas e, entéo,
em corpos raiados. Apos a fusdo dos gametas, masculino e feminino, os zigotos
assim formados se transformam em cinetos moveis. Essas formas evolutivas
atravessam a parede intestinal, caem na cavidade geral do artrépode e, por
esporogonia, transformam-se em esporocinetos, infectando varios 6orgaos do
carrapato, incluindo as glandulas salivares e ovarios. A esporogonia continua nas

glandulas salivares e nas larvas oriundas de ovos infectados, dando origem a
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milhares de esporozoitos que serdo transmitidos a outros hospedeiros por ocasido
do repasto sanguineo (KAKOMA e MEHLHORN, 1994; BORDEAU e GUELFI, 1995;
TABOADA, 1998; MARQUARDT et al., 2000)

2.3.3. Sinais clinicos, laboratoriais e achados patologicos

A patogenicidade do parasito varia com a viruléncia da cepa, a primo-infeccéo
ou re-infeccdo, niumero de parasitos e taxa de penetracdo do agente. A Babesia
pode ser encontrada em todos os 6rgdos e tecidos do organismo. Desta forma, a
patogenia e os sinais clinicos apresentados variam de acordo com o 6rgao afetado
(REMO, 1998). A infestacdo por um numero consideravel de babesias no encéfalo
ocasiona a formacdo de trombos nos capilares, e manifesta sinais de
incoordenacao, paresia, ataxia, convulsdes, entre outros sinais clinicos (CORDERO,
2004).

A acdo patogénica do parasito sobre os eritrocitos € do tipo mecanico,
ocasionando a destruicdo dos globulos vermelhos do sangue no momento em que
acontece a divisdo da Babesia. Além disso, ocorre fagocitose dos eritrécitos
parasitados e ndo parasitados, facilitada pelo sistema complemento (BOOZER &
MACINTIRE, 2003). O periodo de incubacao varia entre 4 e 20 dias e nos animais
jovens a doenca se apresenta na forma aguda com um periodo pré-patente de 4 a 6
dias (HOMER, 2000).

A sua manifestacdo pode ser nas formas hiperaguda, aguda, subclinica e
cronica. A hiperaguda esta associada com choque hipotensivo, hipdxia, dano
tecidual, estase vascular e Obito. A aguda é caracterizada por anemia hemolitica,
trombocitopenia, linfadenomegalia, letargia, vomito, hematuria, ictericia. febre
intermitente, anorexia e marcada perda de massa corporal (LOBETTI, 1998).

Os achados laboratoriais sao caracterizados por anemia normocitica e
normocrémica na fase inicial, que no transcorrer da doenca se torna macrocitica,
hipercrbmica regenerativa e trombocitopenia. Na bioquimica sérica, hipercalemia e
hipoglicemia podem ser notados em animais severamente afetados. Azotemia,
acidose metabolica, hiperbilirrubinemia, bilirrubindria, hemoglobinaria e proteinaria
sdo achados nos exames bioquimicos (LOBETTI, 1998).

Apresentam como achados patologicos, a pigmentacdo dos tecidos com
hemoglobina e bilirrubina, hepato-esplenomegalia, linfadenopatia, edema e

hemorragia (decorrente de injuria vascular e deficiente oxigenacao), eritrécitos
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parasitados nas redes capilares (principalmente cerebrais), microtrombos em casos
de coagulacao intravascular disseminada, vasculite, etc (LOBETTI, 1998).

2.3.4. Diagnostico

O diagnostico clinico ndo é confiavel dado que nenhum dos sinais €
patognomb6nico e podem se apresentar em qualquer doenca. Os métodos
diagndsticos utilizados incluem a deteccao direta ou indireta do parasito. A detec¢éo
direta, que ocorre pela presenca de merozoitos nas hemécias em esfregacos
sanguineos corados com Giemsa, Field's ou Wright's (CLEVELAND et al., 2004)
considerada prova especifica, mas de baixa sensibilidade, ja que a parasitemia é de
periodo variavel (GREENE, 2006).

O diagnéstico indireto pela RIFI é considerado o teste de referéncia, por ser
sensivel (OLIVERA & GUIMARAES, 2002), porém a especificidade é baixa, pois
podem ocorrer reacdes cruzadas entre as espécies de Babesia (VIDOTTO &
MANDUCCA, 2004). No Brasil, FURUTA et al. (2009) padronizaram e compararam
os testes de ELISA e RIFI na deteccdo de anticorpos da classe IgG em cées
naturalmente infectados com Babesia canis na cidade de Jaboticabal/SP,
evidenciando maior positividade no teste de ELISA (67%) em comparacao ao RIFI
(59%), evidenciando maior sensibilidade no teste ELISA.

A PCR detecta fragmentos de DNA de Babesia spp. e proporciona o
diagnostico de infecgcdes agudas, subclinicas ou crbnicas, mesmo nos casos de
baixa parasitemia. A PCR também pode ser utilizada para monitoramento de terapia,
deteccdo de animais portadores e em estudos epidemioldgicos sobre a distribuicéo
geografica deste patégeno (VIDOTTO et al., 2004; CLEVELAND et al., 2004).

2.3.5. Tratamento

Diaceturato de dimiazeno (2,5-3,5 mg/kg, SC ou IM, dose unica) e
diproprionato de imidocarb (5-7 mg/kg, SC ou IM, 2 doses intervaladas de 2
semanas) sao as drogas mais frequentemente utilizadas para tratamento da
babesiose canina no Brasil (DANTAS-TORRES e FIGUEREDO, 2006).
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2.3.6. Epidemiologia

Ainda existem poucos relatos sobre a epidemiologia de Babesia canis no
Brasil. O'DWYER et al. (2001), estudando cdes de areas rurais do Estado do Rio de
Janeiro, diagnosticaram B. canis em 5,2% dos cdes por meio do esfregaco
sangiineo. ALMEIDA et al. (2002) compararam a ocorréncia de babesiose e
erliquiose entre os cédes de rua e domiciliados, no municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ, e verificaram que, aqueles apreendidos pelo Centro de Controle de
Zoonoses foram significativamente mais positivos para esses hematozodrios do que
os domiciliados. MOURA et al. (2002) verificaram por meio da técnica de esfregaco
sangilineo, que 50% das hemoparasitoses identificadas nos cdes atendidos pelo
Laboratério de Parasitologia da Universidade de Cuiaba, eram devido a B.canis,
apesar desta deteccdo ter ocorrido em somente 2,5% dos animais. SALGADO
(2005) realizou esfregacos de sangue periférico e venoso em 167 animais
provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Campo Grande, MS, e contatou

que 10,78% das amostras evidenciaram positividade para Babesia canis.

2.4. Co-Infeccbes

Durante todo seu tempo de vida, os seres vivos entram em contato com
diferentes parasitos, de modo sequencial ou simultdneo e raramente a interacao
parasito-hospedeiro envolve somente um e outro. Podem existir situacées em que
ocorram concomitantemente infec¢cdes por diferentes amostras de uma mesma
espécie, diferentes espécies de um mesmo género, ou ainda, parasitos de grupos
taxondémicos distintos (COX 2001; MCKAY 2006). Embora pouco considerado, este
€ um aspecto basico do fendmeno parasitismo uma vez que dependendo da
dindmica da associa¢do, um ou outro parasito pode ser favorecido ou desfavorecido
ou ainda, ambos podem ndo ser afetados nesta relacdo. Do mesmo modo, 0s
parasitos co-ocorrendo podem causar prejuizo ou beneficio ao hospedeiro
(GRAHAM 2007).

Parasitos tém uma notavel competéncia para suprimir e/ou desviar a resposta
imune do hospedeiro, com mecanismos tdo diversos quanto 0s nichos que ocupam
(PFAFF & CANDOLFI 2003). Ainda, as inter-relacbes sao complexas e dependem
de variaveis pertencentes ao meio, ao hospedeiro e ao parasito (FERREIRA 1973,

ARAUJO E COLS. 2003). Assim, podemos observar que em algumas associacdes
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ocorre um sinergismo, como 0 que ocorre com virus da imunodeficiéncia felina, que
agrava o0 quadro da sarna causada por Demodex (CHALMERS E COLS. 1989) ou
em caprinos infectados por T. brucei, 0os quais se tornam mais susceptiveis a
infeccédo por Haemonchus contortus (CHIEJINA E COLS. 2005). Entretanto, algumas
relacdes de co-existéncia parasitaria podem evoluir para um antagonismo, como na
infeccdo por Babesia spp. que € suprimida em camundongos infectados
experimentalmente com estagios larvais de Heligmosomoides polygyrus (MZEMBE
E COLS. 1984). Porém, em outras relacdes podemos ter duas resultantes, € o caso
da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia dos felinos (FIV) que pode ou n&o
reativar a infeccdo por Toxoplama gondii (WITT E COLS. 1989; LIN & BOWMAN
1992). Também, a presenca de dois ou mais agentes infecciosos pode originar uma
condicdo patologica a qual pode néo ter relagdo alguma com os patdégenos, como é
0 caso de pacientes com o virus Epstein Barr, quando expostos ao Plasmodium
spp., que podem desenvolver linfoma de Burkitt (DE THE 1985). A eliminacdo de
dois parasitos de um hospedeiro co-infectado pode também ocorrer, assim, 0S
mecanismos imune-efetores que induzem a eliminacdo de Babesia microti do
sangue de camundongos eliminam também a infeccdo concomitante por
Plasmodium vinckei (COX 1978).

