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RESUMO

Diferentes doencas que acometem os cdes transmitidas por vetores (DCTVs) tém adquirido
grande relevancia na clinica veterinaria devido ao aumento da frequéncia com o decorrer dos
anos. As doencas transmitidas por vetores como erliquiose e leishmaniose sdo afecgdes de
potencial zoonotico e de carater peculiar em Uberlandia-MG. Sado enfermidades de dificil
controle e grande enfoque na medicina veterinaria, responsaveis por manifestagdes clinicas
graves, sendo o diagnostico parte fundamental para o estabelecimento de progndstico e
tratamento apropriados e prevengdo de novos casos. A deteccdo do DNA das formas parasitas
auxilia no diagndstico e possibilita o tratamento mais rapido e adequado, permitindo assim a
melhora da qualidade de vida do animal, além de minimizar a possibilidade do mesmo se
tornar um reservatdrio. Nesse trabalho foi realizado um estudo das taxas de positividade em
animais suspeitos para erliquiose e leishmaniose do Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (HVET-UFU) no periodo de fevereiro a maio de 2018. Foram
coletadas 70 amostras dentre os animais suspeitos atendidos na rotina clinica do HVET-UFU,
sendo que a detec¢cdo do DNA da forma parasita foi realizada por PCR direcionada a regido
16S rRNA para Ehrlichia sp e a regido do kKDNA de Leishmania sp. Desta andlise foi
verificado que 55% destes animais estavam positivos para erliquiose, 42% positivos para
leishmaniose e 21% apresentaram coinfeccdo. Observou-se que ambas doengas estdo
distribuidas por todas regides de Uberlandia-MG com maior frequéncia de erliquiose no Setor
Leste e de leishmaniose no Setor Norte. J4 em relagdo as alteracdes clinicas/hematoldgicas
como esplenomegalia, linfoadenopatia, hipertemia, anemia e trombocitopenia foi verificado
que elas estavam presentes mesmo nos animais negativos para erliquiose e leishmaniose nao
sendo assim sintomas patognomonicos dessas e sim alteragdes que podem estar presentes em
varias doengas. Por isto, estas alteracdes ndo ofereceram suporte para o diagndstico confidvel
e diferencial entre elas. Portanto, faz-se necessario a analise ndo s6 das caracteristicas
clinicas/hematologicas, mas também do exame molecular, ferramenta de suma importancia

como método diagndstico complementar e final.

Palavras chave: Leishmaniose canina; Erliquiose canina; Achados clinicos / Hematoldgicos

Diagnéstico Molecular.



ABSTRACT

Canine vector-borne diseases have become more significant in the veterinary clinical
pathology due to the increase frequency over the years. Vector-borne diseases (e.g.
ehrlichiosis and leishmaniasis) are zoonotic potential diseases, and presents a peculiar
character in Uberlandia-MG. They are difficult to control and responsible for serious clinical
manifestations; therefore, they are a great focus on the veterinary medicine, and the diagnosis
is fundamental for the establishment of an appropriate prognosis and treatment to prevent new
cases. The detection of parasite DNA helps with the diagnosis and allows a faster and more
adequate treatment. Consequently, it allows an improvement of the animal’s life quality,
minimizing the possibility of becoming a reservoir host. In this work, a study of the positivity
rates in animals which are allegedly contaminated with ehrlichiosis and leishmaniasis of the
Veterinary Hospital of the Federal University of Uberlandia (HVET-UFU) was executed from
February to May 2018. Seventy samples were collected from the animals assisted in the
HVET-UFU routine. The DNA detection of the parasite was performed by PCR targeting 16S
rRNA region for Ehrlichia sp and kKDNA region for Leishmania sp. From this analysis it was
verified that 55% of these animals were positive for ehrlichiosis, 42% positive for
leishmaniasis and 21% presented co-infection. It was also observed that both diseases are
distributed in all regions of Uberlandia-MG with a higher frequency of ehrlichiosis at the
eastern area and leishmaniasis at the northern area. Regarding the clinical and hematological
alterations — as splenomegaly, lymphadenopathy, hyperthermia, anemia and
thrombocytopenia, it was verified that they occurred even in the negative animals for
ehrlichiosis and leishmaniasis; therefore, they are not pathognomonic symptoms of these, but
alterations that might be present in several diseases. Thus, these alterations did not support the
reliable and differential diagnosis between them. Hence, it is necessary to analyze not only the
clinical and hematological characteristics, but also the molecular examination, a tool of

extreme importance as a complementary and final diagnostic method.