Existe também uma complexa relacdo entre o estado nutricional do
hospedeiro, respostas imunoldgicas, intensidade da infeccdo e prevaléncia de
doencas. M& nutricdo (proteica/energética) é considerada a causa mais importante
de imuno-deficiéncia secundaria e de alta prevaléncia de infeccbes e doencas. Por
outro lado, as infeccbes por si mesmas podem induzir a ma nutricdo através de
anorexia, febre ou patologias diversas. Parasitos que causam imunossupressao
favorecem a sobrevivéncia de um segundo organismo infectante em algumas
situacdes, pelo menos temporariamente (LLOYD 1995).

A ocorréncia de mdultiplas espécies de parasitos em um Unico hospedeiro
pode ter importantes consequéncias para a trajetéria coevolucionaria de seus
participantes (BUCK E COLS. 1978, PETNEY & ANDREWS 1998). Entretanto, as
informacbes de campo disponiveis estdo relacionadas principalmente ao
estabelecimento de espécies de parasitos apds a EXPOSICAO (DAVILA E COLS.
2003, HERRERA E COLS. 2007 E 2008). Assim, a resultante da interagdo entre a

infec¢@o natural promovida por organismos distintos quanto a saude do hospedeiro,
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bem como a sobrevivéncia de um ou outro patégeno constitui, ainda, uma lacuna no
conhecimento das coinfec¢des (GRENFELL & DOBSON 1995; COX 2001).

A infecgéo dos cées pela leishmaniose visceral canina (LVC), Ehrlichia canis
e Babesia canis coexistem, devido a atividade de seus vetores e periodos de
transmisséo serem semelhantes, como também a abundancia de artropodes vetores
e cdes nas areas endémicas. Considerando que a E. canis e a B. canis vogeli sdo
transmitidas principalmente por carrapatos da espécie, Rhipicephalus sanguineus, e
L.chagasi por flebotomineos, ambos disseminam agentes infecciosos a partir da pele
para o figado, baco e medula 6ssea, e ativam mecanismos imunes que induzem

varias respostas imunopatologicas (MEKUZAS et al, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo realizar o diagnostico sorologico e
molecular de parasitos do género Leishmania, Ehrlichia e Babesia em amostras de
soro e de baco, respectivamente, de 60 caes naturalmente infectados oriundos do
Centro de Controle de Zoonoses do Municipio de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul.

3.2.0bjetivos Especificos

e Investigar simultaneamente a ocorréncia de anticorpos anti-E. canis, anti-B.
canis vogeli e anti-Leishmania chagasi pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) em amostras de soros dos animais;

e Investigar a ocorréncia de anticorpos anti-Leishmania chagasi pelo teste
imuno-enzimatico em amostras de soros dos animais;

o Detectar 0 DNA de E. canis, Babesia sp. e Leishmania chagasi a partir de
fragmentos de tecidos esplénicos pela reagcdo em cadeia pela polimerase
convencional (PCR);

e Sequenciar as amostras positivas da PCR e compara-las com sequéncias
depositadas no GenBankTM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o
programa BLAST.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de coleta

As amostras foram coletadas de 60 caes soro-positivos para LVC
encaminhados a eutanasia no Centro de Controle de Zoonoses no municipio de

Campo Grande — MS.

4.2. Diagnosticos sorolégicos

A pesquisa de anticorpos da classe IgG foi realizada no Laboratério de
Imunoparasitologia do departamento de Patologia Veterinaria da Universidade

Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP.

4.2.1. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

4.2.1.1. RIFI para deteccao de anticorpos anti-Leishmania chagasi

A RIFI foi realizada conforme técnica padronizada por OLIVEIRA et al (2008),
para diagnéstico de animais infectados por Leishmania chagasi.

4.2.1.2. Cultivo do antigeno

O meio de cultura em que se encontravam os parasitos foi centrifugado a 735
rom, por dez minutos, e o sobrenadante descartado. Posteriormente, foram feitas
trés lavagens dos parasitos em PBS pH 7,2 a 0,01M.

Apbs a terceira lavagem, foi colocada uma solugcédo de paraformaldeido a 4%,
por 30 minutos, para a fixacdo dos parasitos. Com a fixacdo, os parasitos foram
novamente lavados por trés vezes com solucdo de PBS, e o “pellet” de parasitos foi
ressuspendido em solucéo salina tamponada (PBS) até a concentracédo de 3 x 106 a
4 x 106 parasitos por mL.

Utilizando laminas previamente demarcadas com circulos, foram colocados
10 pL da suspenséo de parasitos em PBS em cada circulo de modo a ter de 20 a 30

por campo microscopico, com objetiva de 40x. ApOGs secagem por 6 a 8 horas a
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temperatura ambiente, as laminas foram devidamente embaladas em papel extra-
fino e papel aluminio, e estocadas a —20°C, em recipiente hermeticamente fechado,

até o momento de uso.

4.2.1.3.Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Leishmania chagasi

As laminas preparadas foram retiradas do “freezer’” e descongeladas a
temperatura ambiente. Em cada circulo contendo o antigeno, foram dispensados 10
ML de cada soro teste, diluido na concentracdo de 1:40. As laminas foram entédo
incubadas, em camara umida a 37°C, por 30 minutos e, a seguir, submetidas a trés
lavagens em PBS por imerséo, de cinco minutos cada. Apds secagem a temperatura
ambiente, os circulos da lamina foram recobertos com 10 uL do anticorpo anti-IgG
de cado conjugado ao isotiocianato de fluoresceina, diluido a 1:32, em solucéo de
PBS, contendo azul de Evans 1mg%. As laminas foram novamente incubadas e
lavadas conforme descrito acima. ApGs a secagem das laminas, estas foram
montadas com laminula, utilizando-se glicerina tamponada a uma relacao de 9:1 de
glicerina/tampéo carbonato-bicarbonato 0,5M de pH 9,6 e, posteriormente,
observadas em microscopio equipado para fluorescéncia (Olympus, BX-FLA).

As amostras séricas positivas na diluicdo de 1:40 foram novamente testadas.
Em cada circulo contendo o antigeno, foram dispensados 10 pL das diluicdes
sucessivas dos soros testes positivos. A titulagcdo dos soros teste positivos foi
realizada diluindo-se cada soro a partir de 1:40, base 2, até a negativacdo do
mesmo. Foram consideradas positivas as reacfes fluorescentes com soros na
diluicao = 1:40.

4.2.1.4.0btencédo de antigeno para confeccdo de ldminas de Ehrlichia canis

O antigeno de E. canis usado para confeccdo de laminas de RIFI foi obtido a
partir de cultura de células DH82 (derivadas de histiocitoma canino) infectadas com
a cepa Jaboticabal de E. canis, isolada por MACHADO em 1993 a partir de um céo,

fémea, da raca Weimaraner, em fase aguda da doenca (AGUIAR et al., 2007).
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4.2.1.5. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Ehrlichia canis

As amostras de soro foram diluidas a 1:64 em solucédo salina de fosfato
tamponada, PBS pH 7,2 (1,3 M NaCl; 27 mM KCI; 56 mM Na2HPO4; 10 mM
KH2PO4; 9,2 mM NaH2PO4). Foram depositados 10 yL do soro diluido em cada
poco da lamina com antigeno de E. canis, reservando-se dois poc¢os para a adicdo
das amostras de soros controle positivo e negativo. Inicialmente, como controles,
foram utilizados soros de caes sabidamente positivos e negativos frente ao antigeno
de E. canis. O procedimento foi 0 mesmo para cada lamina a ser testada. As
laminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos, em camara umida.

Posteriormente, foram lavadas em solucao salina de fosfato tamponada, PBS
pH 7,2 (1,37 M NaCl; 26,82 mM KCI; 101,44 mM Na2HPO4; 17,63 mM KH2PO4),
secas e a cada pogo adicionados 10 pyL de conjugado anti-IgG de cdo, marcado pelo
isoticianato de fluoresceina para as amostras testes e anti-lgG de céo, diluido
conforme orientacéo do fabricante (Sigma®). O material foi entdo incubado por mais
30 minutos a 37°C, em camara umida. Apés nova lavagem e secagem, as laminas
foram avaliadas na microscopia com emissdo de Iluz ultravioleta. Foram
considerados positivos aqueles soros que reagiram em diluicdes maiores ou iguais a
1:64 (ANDRE, et al.,2010). A positividade da reacdo implicou na observacdo de
fluorescéncia nas morulas, comparativamente a amostras de soro controles positivo
e negativo (RISTIC et al., 1972; NAKAGHI et al., 2008).

4.2.1.6. Obtencéo de antigeno para confecc¢do de laminas de Babesia canis

O antigeno proveio da inoculacdo, em caes, de uma cepa de B. canis, isolada
por MACHADO 3 (1999), a partir de um céo atendido no Hospital Veterinario
Governador Laudo Natel, UNESP Jaboticabal. Previamente a inoculacédo, se realizou
a PCR com oligonucleotideos iniciadores para B. canis, cujo produto foi clivado com
as endonucleases de restricdo Hinf | e Taq I, obtendo-se assim um padréo de
clivagem compativel com B. canis vogeli (FURUTA, 2004).

Dois caes, com aproximadamente trés meses de idade, mantidos livres de
ectoparasitos através do isolamento e utilizagdo periodica de Fipronil®, vacinados
contra as principais doengas infecciosas caninas com vacinas comercias

(FortDodge®) e desverminados (Bayer®) foram mantidos no canil do Departamento
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de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal,
onde receberam racdo comercial e agua ad libitum. Os animais foram submetidos a
esplenectomia com o objetivo de baixar a resisténcia imunologica e facilitar a
visualizacdo dos parasitos nos esfregacos sanguineos. Quatro dias apdés o
procedimento cirdrgico, aproximadamente 8 mL de sangue (mantido criopreservado
em igual volume com dimetilsulféxido (DMSQO) em nitrogénio liquido) originario de
céo parasitado com B. canis, foi descongelado em banho-maria a 37°C. Procedeu-
se entdo, a inoculacdo experimental de um dos cdes com 0 sangue parasitado
atraves da via endovenosa.

O animal foi entdo submetido a avalia¢cdes diarias da sua condicédo fisica,
temperatura retal e avaliacdo da parasitemia por meio de puncdes de sangue
capilar, obtido da area marginal da orelha, trés vezes ao dia, até se obter a
parasitemia desejada (25%), no 5° dia pés-infec¢do. A pesquisa por parasitos era
feita através da coloracdo de esfregacos sanguineos finos corados com Giemsa
(Sigma®). Uma vez obtida a parasitemia desejada, colheu-se cerca de 10 mL de
sangue parasitado em frascos com EDTA sddico a 7,5% como anticoagulante,
procedendo-se a lavagem das hemacias com solucdo salina tamponada por 3
vezes. Com a papa de hemacias, foram realizados esfregagos sangtiineos finos em
laminas previamente lavadas e desengorduradas em alcool/éter (70%/30%), as
quais foram utilizadas como antigeno para a realizacao da RIFI para B. canis. ApOs
secarem em temperatura ambiente, foram embrulhadas (individualmente) em papel
absorvente extrafino, envoltas em papel aluminio e acondicionadas em recipiente
hermeticamente fechado a -20°C até o momento do uso. Parte do sangue do animal
parasitado (20 mL) foi transferido para o outro cédo esplectomizado, o qual
apresentou pico de parasitemia 1 dia ap6s a inoculacdo. Colheu-se 10 mL de
sangue parasitado para confeccdo de novas laminas para RIFI, para preservacao
com DMSO em nitrogénio (-196°C) liquido e para extracdo de DNA (controle positivo
para as reacdoes de PCR). Apdés a colheita, os animais foram submetidos a
fluidoterapia para o restabelecimento da volemia, e administrando-se dipropionato

de imidocarb (5,0 mg/kg), por via subcutanea, para o tratamento da babesiose.
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4.2.1.7. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Babesia canis

As amostras de soros foram diluidas a 1:40 em solucdo salina de fosfato
tamponada, PBS pH 7,2 (130 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 5,6 mM Na2HPO4; 1,0 mM
KH2PO4; 0,8 mM NaH2PO4). Foram depositados 10 yL do soro diluido em cada
poco da lamina com antigeno de B. canis. Inicialmente, como controles, foram
utilizados soros de cées sabidamente positivos e negativos frente ao antigeno de B.
canis. As laminas foram incubadas a 37°C por 45 minutos, em camara Uumida.
Posteriormente, foram lavadas em solugao salina de fosfato tamponada, PBS pH 7,2
(1,37 M NacCl; 26,82 mM KCI; 101,44 mM Na2HPO4; 17,63 mM KH2PO4), secas e a
cada uma adicionados 10 uL de conjugado anti-lgG de c&o, marcado pelo
isoticianato de fluoresceina para as amostras testes, diluido conforme orientacéo do
fabricante (Sigma®). O material foi entdo incubado por mais 45 minutos a 37°C, em
camara umida. Ap6s nova lavagem e secagem, as laminas foram avaliadas a
microscopia com emissdo de luz ultravioleta. Foram consideradas positivas as
reacoes em que toda a periferia do parasito apresentou fluorescéncia, a partir da
diluicho de 1:40, comparativamente as amostras de soro controles positivo e
negativo (FURUTA, 2004).

4.2.2. Ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA teste)

O teste de ELISA indireto para L. chagasi foi realizado de acordo com técnica
descrita por MACHADO et al. (1997) para B. bovis, com pequenas modificacdes
descritas por OLIVEIRA et al. (2008).

4.2.2.1. Preparacédo do antigeno total soltvel de Leishmania chagasi

Os parasitos em meio de cultura foram centrifugados a 3.000 rpm (Sorwall),
por dez minutos, e o sobrenadante, descartado. Posteriormente, foram feitas duas
lavagens dos parasitos com PBS. Apos as lavagens, 0s parasitos na concentragao
de 2 x 106/mL, foram ressuspendidos em tampdo de homogeneizacdo e
armazenados a —70°C.

A suspensao de parasitos armazenada foi entdo submetida a sete ciclos de
congelamento a —-70°C, seguidos de descongelamento a 37°C. A suspenséao

resultante foi centrifugada a 3.000 rpm, durante 3 horas a 4°C, aliquotas de 500mL



37

do sobrenadante foram congeladas a —70°C, até o momento do uso. O conteudo
protéico do antigeno soluvel foi determinado pelo método do &cido bicincénico,
utilizando-se o “Kit” de reagentes BCA (BCA Reagents Kit-Pierce Chemical

Company), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

4.2.2.2. Descricdo dareacao

Foram adicionados 100 puL do antigeno soluvel de L. chagasi, diluido na
concentracdo de 10 mg/mL em tampao carbonato-bicarbonato de sodio 0,05M, pH
9,6 em cada cavidade das microplacas de fundo plano (Nunclon TM Surface, Nunc.
Denmark). Apos incubacgdo da placa por 8 a 10 horas em camara umida a 4°C, o
excesso de antigeno foi removido por trés lavagens consecutivas, com tampao PBS
0,01M, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tween 20). As placas foram
bloqueadas com PBS-Tween 20, acrescido de 6% de leite em p4, em camara umida,
a 37°C por 90 minutos. Apdés nova lavagem para retirada do bloqueador, foram
adicionados, em duplicata, 100 uL dos soros testes e dos soros de referéncia
positivos e negativos diluidos 1:400 em PBS-Tween 20, com 5% de leite em poé
desnatado. As microplacas foram entdo novamente incubadas a 37°C por 90
minutos e lavadas, como descrito anteriormente; 100 pL do conjugado canino
acoplado a fosfatase alcalina (Ig de coelho anti IgG de céo, Sigma A-0793), diluido
1:4.000 em PBS-Tween 20, acrescido de 5% de soro de coelho, foram adicionados a
cada cavidade da placa, seguindo-se nova incubacao e lavagem como as anteriores.
O substrato da enzima fosfatase alcalina (paranitrofenilfosfato diluido a 1mg/mL em
tampéo dietanolamina pH 9,8; Sigma N-9389) foi adicionado, incubando-se a reacéo
por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a leitura da reagéo
foi realizada em um leitor de microplacas de ELISA (Microplate Reader MRX TC
Plus, Dynex Technology), a um comprimento de onda de 405 nm.

4.3. Testes moleculares

O diagnéstico molecular foi realizado no Laboratério de Imunoparasitologia do

departamento de Patologia Veterinaria.
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4.3.1.Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

4.3.1.1. Extracdo de DNA de tecido esplénico

A extracdo de DNA de tecido esplénico foi realizada com o QlAamp DNA
Blood and tissue Mini Kit (Qiagen®) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O DNA extraido foi entdo identificado e armazenado a -20°C para

realizacdo da PCR.

4.3.1.2.1. Selecao dos primers para Leishmania spp e L. chagasi.

Os primers utilizados para a PCR de Leishmania spp (L1 e L), foram aqueles
descritos por MICHALSKY et al. (2002). Para os animais que foram PCRs positivos
para o género Leishmania sp, repetiu-se a PCR, mas desta vez com os primers MC1
e MC2, especificos para o complexo L.Donovani, conforme descrito por CORTES et
al. (2004).

L1: (5 — GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA - 3))

L2: (5 — GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC -3’)
MC1: (58— GTT AGC CGATGG TGG TCT TG - 3’)
MC2: (5= CACCCATTTTTCCGATTT TG - 3)

4.3.1.2.2. Amplificagdo de DNA de Leishmania sp

A mistura para a reacdo foi preparada do seguinte modo: 5 pL de tampéao
(200 mM Tris-HCI; 500 mM KCI, pH 8,4), 1,5 uL de MgCI2 (1,5 mM), 4 uL de dNTP’s
(10 mM cada), 5 yL de cada primer (10 pmol/ pL), 0,25 yL de Taq (5 U/ L),
quantidade suficiente de agua Milli-Q para completar 45 pyL e 5 yL de DNA (10ng/
ML). As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador (MJ Research —
PTC 200) com ciclos de: 1 ciclo: D: 94° C (5 min); A: 65°C (1 min); E: 72°C (1 min) e
29 ciclos: D: 94°C (1 min); A: 65°C (1 min); E: 72°C (1 min); Efinal: 72°C (5 min).
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4.3.1.2.3. Amplificagdo de DNA de Leishmania chagasi

A mistura para a reacao foi preparada do seguinte modo: 5 puL de tampao
(200 mM Tris-HCI; 500 mM KCI, pH 8,4), 1,5 uL de MgClI2 (1,5 mM), 4 uL de dNTP’s
(10 mM cada), 5 yL de cada primer (10 pmol/uL), 0,25 pL de Taq (5 U/ uL),
guantidade suficiente de agua Milli-Q para completar 45 pL e 5 yL de DNA (10ng/
ML). As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador (MJ Research —
PTC 200) com ciclos de: 1 ciclo: D — 94°C (2 min) e 30 ciclos: D — 94°C (20 seqg); A —
60°C (20 seg); E — 72°C (30 seg); Efinal — 72°C (5 min).