Keywords: Canine leishmaniasis; Canine ehrlichiosis; Clinical / Hematologic findings

Molecular diagnosis.
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1. INTRODUCAO

As doengas transmitidas por vetores (DCTV) como anaplasmose, babesiose,
erliquiose, hepatozoonose e leishmaniose figuram entre as principais infec¢cdes que afetam os
caes em todo o mundo e, sdo enfermidades de dificil controle devido a ampla distribuicdo dos
invertebrados veiculadores (DANTASTORRES; 2011). Dentre as DCTV, a erliquiose
monocitica canina (EMC) e a leishmaniose visceral canina (LVC) sdo transmitidas por
carrapatos e flebotomineos hematofagos, respectivamente. Estas moléstias infeciosas sdo de
dificil controle e apresentam grande enfoque na medicina veterinaria, pois sdo responsaveis
por manifestacdes clinicas graves que podem levar ao 6bito do animal acometido. (CORTESE

et al.,, 2010; DA SILVA, 2011).

A EMC e LVC apresentam diagnéstico acurado de dificil realizagdo, sendo o
mesmo realizado principalmente por meio da associagdo das manifestagdes clinicas com
achados laboratoriais (CIARAMELLA et al., 2005). Entretanto, a maioria dos sinais clinicos
sdo similares em diversas doencgas infecciosas como nas hemoparasitoses (CIARAMELLA et
al., 2005). Além disso, outro obstaculo ocorre quando o canino ¢ infectado com mais de uma
DCTV, especialmente em areas endémicas para mais de uma enfermidade (MANA et al.,

2009).

Ja ¢é sabido da relevancia da LVC como uma importante zoonose, € tem se
destacado também algumas espécies causadoras de erliquiose como possiveis agentes
zoonoticos (DAGNONE, et al., 2001). Estudos tém apontado que a ocorréncia de EMC
concomitante a LVC tem aumentado na populagdo canina e que os animais coinfectados

apresentam sintomatologia clinica agravada (CARVALHO 2015).

Diante disto, além do impacto que estas doengas podem causar na satde do
animal, destacamos também que esses microrganismos podem infectar humanos, salientando
assim a importancia dos cdes na epidemiologia da doengca humana (UNVER et al., 2001;

BLOCH; MCBRIDE, 2010; DAY, 2011, SILVA et al., 2014).

1.1 Leishmania infantum

A leishmaniose visceral (LV) ¢ um importante problema da satde publica pela sua
magnitude, transcendéncia e pouca vulnerabilidade as medidas de controle (OMS,1990). E

amplamente aceito que a LV ¢ uma doenga dinamica, sendo as circunstancias da transmissao
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continuamente alteradas em relacdo aos fatores ambientais e ao comportamento humano.
Modificagdes no habitat dos hospedeiros naturais e dos vetores, migragdes humanas
decorrentes de conflitos, ou condigdes socioecondmicas precarias tém contribuido para a

alteragdo no panorama epidemiolédgico da LV (DUNAISKI, 2006).

As manifestagdes clinicas da LV zoonoética sdo atribuidas ao protozoario
digenético (heterdéxeno) Leishmania infantum, transmitido no Novo Mundo pela picada de
fémeas de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis infectadas (WHO, 2010), como
esquematizado na Figura 1. O periodo de incubagdo da doenga pode variar de meses a anos,
durante o qual o parasita se dissemina pelo corpo. Os quadros clinicos da LV s3o semelhantes
em cdes e humanos, sendo caracterizados por surtos de febres, tosse, perda de peso, letargia,
esplenomegalia, hepatomegalia, anemia, trombocitopenia, hipergamaglubulinemia,
linfoadenopatia, epistaxe e diarreias (DEL OLMO et al., 2009). E uma doenga sistémica grave
que atinge as células do sistema mononuclear fagocitario e 6érgdos de hospedeiros vertebrados,
sendo bago, figado, linfonodos, medula dssea e pele as regides mais afetadas (MINISTERIO

DA SAUDE, 2014).