4.3.1.3. Amplificacdo do DNA da espécie Babesia canis

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR foram baseados
na sequéncia parcial do gene da subunidade menor do 18S rDNA presente na
maioria das espécies de babesias: Piro A (5- AATACCCAATCCTGACACAGGG-3’)
e Piro B (5-TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’). A técnica da PCR foi realizada
conforme descrita por CARRET et al. (1999). A reacdo consistiu de uma
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos compostos por desnaturacdo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 5

minutos, seguidos por extensao final a 72°C durante 5 minutos.

4.3.1.4.1 Reacao de Amplificacéo para Ehrlichia spp. baseada no gene

dissulfito oxidoredutase (dsb)

Os primers utilizados na PCR para Ehrlichia spp foram baseados no gene
dsb. Para tal, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores dsb-330 e dsb-728,
gue amplificam um fragmento de 409 pb de Ehrlichia spp. (DOYLE et al., 2005). A
reacao de amplificacéo foi realizada utilizando uma reacdo de volume total final de
50uL, contendo uma mistura de 5uL do DNA-amostra, 0,2 mM de cada
deoxinucleotideo, 0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 3,0 mM de Cloreto de
Magnésio, 1,25 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen®), tampéo da PCR e
agua ultra-pura esterilizada 50 pL. A sequéncia térmica e de tempo de amplificacao
foram de: desnaturacéo inicial a 95°C por 2 minutos, 50 ciclos compostos por
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos e

extensdo a 72°C por 30 segundos, e extenséo final a 72°C por 5 minutos.
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dsb-330 (5'-GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3’)
dsb-728 (5’- CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT-3’)

4.3.1.4.2. Amplificacdo do DNA da espécie Ehrlichia canis

A reacao de amplificacao do tipo nested para E. canis foi realizada utilizando-
se os produtos obtidos da primeira amplificacdo (para género) como moldes para os
primers para as proximas reacdes. Para as reacdes especificas para E. canis foram
utilizados os primers ECANS (5°CAA TTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA 3’) e HE3
(5TATAGGTA CCGTCATT ATCTTCCCTAT-3).

Para a reacdo da nested PCR foram utilizadas as mesmas solucdes da PCR,
além de 1uL da amostra de DNA amplificado e os primers espécie-especificos. A
reacao consistiu de 3 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
55°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1,5 minuto e 37 ciclos de desnaturacéo a
92°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 1,5
minuto, seguidos por uma extenséao final de 5 minutos a 72 °C (MURPHY et al.,
1998).

4.3.2. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo (Invitrogen®) (0,5 pL/mL) em
tampéo de corrida TEB 1X pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M &cido borico; 12,49
mM EDTA). A eletroforese foi realizada a 90 V/ 50mA durante 90 minutos. Para a
determinacdo dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso
molecular de 100 pares de base (100 pb DNA Ladder -Invitrogen®). Os resultados
foram visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta
(2020E) acoplado a um programa computacional de andlise de imagens (Eagle-Eye
[I- Stratagene®).



41

4.4. Sequenciamento

4.4.1. Extracdo dos Amplimeros do Gel de Agarose

Apés a reacdo de PCR, as bandas referentes a cada amplimero foram
cortadas do gel de agarose com lamina de bisturi estéril, pesadas e colocadas em
tubos de polipropileno de 2,0mL devidamente identificados. Na sequéncia, foi
realizada extracdo do produto da PCR em gel de agarose, utilizando-se o Silica
Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas Life Sciences®, Sdo Paulo, SP) de acordo
com as recomendacoes do fabricante.

4.4.2. Quantificacdo de DNA dos amplimeros
A quantificacdo de material purificado foi realizada em aparelho

espectrofotdbmetro  (Nanodrop®, Thermo Scientific,), por meio da leitura da
absorbéancia de cada amostra.

4.4.3. Sequenciamento

O sequenciamento dos produtos amplificados e purificados foi realizado
através do método automatizado baseado no método da terminacdo da cadeia por
dideoxinucleotideo (SANGER et al.,, 1977). Para o sequenciamento dos produtos
diretos da PCR, utilizaram-se os mesmos oligonucleotideos iniciadores empregados
na reacdo de PCR. Para o sequenciamento de produtos amplifcados clonados,
utilizaram-se os oligonucleotideos iniciadores T7 (TAATACGACTCACTATAGG) e
SP6 (GATTTAGGTGACACTATAG), na concentracdo de 1uM os gquais flanqueiam o
sitio multiplo de clonagem do vetor pGEM T-easy. O protocolo da reacdo de
sequenciamento foi realizado com algumas modificagbes a partir daquele descrito
pelo fabricante do Kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Perkin-Elmer Applied Biosystems). Utilizaram-se 3,5 uL do Tampao 2,5x (200mM
Tris-HCI pH 9,0; 5mM MgCly); 0,5 puL de Big Dye e 5 pmoles de cada
oligonucleotideo, 2,5 pL de agua ultra-pura e 1,5 pL de DNA (sendo este ajustado de
acordo com sua concentragdo, mensurada em aparelho espectofotbmetro
(Nanodrop, Thermoscientific). As amplificacdes foram realizadas inicialmente no

termociclador (MJ Research-Inc).



42

O processo de lavagem das amostras foi feito adicionando-se 80pL
Isopropanol 75% em cada amostra. A placa foi selada com aluminio e, apos
incubacédo por 15 minutos em local escuro a temperatura ambiente, foi centrifugada
a 4.000g por 30 minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e 200 pL de etanol
70% foram adicionados e a placa novamente centrifugada, desta feita, por 10
minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e a mesma quantidade de
etanol 70% foi acrescida, repetindo o passo anterior. A placa foi centrifugada
invertida (aceleracdo e desaceleracéo 1) e em seguida colocada na bomba de vacuo
por 5 minutos para completa secagem das amostras. O sequenciamento foi
conduzido no sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems),
no departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias

(Unesp- Campus de Jaboticabal).

4.4.4. Analise das Seqléncias

Ap6s sequenciamento, as sequéncias obtidas foram analisadas e
confrontadas com aquelas ja publicadas no GenBank, onde foram verificadas
similaridades entre elas através do programa BLAST (BENSON et al.,, 2002). O
programa BLAST (“Basic Local Alignament Search Tool”) é utilizado para localizar
alinhamentos entre uma sequencia de interesse pesquisada e dados existentes
publicados no GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Blast) (BENSON et al.,2002). Para
analisar as similaridades entre as sequencias dos fragmentos de DNA de E. canis,
Babesia sp e Leishmania (complexo Donovani) amplificados (obtidas a partir das
amostras de tecido esplénico de caes) entre si e com aquelas depositadas no
GenBank foram utilizados, respectivamente, os programas “BLAST 2 sequences” e
“nucleotide BLAST”.
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5. RESULTADOS
5.1. Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

5.1.1. Soropositividade para Leishmania chagasi

Das 60 amostras de cées oriundos do Centro de Controle de Zoonoses de
CG/MS , coletadas 60(100%) mostraram soropositividade frente ao antigeno total de
promastigotas de L. chagasi. O titulo de anticorpos desses animais variou de 1: 40 a
1: 20480 (Tabela 1).

5.1.2. Soropositividade para Ehrlichia canis

O numero de animais sororeagentes frente ao antigeno de E. canis foi menor
em relacdo aos reagentes a L. chagasi. Dos animais amostrados 39 (65%)
apresentaram anticorpos anti-E.canis, com titulos variando de 1: 64 a 1: 2048.
(Tabela 2).

5.1.3. Soropositividade para Babesia canis

Dos animais naturalmente infectados, 49 (81,6%) mostraram-se Soropositivos
para Babesia canis, com titulos variando de 1:40 a 1:5120 (Tabela 3).

Tabela 1: Titulagdo dos soros, em namero e porcentagem, positivos a deteccéo de
anticorpos anti-L chagasi em cées naturalmente infectados coletados no

CCZ/CGIMS.
Titulagao NCAnimais %
1/40 1 1,6
1/160 2 3,3
1/320 4 6,6
1/640 9 15
1/1280 8 13,3
1/2560 12 20
1/5120 16 26,6
1/10240 6 10
1/20480 2 3,3

Total 60 100
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Tabela 2: Titulacdo dos soros, em numero e porcentagem, positivos a deteccao de
anticorpos anti-E. canis em caes naturalmente infectados coletados no CCZ/CG/MS.

Titulacao NCAnimais %

1/64 11 28,2
1/128 8 20,5
1/256 6 15,3
1/512 3 7.6
1/1024 5 12,8
1/2048 6 15,3
Total 39 100

Tabela 3: Titulacdo dos soros, em numero e porcentagem, positivos a deteccao de
anticorpos anti-B. canis em cées naturalmente infectados coletados no CCZ/CG/MS.