Estagio no flebotomineo Estagio no hospedeiro vertebrado

Macréfago fagocitadas pelos
as £ do flebotomi macréfagos
ingerem macréfagos do flebotomineo transmitem .
contendo amastigotas promastigotas para o hospedeiro
vertebrado
Amastigotas
}
chegam no intenstino do se transformam
flebotomineo em amastigotas

outras céhulas

— \
das céhlas ® Q®
infectadas

&/ )
‘Promastigotas se transformam nas

formas metaciclicas

multiplicam em macrofagos
de diferentes tecidos

Figura 1. Representagio do ciclo de vida de Leishmania spp (Adaptado de LIPODOLVA; DEMANT, 2006). Os
flebotomineos ingerem macréfagos infectados durante o repasto sanguineo. No intestino do vetor as formas
amastigotas se transformam em formas promastigotas, se dividlem e migram para a proboscide. Fémeas do
flebotomineo infectadas realizam repasto sanguineo e assim as promastigotas sfo regurgitadas em hospedeiros
vertebrados. As promastigotas sfo fagocitadas por macréfagos e outros tipos de células fagociticas e se
transformam dentro dessas células em amastigotas, que se multiplicam por divisdo simples ¢ passam a infectar
outras células fagociticas mononucleares.
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Os casos de LV notificados no Brasil representam 90% dos casos de LV nas
Américas, e a doenca vem se disseminando cada vez mais, sendo endémica nas regides
Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, com alta incidéncia em centros urbanos, como: Belo
Horizonte - MG, Fortaleza - CE, Sao Luis - MA e Campo Grande - MS (WHO, 2010). Apesar
das tentativas de controle da LV no pais, o nimero de casos tem aumentado nos ltimos anos,
com média anual superior a 3.500 casos humanos. Esse fato pode estar associado a baixa
eficiéncia do programa brasileiro de controle da LV, que é composto por medidas como o

tratamento dos doentes e controle de reservatorios domésticos e de vetores (COSTA, 2011).

A relagdo entre a presenca de casos caninos € humanos ja foi estabelecida, sendo
que casos caninos normalmente precedem os casos humanos (OLIVEIRA et al., 2011;
DANTAS-TORRES et al.,, 2012). Além do cdo, alguns animais silvestres também sao
considerados como reservatdrios, tais como os canideos (Lycalopex vetulus e Cerdocyon
thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) (MANUAL DE VIGILANCIA E CONTROLE
DA LEISHMANIOSE VISCERAL, 2014).

O diagnoéstico da LVC ¢ um dos passos essenciais no controle da doencga, sendo
geralmente realizado por meio de testes soroldgicos, com a detec¢do de anticorpos especificos
anti-Leishmania no soro de animais infectados, juntamente com os dados clinicos e

epidemiologicos (DA SILVA, 2011).

Além disso, estudos mostram que cdes assintomaticos podem se reestabelecer e
desenvolver a doenca clinica ou permanecer assintomaticos por anos e até mesmo estabelecer
a cura espontanea, sendo que alta porcentagem desses cdes ¢ soronegativa e, no entanto,
apresentam o teste da Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) positivo. (RIBEIRO et al.,
2018, DA SILVA, 2011). O diagnostico molecular realizado ¢ altamente sensivel e especifico
para Leishmania e tem como vantagem a utilizagdo de uma grande variedade de amostras,
como sangue, aspirados de medula ou linfonodos, biopsias de pele, urina, dentre outros (DA

SILVA, 2009).

1.2 Ehrlichia canis

A erliquiose canina ¢ causada pela rickettsia Ehrlichia canis, intracelular

obrigatdria, que pode ser encontrada isolada, em colonias compactas ou formando moérulas em
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leucdcitos mononucleares, sendo transmitida pelo carrapato vermelho, Rhipicephalus

sanguineus (VINASCO et al., 2007).