Titulacao NCAnimais %

1/40 2 4

1/80 3 6

1/160 4 8

1/320 3 6
1/640 9 18,3
1/1280 8 16,3
1/2560 11 22,4
1/5120 9 18,3
Total 49 100

5.1.4. Co-soropositividade para L.chagasi, E. canis e B. canis

Das 60 amostras de cdes 65% (39) mostraram-se soropositivos tanto para L.
chagasi quanto para E.canis (Tabela 4), 43,33% (26) foram sororeagentes para L.
chagasi e B. canis (Tabela 5), 33,3% (20) mostraram-se sorologia positiva para
E.canis e B.canis (Tabela 6). Vinte animais foram co-soropositivos para L.chagasi.

E.canis e B. canis.
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Tabela 4: Co-soropositividade e co-soronegatividade dos cdes amostrados frente
aos antigenos de L. chagasi e E. canis coletados no CCZ/CG/MS.

Animais soropositivos a E. Animais soronegativos para E.
canis canis Total
Animais soropositivos para
L.chagasi 39 21 60
Animais soronegativos para
L.chagasi 0 0 0
Total 39 21 60

Tabela 5: Co-soropositividade e co-soronegatividade dos caes amostrados frente
aos antigenos de L. chagasi e B. canis coletados no CCZ/CG/MS.

Animais soropositivos a B. Animais soronegativos para B.
canis canis Total
Animais soropositivos para L.chagasi 49 11 60
Animais soronegativos para
L.chagasi 0 0 0
Total 49 11 60

Tabela 6: Co-soropositividade e co-soronegatividade dos caes amostrados frente
aos antigenos de E. canis e B. canis coletados no CCZ/CG/MS.

Animais soropositivos a E. Animais soronegativos
canis para E. canis Total
Animais soropositivos para B.canis 34 15 49
Animais soronegativos para B.canis 5 6 11

Total 39 21 60
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5.2. Teste de ELISA Indireto para Leishmania chagasi

Utilizou-se a diluicdo Unica de 1:400 para os soros de referéncia positivos e
negativos e o conjugado na diluicdo de 1:4.000. Nessas condi¢des, a absorbancia
meédia de soros negativos (n=17) foi de 0,0933, resultando em um ponto de corte
calculado de 0,233. Os valores de densidade o6tica média (DO) foram agrupados em
niveis de ELISA (NE), os quais variam de 0 (zero) a 9 (nove), como descrito por
Machado et al. (1997). O ponto de corte foi determinado em NE = 3, ou seja, todo
soro com NE igual ou maior a 3 € considerado positivo, sendo considerado negativo
o soro com NE abaixo de 3. A seguir, esta apresentada a escala de niveis de ELISA
(NE).

Tabela 7: Distribuicdo dos soros de animais naturalmente infectados por L.chagasi
coletados no CCZ/CG/MS em niveis de ELISA

NE Valor da absorbancia
0 0,000 -0,118
1 0,119 - 0,159
2 0,160 — 0,214
3 0,215 -10,289
4 0,290 — 0,390
5 0,391 - 0,526
6 0,527 -0,710
7 0,711 - 0,958
8 0,959 — 1,293
9 > 1,294

O ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) foi realizado para as amostras de
soro dos cées do centro de controle de zoonoses. Os resultados corroboraram a
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ou seja, 0s mesmos animais positivos para a RIFI
também o foram para o ELISA teste.

O valor da densidade o6ptica e os niveis de ELISA estdo apresentados na

Tabela 7. No ELISA, os niveis variaram de 2 a 9. (Figura 1).
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Tabela 8. Resultados de absorbancia, niveis de ELISA e titulacbes da RIFI

Animal D.O N.E RIFI Titulagdo  Animal D.O N.E RIFI Titulag&o
1 2,116 9 1:2560 31 2,853 9 1:5120
2 2,105 9 1:10240 32 2,005 9 1:2560
3 2,699 9 1:5120 33 2,932 9 1:5120
4 2,751 9 1:5120 34 0,896 7 1:640
5 1,86 9 1:2560 35 2,632 9 1:10240
6 0,244 3 1:320 36 0,547 6 1:640
7 1,32 9 1:1280 37 2,333 9 1:5120
8 2,357 9 1:5120 38 2,44 9 1:5120
9 2,65 9 1:1280 39 2,959 9 1:5120
10 0,983 8 1:640 40 3,076 9 1:2560
11 2,591 9 1:20480 41 1,798 9 1:5120
12 1,477 9 1: 5120 42 0,352 4 1:320
13 0,386 4 1:320 43 2,74 9 1:5120
14 1,992 9 1:1280 44 3,12 9 1:5120
15 2,784 9 1:1280 45 1,484 9 1:1280
16 2,226 9 1:640 46 2,23 9 1:10240
17 2,916 9 1:1280 47 0,496 5 1:40
18 2,161 9 1:640 48 0,714 7 1: 640
19 2,75 9 1:640 49 1,913 9 1:1280
20 2,386 9 1:5120 50 2,161 9 1:1280
21 1,841 9 1:2560 51 2,036 9 1:2560
22 2,656 9 1:5120 52 0,66 6 1:160
23 1,819 9 1:5120 53 2,289 9 1:10240
24 1,249 8 1:5120 54 1,46 9 1: 2560
25 1,861 9 1:2560 55 1,775 9 1:10240
26 2,329 9 1:2560 56 0,917 7 1:2560
27 2,282 9 1:640 57 1,918 9 1:10240
28 2,011 9 1:2560 58 2,352 9 1:320
29 2,438 9 1:20480 59 0,291 4 1:160
30 2,455 9 1:2560 60 2,555 9 1:640
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Figura 1: Distribuicdo dos soros positivos, em niveis de ELISA (0-9), submetidos ao
teste ELISA para a deteccao de anticorpos anti-L. chagasi.

5.3. Reacédo em cadeia pela polimerase (PCR)

5.3.1. PCR para Leishmania chagasi, E. canis e B. canis.

Dos 60 animais amostrados, 54 (90%) mostraram-se positivos ha PCR para o
género Leishmania (Figura 2), e destes 53 (88,3%) foram positivos para o complexo
L.Donovani, (Figura 3). Vinte e sete animais (45%) foram positivos para Ehrlichia sp
(Figura 4) e destes animais todos foram positivos para E.canis pelo nested PCR

(Figura 5), 2 (3,33%) foram positivos para Babesia sp.(Figura 6).
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Figura 2: Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1,3%
corado com brometo de etideo. Os amplimeros mostrados na foto
sdo relativos & PCR para Leishmania spp obtidos com os
oligonucleotideos iniciadores L1 e L2. Canaleta M: marcador de
tamanho molecular em escala de 100 pares de bases (Invitrogen®);
Canaleta 1: controle positivo, demais canaletas animais
amostrados. Canaleta 17: controle negativo.
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Figura 3: Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1,3%
corado com brometo de etideo. Os amplimeros mostrados na foto
sao relativos a PCR para o complexo L.Donovani obtidos com os
oligonucleotideos iniciadores MC1 e MC2. Canaleta M: marcador de
tamanho molecular em escala de 100 pares de bases (Invitrogen®);
Canaleta 1: controle positivo, demais canaletas animais
amostrados. Canaleta 18: controle negativo.
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Figura 4: Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1,3% corado
com brometo de etideo. Os amplimeros mostrados na foto sdo
relativos a PCR para Ehrlichia sp obtidos com os oligonucleotideos
iniciadores dsb-330 e dsb-728. Canaleta M: marcador de tamanho
molecular em escala de 100 pares de bases (Invitrogen®); Canaleta

1: controle positivo, demais canaletas animais amostrados.
Canaleta 17: controle negativo.
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Figura 5: Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1,3% corado com
brometo de etideo. Os amplimeros mostrados na foto sdo relativos a
nPCR para Ehrlichia canis obtidos com os oligonucleotideos iniciadores
ECANS e HE3. Canaleta M: marcador de tamanho molecular em escala
de 100 pares de bases (Invitrogen®); Canaleta 1: controle positivo,
demais canaletas animais amostrados. Canaleta 17: controle negativo
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Figura 6: Fotografia de eletroforese em gel de agarose 1,3% corado
com brometo de etideo. Os amplimeros mostrados na foto séo relativos
a PCR para Babesia sp obtidos com os oligonucleotideos iniciadores
Piro A e Piro B. Canaleta M: marcador de tamanho molecular em escala
de 100 pares de bases (Invitrogen®); Canaleta 1: controle positivo,
demais canaletas animais amostrados. Canaleta 17: controle negativo

5.3.2. Correlacéo dos resultados da PCR e sorologia para Leishmania spp.

Dos 60 animais amostrados, 54 foram PCR positivos e soreagentes. Seis

animais foram soropositivos, porém PCR negativos (Tabela 8).

Tabela 9: Correlacdo entre os resultados da PCR e sorologia para Leishmania spp
para os caes amostrados.

Animais sororeagentes para Animais ndo-sororeagentes para
) ) ! ) h . Total
Leishmania chagasi Leishmania chagasi
An_lmals positivos na PCR para 54 0 54
Leishmania sp
Animais negativos na PCR para 6 0 6

Leishmania sp

Total 60 0 60
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5.3.3. Correlacéo dos resultados da PCR e sorologia para o complexo

L.Donovani

Dos animais amostrados, 53 se mostraram positivos na PCR para o complexo
L.Donovani. Sete animais apresentaram-se soropositivos, porém PCR negativos
(Tabela 9).

Tabela 10: Correlag&o entre os resultados da PCR e sorologia para L.Donovani para
0s cdes amostrados.

Animais sororeagentes para Animais ndo-sororeagentes para

L.chagasi L.chagasi Total
Animais positivos na PCR para c.
L.Donovani 53 0 53
Animais negativos na PCR para c.
L.Donovani 7 0 7
Total 60 0 60

5.3.4. Correlagéo dos resultados da PCR e sorologia para E.canis.

Dos 60 animais amostrados, 27 foram PCR positivos para E. canis, e também
soropositivos. Doze animais apresentaram-se soropositivos, porém PCR negativos
(Tabela 10).

Tabela 11: Correlacdo entre os resultados da PCR e sorologia para E. canis.

Animais soropositivos para E. Animais soronegativos para
canis E.canis Total
Animais positivos na PCR para E.
canis 27 0 27
Animais negativos na PCR para E.
canis 12 21 33

Total 39 21 60
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5.3.5. Correlacéo dos resultados da PCR e sorologia para Babesia sp.

Dos 49 animais soropositivos 1 foi PCR positivo para Babesia sp, e os 2

animais PCR positivos, 1 foi sororeagente. (Tabela 11).

Tabela 12: Correlag&o entre os resultados da PCR e sorologia para Babesia sp.

Animais sororeagentes para Animais ndo-sororeagentes para

Babesia sp. Babesia sp. Total
Animais positivos na PCR para B.
canis 1 1 2
Animais negativos na PCR para
B. canis 48 10 58
Total 49 11 60

5.3.6. Co-positividade e co-negatividade dos céaes frente as PCRs para
Leishmania spp e E.canis.

Dos 54 animais PCR positivos para Leishmania spp, 23 também foram PCR
positivos para E.canis. Dois animais mostraram-se PCR negativos para ambos 0s

agentes (Tabela 12).

Tabela 13:Co-positividade e co-negatividade na PCR para Leishmania sp e E.canis.

Animais PCRs positivos para  Animais PCRs negativos para E.

E. canis canis Total
An_lmals P_CRS positivos para 23 31 54
Leishmania sp
Animais PCRs negativos para 4 2 6

Leishmania sp

Total 27 33 60
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5.3.7. Co-positividade e co-negatividade dos cées frente as PCRs para o

complexo L.Donovani e E.canis.

Dos 53 animais PCR positivos para o complexo L.Donovani, 23 também foram
positivos nas PCRs para Ehrlichia canis. Dos 7 animais PCR negativos para L.

chagasi, dois também foram negativos para E. canis.(Tabela 13)

Tabela 14:Co-positividade e co-negatividade na PCR para o complexo L.Donovani
e E.canis.

Animais PCRs positivos para  Animais PCRs negativos para E.

E. canis canis Total
Animais PCRs positivos para c.
L.Donovani 22 31 53
Animais PCRs negativos para c.
L.Donovani 5 2 7
Total 27 33 60

5.3.8. Co-positividade e co-negatividade dos cdes nas PCRs para o complexo
L.Donovani e Babesia sp.

Dos 53 animais PCR positivos para o complexo L.Donovani, um mostrou-se
positivo também para Babesia sp., e dos 7 animais PCR negativos para L.chagasi,

um mostrou-se positivo para Babesia sp.(Tabela 14).

Tabela 15: Co-positividade e co-negatividade nas PCRs do complexo L.Donovani e
Babesia sp.

Animais PCRs positivos para Animais PCRs negativos para

Babesia sp. Babesia sp. Total
Animais PCRs positivos para c.
L.Donovani 1 52 53
Animais PCRs negativos para ¢
L.Donovani. 1 6 7

Total 2 58 60
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5.3.9. Co-positividade e co-negatividade dos cées nas PCRs de E.canis e
Babesia sp.

Dos 60 animais amostrados, um foi positivo para E.canis e Babesia sp. Trinta

e dois animais foram PCR negativos para ambos 0s agentes citados (Tabela 15).

Tabela 16: Co-positividade e co-negatividade nas PCRs de E.canis e Babesia sp.

Animais PCRs positivos para Animais PCRs negativos para
Babesia sp. Babesia sp. Total
Animais PCRs positivos para
E.canis 1 26 27
Animais PCRs negativos para
E.canis 1 32 33
Total 2 58 60

5.4. Andlise das similaridades de seqUéncias obtidas pelo BLAST

Os amplimeros dos produtos dos oligonucleotideos iniciadores (HE3/ECAN)
do gene 16S rRNA, sequenciados das amostras positivas na PCR para E. canis,
revelaram 98-99% de similaridade entre si, os produtos dos oligonucleotideos
iniciadores (Piro A e Piro B) do gene 18S rRNA, sequenciados das amostras
positivas na PCR para Babesia sp revelaram 98-99% de similaridade para Babesia
canis vogeli. Ja os amplimeros dos produtos dos oligonucleotideos iniciadores (MC1
e MC2) do DNA do cinetoplasto, sequenciados das amostras positivas na PCR para
0 complexo L.Donovani revelaram 98-99% de similaridade para Leishmania chagasi.
Todos com altos graus de identidade com as sequencias previamente publicadas no
GenBank.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foram realizados diferentes métodos diagnésticos para
verificar a ocorréncia dos agentes supracitados em 60 cées oriundos do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Campo Grande MS. Foram realizados
testes soroldgicos (RIFI e ELISA) e moleculares (PCR), o DNA foi extraido a partir
de tecidos esplénicos. O baco foi escolhindo por ser importante sitio de crescimento
parasitario e por estar envolvido na resposta imune protetora ou lesiva ao
hospedeiro, no curso da infeccdo (BRADLEY & KIRKLEY, 1977; WILSON et al.,
1996; MELBY et al., 2001; NATAMI et al., 2000; TAFURI et al., 2001 KAYE et al.,
2004).

As caracteristicas das técnicas diagnésticas sdo parametros importantes na
escolha do teste a ser utilizado num programa de controle da LVC, principalmente
qgquando a eliminacdo do cédo positivo € uma das medidas adotadas (ALVES;
BEVILACQUA, 2004). Os testes RIFI e ELISA séo geralmente utilizados na deteccéo
de anticorpos anti-Leishmania em soros de cées, porém observa-se ocorréncia de
reacoes cruzadas nesses testes (COUTINHO et al., 1985; VEXENAT; SANTANA,
TEIXEIRA, 1996; OLIVEIRA et al., 2008). No presente trabalho, os testes foram
realizados utilizando o protocolo de RIFI descrito por OLIVEIRA et. al. (2008) e
ELISA utilizando a técnica preconizada por MACHADO et al.(1997) e adaptado por
OLIVEIRA et al. (2008). Foi observado 100% de concordancia entre a RIFl e o
ELISA diferentemente do que foi observado por ASSIS et al. (2010) utilizando os
mesmos protocolos de RIFI e ELISA em cées oligossintomaticos em que objetivou-
se comparar os métodos diagnoésticos para Leishmaniose Visceral, entretanto no
mesmo estudo nao foi observado discondancia entre os testes em cées
assintomaticos e polissintomaticos. CUNHA et al. (2012) observaram concordancias
entre os resultados de RIFI e ELISA em cédes assintomaticos, oligossintomaticos e
polissintomaticos, CAMARGO et al. (2010) também observaram quase 100% de
concordancia entre os testes, ambos os autores utilizaram diferentes protocolos.
Esta divervéncia de resultados sorolégicos presentes na literatura possivelmente,
ocorreram em consequéncia dos diferentes protocolos utilizados (METTLER et al.,
2005; ROSARIO et al., 2005).
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Dos 60 animais amostrados 90% (53) foram PCRs positivos para L.chagasi e
100% (60) soropositivos tanto pelo RIFI quanto pelo ELISA teste, revelando maior
sensibilidade dos testes sorolégicos em relacdo ao PCR no presente estudo. O
melhor desempenho dos testes seroldgicos para o diagnéstico da LVC pode ser
explicado pela alta estimulacdo policlonal dos linfécitos B provocada pela
leishmaniose, o que leva a hipergamaglobulinemia e a producdo extensiva de
anticorpos que facilitam o diagnostico por estes ensaios (FEITOSA et al., 2000). Os
resultados do presente estudo foram divergentes com os encontrados na literatuta.
ASSIS et al. (2010) detectaram DNA do parasita nos tecidos (baco, linfonodo e
figado) em 100% dos cédes soronegativos e em 89,0% dos suspeitos, elevando para
97% a positividade contra 65% no ELISA e 56% na RIFI demonstrando que a PCR
foi o método mais sensivel e preciso para o diagnoéstico da LVC. MANNA et al.,
(2004) e GOMES et al, (2007) e também desmostraram que a PCR foi altamente
sensivel para o diagnostico clinico da LVC em caes por ser capaz de amplificar o
KDNA de Leishmania sp. a partir de poucos exemplares de amastigotas presentes
em amostras de tecido, porém o método PCR deve ser analisado com cautela nas
campanhas epidemioldgicas, pois detecta apenas o DNA do parasita no sangue e
tecidos dos cdes e nao necessariamente a doenca no animal, diferentemente do
exame parasitolégico que detecta o parasita intacto nos tecidos (ASSIS et al.,2010).