O microrganismo ¢ adquirido pelo carrapato durante repasto sanguineo no cao
infectado ou, de uma maneira menos comum, por meio da transfusdo sanguinea, quando um
cao sem EMC ¢ transfundido com sangue de um animal portador de E. canis (SILVA, 2015).
As larvas e ninfas se infectam quando alimentam-se no hospedeiro, durante a fase aguda da
doenga, através da ingestdo de leucocitos infectados (SMITH et al., 1976). No carrapato, a
bactéria se dissemina por meio dos hemocitos do intestino para a glandula salivar, sendo que a
bactéria se mantém somente por transmissdo transestadial (WOODY; HOSKINS, 1991).
Portanto, as larvas de R. sanguineus podem se infectar pelo agente, mantendo a infec¢ao até o
estagio adulto (SMITH et al., 1976). Esse se inicia quando a bactéria ¢ inoculada no cao por
meio da saliva contaminada do carrapato. Em seguida, elas sdo fagocitadas por células
mononucleares sob forma de corpusculos elementares (SANTAREM, 2003). Uma vez na
circulagdo, esses microrganismos entram nos monocitos por fagocitose e se replicam dentro
de fagossomos da célula hospedeira formando inclusdes intracelulares denominadas moérulas
(WEISS, 2006), o que caracteriza a fase aguda da doenca. Nessa fase, ocorre a multiplicagao
em 6rgdos como figado e bago e entre 12 a 17 dias ocorre o aparecimento dos primeiros sinais
clinicos. Os primeiros achados clinicos sdo febre, anorexia, apatia e febre (HARRUS et al.,
2004). Também ¢ observado nesses pacientes, hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia em
consequéncia da multiplicagdo do agente e da hiperplasia de o6rgaos linféides ( HARRUS et
al., 2004).

%D\ros
Sem transmissao
transovariana

Carrapato
adulto

o

Figura 2. Representagdo do ciclo de vida de Ehrlichia sp (Adaptado de SYKES, 2016). O
organismo ¢ transmitido apenas de forma transestadial entre os carrapatos. Canideos sdo possiveis
reservatorios do patdogeno. Uma morula € mostrada dentro do citoplasma de um mondcito.
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Considerada uma das doencas infecciosas mais importantes para os caes, a
enfermidade tem apresentado ocorréncia significativa em varios paises da América Latina
(UNVER et al., 2001) e estados brasileiros (AGUIAR et al., 2007b). A prevaléncia de E.
canis no Brasil varia de 0,12 a 92,31% dependendo da populagdo estudada e do método
diagnéstico utilizado. Porém, esta prevaléncia provavelmente esta subestimada, ja que poucos
cdes com infeccdo aguda de E. canis apresentam moérulas em esfregacos sanguineos

(HARRUS et al., 2004).

Os métodos diagndsticos, a regido, as condigdes climaticas e a populacio
estudada afetam a prevaléncia da EMC no Brasil (DAGNONE et al., 2001; VIEIRA et al.,
2011), mas independentemente desses fatores, os casos suspeitos de erliquiose canina
representam cerca de 20% dos atendimentos em clinicas e hospitais veterindrios do Brasil
(MORALIS, 2004). Entretanto, em algumas regides do Brasil a prevaléncia de erliquiose ainda

¢ desconhecida.

Em estudo retrospectivo da casuistica clinica de erliquiose em caes atendidos
entre 1998 e 2001 em Belo Horizonte - MG constatou-se que 15,9% apresentavam E. canis no
exame parasitologico direto de esfregago sanguineo. J& em Uberlandia - MG, Santos et al.

(2004a) encontraram positividade de 32% para Ehrlichia sp na microscopia.

Segundo Macedo (2007) a erliquiose canina ¢ a patologia mais frequente do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia - MG. Sabe-se que esse
municipio tem fatores que favorecem o aparecimento dessa hemoparasitose como o fator

climatico favoravel, presenga do vetor e o elevado numero de caes.

A gravidade dessa enfermidade também depende de fatores como imunidade do
hospedeiro, idade, raca e presenca de infeccdes concomitantes (VINASCO et al., 2007). Os
sinais clinicos na maioria dos casos sdo inespecificos, como letargia, febre, anorexia, perda de
peso, esplenomegalia, linfadenomegalia sangramento e mucosas palidas. A descoberta da
erliquiose granulocitica da Ehrlichia sennetsu (“febre sennetsu”) e o isolamento da Ehrlichia
chaffeensis, até entdo tido como especificas de cdo, em seres humanos, mostraram que a
erliquiose ndo ¢ apenas um problema médico veterinario (DAGNONE et al., 2001).
Recentemente foi descoberto que o agente causador da erliquiose granulocitica humana