Embora os testes sorolégicos sejam recomendados pelo Ministério da Saude
no inquérito epidemiolégico canino (BRASIL, 2006), podem apresentar reacfes
cruzadas com Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis (VEXENAT; SANTANA;
TEIXEIRA, 1996, SAVANI et al., 2005, LUCIANO et al., 2009). Ja foi relatada na
literatura a ocorréncia de T. cruzi e L.braziliensis no estado do Mato Grosso dos Sul
(NUNES et al., 1995, BORGES-PEREIRA et al., 2001, POMPILIO et al., 2005,
SOUZA et al., 2009, SAVANI et al., 2009, JUNIOR et al., 2009 e CORVALAN et al.,
2011). No presente estudo assim como o estudo conduzido por CUNHA et al. (2012)
em cdes do CCZ também de Campo Grande MS, mostraram que a RIFI foi mais
sensivel em comparacdo com a PCR, permitindo inferir a partir destes resultados
que possa ter ocorrido reacdes cruzadas nos testes sorologicos pelo fato do local
onde foi coletada as amostras ser endémico para todos 0s agentes supracitados
(BORGES-PEREIRA et al.,, 2001; JUNIOR et al., 2009; POMPILIO et al., 2005;
SOUZA et al.,, 2009; CORVALAN et al., 2011). O que também explicaria as

divergéncias entre os resultados obtidos com os presentes na literatura sdo que
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protocolos de PCR utilizados pelos pesquisadores demostraram maior sensibilidade
gue o seguido no presente estudo.

Dos 54 animais positivos para o género Leishmania, 53 (90%) foram positivos
para o complexo Donovani, as amostras positivas foram sequénciadas e blastadas
revelando 98-99% de similaridade para Leishmania chagasi com alto graus de
identidade com as sequéncias previamente publicadas no GenBank. Um animal foi
negativo no PCR para o complexo Donovani, podendo ele estar infectado com a
forma tegumentar da doenca, em que se tém o envolvimento de outras espécies de
Leishmania, possivelmente a L. braziliensis ou a L.amazonensis que sdo espécies
em que ja se foi relatada a ocorréncia em animais e em humanos na literatura no
estado do Mato Grosso do Sul. (DORVAL et al., 2002; SOUZA et al., 2005; SAVANI
et al., 2009, JUNIOR et al., 2009 e CORVALAN et al., 2011).

A ocorréncia de E. canis encontrada neste estudo foi de 65% estando acima
das relatadas por outros autores no Brasil: AGUIAR et al. (2007), no municipio
localizado no Estado de Rondénia (37,9%), 23% no Parana (TRAPP et al., 2006),
36% na Bahia (CARLOS et al., 2007), 60% em Cuiaba (ALMEIDA E SOUSA, 2006)
e de 42,5% também em Cuiaba (SILVA et al.,2010). Os resultados encontrados no
Brasil apresentam valores de prevaléncia similares aos de outros paises que estao
entre as zonas tropical e subtropical, concordando com a afirmacdo de KEEFE et al.
(1982), de que cdaes situados nessa zona climatica apresentam maiores frequéncias
de infeccao por E. canis.

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta é considerada o teste padréo
sorolégico, embora a leitura dos resultados seja subjetiva e reacdes cruzadas entre
as varias espécies de Ehrlichia (BELANGER et al.,, 2002), ja foi demonstrada
reatividade cruzada com N. risticcii, A. platys, E. chaffeensis e E. ewingii, entre
outras (NEER et al., 2002), como também as coinfeccdes com multiplos agentes
erliquiais (WANER et al., 2001), que somados, estes dois aspectos, podem levar a
falsos positivos ou falsos negativos (VARGAS HERNANDEZ, 2010). OLIVEIRA et al.
(2008) nao acreditam que haja reacdes cruzadas entre E. canis, B. canis e
Leishmania sp. depois que varios soros foram testados pela RIFI e ELISA. Os
mesmos pesquisadores concluiram que nédo se tratam de reacfes cruzadas entre
esses agentes e sim a presenca de co-infeccdo, principalmente em caes de regides

endémicas.
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A fim de diminuir a possibilidade de ocorréncia de reagdes cruzadas, foi
utilizado o ponto de corte de 64 (ANDRE et al.,2010), maior que os utilizados pela
maioria dos autores (HARRUS et al., 1996, MCBRIDE et al. 2001, AGUIAR et al.
2007, NAKAGHI et al., 2008, SILVA et al.,2010, VARGAS-HERNANDEZ et al.,
2012). Dos 60 animais amostrados 39 (65%) apresentaram anticorpos anti-E. canis,
com titulos variando de 1: 64 a 1: 2048., porém ndo podemos descartar a
possibilidade de reacdes cruzadas na sorologia com outras espécies erliquiais,
fazendo-se assim que estudos adicionais sdo necessarios para determinar se
existem outros agentes da familia Anaplasmatacae parasitando os cdes de Campo
Grande MS.

Muitos autores ja descreveram sensibilidade e especificidade superior da
nPCR, em diagnosticar erliqguiose quando comparado a sorologia (IQBAL et al,
1994;. WEN et al, 1997), dado que esta Ultima técnica diagnéstica ndo pode
distinguir a infeccdo ativa da exposicdo ao agente. Além disso, as reacdes cruzadas
observadas nos testes soroldgicos sdo pouco comuns na nPCR (IQBAL et al., 1994;
NAKAGHI et al.,, 2008). Foi detectado no presente estudo DNA erliquial em 27
animais (45%), pelo nPCR, superior ao encontrado por DAGNONE et al.,(2009) em
cdes do mesmo municipio (18,2%) utilizando a nPCR. Trinta por cento dos caes
soropositivos foram negativos no nPCR, sugerindo que estes animais poderiam
estar na fase sub-clinica da doenca ou foram previamente expostos a E. canis.

Entre as amostras coletadas no CCZ de CG/MS, 49 (81,6%) mostraram-se
sororeagentes frente ao antigeno de B. canis, com titulos de anticorpos variando de
1:40 a 1:5120. Esse € o primeiro relato da sororeatividade de cdes de Campo
Grande MS frente ao antigeno de B. canis, evidenciando dessa forma, exposicao
desses animais ao agente da babesiose canina e alta prevaléncia dessa
hemoparasitose na populacdo de caes estudados. A soroprevaléncia encontrada no
presente estudo foi maior do que a encontrada em Belo Horiznte (66,9%) por
RIBEIRO et al., 1990, 42,4% em Sé&o Paulo (DELL'PORTO et al. 1993) 35,7% nho
Parana (TRAPP et al., 2006) e 28,7% em areas rurais do estado de MG (COSTA-
JUNIOR et al., 2009). As diferencas de soroprevaléncia ocorrerem possivelmente
devido a regido geogréfica e a incidéncia do carrapato vetor Rhipicephalus
sanguineus, além da resposta individual a hemoparasitas e as diferentes

metodologias utilizadas para diagnosticar a babesiose canina (FURUTA et al., 2009).
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Os testes sorolégicos sdo Uteis para identificar cdes assintomaticos
hospedeiros e infeccbes crbnicas, em que o nivel de parasitemia pode ser baixo e
ndo detectavel em esfregacos de sangue periférico. E importante resaltar, que
mesmo depois do tratamento os cdes podem permanecer soropositivos por longos
periodos, por isso o valor diagndstico dos testes sorolégicos é pobre na auséncia de
sinais clinicos. A RIFI e o ELISA sdo considerados altamente sensiveis e pouco
especificos devido também a possibilidade de ocorréncia de reacdes cruzadas entre
a Babesia sp. com outros parasitas membros da ordem apicomplexa como a
Babesia gibsoni e a Rangelia vitali e também a possibilidade de ocorréncia de
falsos negativos em animais muito jovens (BOBADE et al., 1989; DELL'PORTO et al,
1993; YAMANE et al, 1993; BIRKENHEUER et al.,, 1999; BIRKENHEUER et al.,
2003; BOOZER et al., 2003; FURUTA et al, 2004; DANTAS-TORRES et al., 2006;
IRWIN, 2009; VARGAS HERNANDEZ, 2010). Observando os resultados de
sorologia deste estudo, ndo se pode deixar de questionar a possibilidade da
ocorréncia de reacdes cruzadas, pois apesar da Babesia canis vogeli ser
comprovadamente a principal espécie causadora de babesiose nos cdes do Brasil
(PASSOS et al. 2005), TRAPP et al.,(2006) caracterizou molecularmente a presenca
de B.gibsoni (genotipo Asia) em quatro cdes do sul do Brasil, confirmando
epidemiologicamente e laboratorialmente a evidéncia de ocorréncia de B.gibsoni no
pais. Estudos adicionais devem ser conduzidos para verificar se ha a circulagcéo
dessa espécie de babesiose entre os cdes do municipio.

A maior soroprevaléncia de B. canis em relacdo a de E. canis pode ser
explicada pelo fato de que a presenca de animais infectados € necessaria para a
manutencdo da E. canis em uma populacdo de carrapatos ja que nao ocorre
transmissao vertical nos artropodes (NEER, 1998). Babesia canis vogeli, entretanto,
pode ser transmitida por via transovariana e ser passada para a proxima geracéo de
carrapatos na auséncia de animais infectados (LOBETTI, 1998; TABOADA, 1998;
BOOZER e MACINTIRE, 2003; ANDRE, 2008).

Apenas 2 animais (3,3%) foram PCRs positivos para Babesia sp contrastando
com os resultados da sorologia em que 81,6% (49) caes apresentaram anticorpos
anti-B.canis. Apenas um animal PCR positivo foi sororeagente frente ao antigeno de
B.canis, com baixa titulacdo (1:40). A PCR, embora seja uma técnica bastante
sensivel e especifica, nos casos de babesiose ela é considerada de baixa

sensibilidade em caes infectados naturalmente, assintomaticos ou na fase crénica
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da doenca (BOOZER et al., 2003; VARGAS-HERNANDEZ et al., 2012). Sugere-se
que isto decorra da parasitemia que pode ser baixa ou flutuante. Devido a estes
inconvenientes deve-se repetir o teste em outras ocasides. (IRWIN, 2009). VARGAS-
HERNANDEZ et al., (2012) conseguiram detectar DNA de Babesia canis em apenas
5,49% dos cades enquanto que 51,64% foram soropositivos, 0s autores inferiram
estar frente a uma situagcdo em que aqueles animais sorologicamente positivos a
Babesia canis, poderiam estar cursando a fase crénica ou subclinica da doenca, e
agueles PCR positivos estarem apresentando um pico de parasitemia capaz de ser
detectado pela técnica. Os resultados mostraram que pode ter acontecido a mesma
situagcdo com os animais do presente estudo, por ter ocorrido uma significativa
discordancia entre os resultados de PCR e sorologia.

Em medicina veterinaria, o clinico € muitas vezes confrontado com casos
sugestivos de certas doencas caninas, embora os testes de diagnostico possam
indicar resultados contraditorios (FRANCINO et al., 2006). Nossos resultados
demostram que nenhum teste é considerado 100% especifico e sensivel em
detectar os 3 agentes infecciosos supracitados, quando usado sozinho, sendo
consederado relevante em alguns casos a combinacdo de técnicas para se fechar o
diagnostico.

O presente estudo confirmou a ocorréncia das espécies de Ehrlichia, Babesia.
e Leishmania através da caracterizacdo por métodos moleculares em céaes
naturalmente infectados na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Nos
estudos de caracterizagdo foi observada elevada homologia genética entre a
E.canis, B. canis e L.chagasi obtidas, com as ja sequenciadas e depositadas no
GenBank, a andlise dos genes 16S RNA, 18S RNA e do DNA do cinetoplasto (E.
canis, B. canis e L.chagasi, respectivamente) sao intimamente relacionadas com a
Ehrlichia canis, Babesia canis vogeli e Leishmania chagasi identificadas
mundialmente.

Nos ultimos anos a ocorréncia de doencas transmitidas por ixodideos tem
aumentado, assim como sua expansdo em areas urbanas. Existe uma complexa
interacdo entre os hospedeiros, vetores artropodes e agentes patdogenos. Um
exemplo evidente € a inadequada resposta do hospedeiro frente a picada do
carrapato. Componentes da saliva do carrapato produzem marcada supressao
imune no hospedeiro, principalmente da resposta celular, permitindo ndo sé o

estabelecimento da infestacdo dos ectoparasitos, como também a disseminacéo e
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desenvolvimento de patdgenos transmitidos pela fixacdo do carrapato (SINGH &
GIRSCHICK, 2003; VARGAS HERNANDEZ, 2010).

Casos de co-infeccdo por E. canis e B. canis séo frequentemente
encontrados devido ao vetor Rhipicephalus sanguineus ser comum entre 0s caes
brasileiros (TROY e FORRESTER, 1990; TABOADA, 1998; OYAFUSO et al, 2002;.
DAGNONE et al,. 2003; DAGNONE, 2006; NAKAGHI et al, 2008;. OLIVEIRA et al,
2008). A epidemiologia da leishmaniose e de muitos hemoparasitos também se
sobrepfem em muitas areas do mundo, pois a atividade vetorial assim como 0s
periodos de transmissao desses patégenos é semelhante (MEKUZAS et al., 2009).
No presente estudo foi encontrado maior nidmero de animais co-infectados por
L.chagasi e B.canis e L.chagasi e E.canis respectivamente do que animais co-
infectados para E.canis e B.canis.

Ainda que o principal vetor da LVC seja o flebotomineo Lutzomyia longipalpis,
um trabalho francés demostrou a capacidade do R.sanguineus ser infectado por
Leishmania sp na transmissao transestadial, assim como transmitir a infec¢cao por
in6culo de macerado para o roedor Citellus citellus (BLANC et al.,1930). No Brasil,
foi demostrada positividade de 15,4% para L.chagasi pela PCR, em carrapatos
removidos de caes soropositivos para L.chagasi. A infectividade de L.chagasi
encontrada nos carrapatos foi comprovada por meio de inoculacéo experimental de
macerados de carrapatos positivos em hamesters pela via oral e peritoneal,
atingindo taxas de infectividade de 58,8% por PCR de fragmentos de baco e figado,
demostrando assim pela primeira vez, a transmissao de L.chagasi pela ingestédo de
carrapatos infectados (COUTINHO et al.,2005). Segundo PAZ et al.,(2010), os caes
infestados por carrapatos tem 53% mais chance de adquirirem infeccdo por
L.chagasi em comparacao aos caes sem infestacdo. O que seria esperado visto que
as infestacdes por carrapatos causam anemia, debilidade e aumenta a ocorréncia de
co-infeccdo. Um dado também importante sédo os frequentes relatos dos agentes de
controle de endemias e da populacdo de areas endémicas acerca da intensa
infestacdo por carrapatos nos caes, principalmente nos que sdo submetidos a
eutanasia nos CCZs, devido a sorologia positiva para L.chagasi (CADERNOS
TECNICOS DE VETERINARIA E ZOOTECNIA, 2012). Assim a hipotese defendida
por alguns autores de que o R.sanguineus funciona com vetor mecanico da LVC, vai
de encontro aos conhecimentos da parasitologia classica. Entretanto, os carrapatos

ixodideos, atravées da hematofagia, podem estar facilitando a transmissdo de



63

hematozoéarios, inclusive leishmanias, colaborando assim para a alta ocorréncia de
co-infecgBes por E.canis, B.canis e L.chagasi em areas endémicas

O fendmeno da co-infeccéo é pouco estudada pelos pesquisadores. A maioria
dos trabalhos relacionados com hemoparasitas avalia experimentalmente a infeccéao
frente a um agente. Aqueles relacionados a presenca de multiplos microrganismos
infecciosos acometendo o céo, sédo na forma de relatos clinicos (HARIKRISHNAN, et
al., 2005; GAL, et al.,2007; SASANELLI et al., 2009), evidenciando as dificuldades
no diagnostico, severidade das alteracbes clinicas, tratamento ndo eficaz e
prognostico ruim (VARGAS HERNANDEZ, 2010). Neste trabalho ficou evidente a
co-infeccéo entre L.chagasi, B.canis, E.canis e L.chagasi e E.canis e B.canis.

Em se tratando de co-infec¢des é importante ressaltar a conjectura de que um
patdgeno possa funcionar como agente facilitador para o estabelecimento de outras
infeccbes. BOOZER et al.(2003) apontam que a E.canis tenha um importante papel
como uma fonte de imunossupressao. Infeccbes experimentais com Ehrlichia canis
em cdes potadores de babesiose e assintométicos, fizeram com ocorresse a
manifestacao clinica da doenca (VAN HEERDEN et al., 1983; COLLETT et al.,2000).
Ja FEITOSA et al., (2000) relatam que a imunossupressao causada pela LVC pode
promover a ocorréncia de co-infeccdes com outros agentes tais como Ehrlichia,
Babesia e Dirofilaria em regides endémicas. Em estudo recente MEKUZAS et
al.,(2009), colocaram 43 caes soro e PCR negativos para E.canis e Leishmania
infantum em &rea endémica para os dois agentes e acompanharam durante 3 anos,
0s animais foram clinico, soroldgico e PCR monitorados periodicamente. Quarenta e
dois cées se infectaram por E.canis e 35 por L.infantum. Dos trinta e cinco animais
infectados por L.infantum 34 j& haviam se infectado por E.canis anteriormente. Os
sinais clinicos foram mais pronunciados em cédes co-infectados do que nos mono-
infectados. Os autores concluiram que a erliquiose possa ser um fator contribuidor
para o estabelecimento da infec¢ao por leishmaniose.

Este estudo mostrou que caes residentes em Campo Grande/MS, albergam
mais de um hemoparasita, podendo trazer como consequéncia uma exacerbacao
dos sinais clinicos apresentados. Tendo em vista que a sintomatologia clinica é
semelhante nas infec¢cdes causadas pelos agentes supracitados, sugere-se que 0S
clinicos veterinarios realizem o diagnéstico diferencial para os hemoparasitas sob

estudo. Considerando que as co-infecgbes podem exacerbar uma imunossupressao
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0S animais co-parasitados estdo mais propensos a apresentarem altas parasitemias,

0 que assegura a transmisséo vetorial e a permanéncia das enzootias.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste experimento, podemos concluir que:

1. Os cédes de Campo Grande sdo expostos aos agentes da leishmaniose
visceral, erliquiose e babesiose caninas devido ha alta prevaléncia de
anticorpos anti-E. canis, anti-L.chagasi e anti-B. canis na amostra canina

estudada nesta pesquisa.

2. Os cdes em Campo Grande/MS séo encontrados co-infectados por L. chagasi

e E. canis; L. chagasi e B. canis; L. chagasi, E. canis e B. canis.

3. As reacdes em cadeia da polimerase (nNnPCR e PCR), associadas ao
sequenciamento, permitiu confirmar a presenca de Ehrlichia canis, Babesia

canis vogeli e Leishmania chagasi nos caes de Campo Grande MS.

4. As sequencias obtidas das amostras deste estudo de L.chagasi, E. canis e
B.vogeli apresentam elevada homologia genética a E.canis, B. vogeli e
L.chagasi, depositadas no GenBank.
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