(EGH) também pode infectar naturalmente varias espécies animais.
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A reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido a técnica mais utilizada
para diagnéstico da infeccio por E. canis, desde que foi desenvolvida (RENE-MARTELLET
et al., 2015). Porém, a PCR tem maior sensibilidade e especificidade para detectar E. canis,
principalmente em regides endémicas ou apds o tratamento e, tem sido amplamente utilizada
no estudo desta enfermidade (HARRUS et al., 2004). A sorologia permite a detec¢do com alta
sensibilidade nas fases tardias da doenca, como nas fases subclinica, cronica € em animais em
recuperacdo. Por outro lado, a técnica PCR geralmente permite a detec¢do dos caes infectados

com o hemoparasita na fase aguda da doenga, com maior sensibilidade (NAKAGHI, 2010).

Essas afeccdes sdo multissistémicas e se manifestam de diferentes formas. Logo,
conhecer a frequéncia e correlaciona-las com as manifestacdes clinicas sdo de suma
importancia para possiveis diagndsticos diferenciais. Isso possibilita ao médico veterindrio

um diagndstico seguro, precoce ¢ um prognostico favordvel. (CARVALHO et al., 2015).

2 JUSTIFICATIVA

As confirmacdes diagnosticas dessas DCTVs representam um desafio e incluem o
historico de exposi¢ao ao vetor, os sinais clinicos compativeis e a confirmagao laboratorial. O
diagnostico acurado ¢ fundamental para o estabelecimento de progndstico e tratamento
adequados, bem como medidas de controle eficazes (CARVALHO, 2015). E notério que os
caes estdo cada vez mais presentes nas familias brasileiras, e assim, préximos ao ser humano.
Para algumas pessoas essa relagdo € tdo afetuosa quanto a de pais e filhos. Sendo assim, como
sdo afeccdes de potencial zoondtico e de carater peculiar em Uberlandia - MG, € necessario
que os animais infectados sejam diagnosticados de forma eficiente, ¢ em um segundo

momento, que medidas de controle efetivas sejam implantadas na cidade.

A relevancia do projeto estd em realizar o diagndstico molecular tanto de
Ehrlichia sp quanto de Leishmania sp, metodologia esta ndo disponibilizada no Hospital
Veterinario Publico. E assim, prestar um servico a populagdo carente atendida no Hospital
Veterinario, que na maioria das vezes ndo teria acesso a esse atendimento em clinicas
veterindrias particulares, o que permite um protocolo de tratamento e acompanhamento de
forma mais efetiva, propiciando assim o bem-estar do animal, bem como a reducdo do risco

de infec¢do humana.

15



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar a positividade a Ehrlichia sp e Leishmania sp em caes atendidos no

Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HVET-UFU).

3.2 Objetivos especificos

¢ (Caracterizar o perfil clinico dos animais suspeitos de erliquiose e leishmaniose

atendidos no HVET-UFU no periodo de fevereiro a maio de 2018;

* C(Caracterizar o perfil epidemioldgico dos animais suspeitos de erliquiose e

leishmaniose atendidos no HVET-UFU no periodo de fevereiro a maio de 2018;

* Determinar a positividade de Ehrlichia sp e de Leishmania sp nos caes
atendidos no HVET-UFU no periodo de fevereiro a maio de 2018 por meio da
técnica PCR.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Critérios éticos e seletivos

Todos os procedimentos de manipulacdo dos animais estavam de acordo com
os principios éticos da experimentacdo animal e seguiram as diretrizes recomendadas pelo
Comité de Etica na Experimentagio Animal - CEUA/UFU. Este projeto foi aprovado pelo
CEUA/UFU sob protocolo n° 150/16 (Anexo 1).

Os animais incluidos nesse estudo (n = 70) tiveram a prévia anuéncia dos tutores,
sendo os mesmos esclarecidos e convidados a participar do projeto. Caes de todas as racas,
ambos os sexos e diferentes faixas etaria, atendidos no HVET-UFU no periodo de fevereiro a
maio de 2018 foram avaliados quanto a sintomatologia clinica para erliquiose e/ou
leishmaniose. Desses pacientes obtiveram-se as seguintes informagdes: idade, sexo, raga,
bairro, data do atendimento, sinais clinicos e alteragdes observadas no exame fisico e quadro

hematologico.
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4.2 Coleta de amostras

Os animais sintomadticos receberam numero individual e foram identificados pelo
nimero da ficha clinica registrada no HVET-UFU. Residentes responsaveis pelos
atendimentos da rotina clinica no HVET-UFU coletaram amostras de 5,0mL de sangue dos
animais por pun¢do das veias radial, cefalica ou jugular por meio de agulhas e seringas

descartaveis, que foram entdo transferidas para tubos a vacuo com EDTA.

Esse material foi encaminhado ao Laboratério de Patologia Clinica HVET- UFU,
onde as amostras foram identificadas e, a partir delas, realizou-se esfregacos de sangue
periférico em lamina. Esse material permaneceu armazenado a -20° C até serem
encaminhadas ao Laboratério de Bioensaios em Leishmania do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas - UFU, e mantidas a -20° C até serem

processadas para a realizagdo do diagnostico molecular.

4.3 Extracao de DNA

As extragdes de DNA a partir de sangue coletado com EDTA foram realizadas
utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit® (PROMEGA) de acordo com as instru¢des do
fabricante, sendo usados cerca de 200ul do sangue coletado. Apoés a extragdo, o DNA foi
dosado por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers) e mantido a

- 20° C até a analise molecular.

4.4 Analise Molecular

A amplificacdo do DNA de Ehrlichia sp foi realizado por meio de nested-PCR.
As amostras de DNA extraidas a partir do sangue periférico foram amplificadas em
termociclador (SimpliAmp™ Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific Inc) utilizando-se os
primers: ECC e ECB na primeira rea¢ao o qual amplifica a regido 16S rRNA, posteriormente
o produto desta primeira reagdo foi utilizado na segunda reagdo com os primers: HE3 e
ECAN que foi desenhado para amplificar a regido 16S rRNA, espécie Ehrlichia canis (Tabela
1), a reagdo foi realizada de acordo com Murphy et al., (1998). Os passos de ciclagem foram
os seguintes: desnaturagdo inicial a 94°C durante Smin, seguidos por desnaturagdo a 95°C

durante Imin, anelamento 60°C por 1min, extensdo a 72° C durante 1min e extensdo final a
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72°C por Smin. Como controle positivo da reagdo foi utilizado DNA de amostra positiva e
confirmada por diferentes técnicas diagnosticas doado pela professora Julia A. Gongalves da

Silveira da Universidade Federal de Minas Gerais.

A reacdo de PCR para Leishmania sp seguiu o descrito por Rodgers et al. (1990).
A amplificagdo do DNA extraido das amostras foi realizada em termociclador (SimpliAmp™
Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific Inc) utilizando-se os primers 13A direto e 13B
reverso (Tabela 1) que amplificam regido conservada do DNA do minicirculo do cinetoplasto
do parasito, sendo o fragmento amplificado com aproximadamente 120 pares de bases (pb). A
amplificagdo ocorreu a partir de um passo inicial de desnaturagdo a 95°C por 3min; seguida
por 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 60s, anelamento a 51°C por 60s , extensdo a 72°C
por 30s; e por ultimo, a extensao final a 72°C por 2min (RODGERS et al., 2011). Em todas as
reagdes de PCR para leishmaniose 0 DNA de Leishmania obtido a partir de cultura axénica,

foi utilizado como controle positivo da reacao.

Como controle negativo das reagdes tanto para leishmaniose quanto erliquiose foi
utilizado amostra de DNA de um c@o de 7 meses da raca pug pedigree CBKC, o qual utiliza
constantemente coleira antiparasitaria (Leevre, Ouro Fino) e que apresentou resultados
negativos pelas técnicas de microscopia Optica (esfregagco sanguineo) e molecular (PCR) para

ambas as doencas.

Tabela 1. Informacdes dos primers utilizados na analise molecular.

Micro- Primer Gene Sequéncia de oligonucleotideos (5°-3°) Amplicon Referéncia
organismo Bibliografica

Direto:
GAACGAACGCTGGCGGCAAGCG
Ehrlichia sp ECC/ECB  16s rRNA AACGAACGCTGGCGGCAAGC 478 pb  MURPHY etal.
Reverso: (1998)
CAATAATTTATAGCCTCTGGCTA
TAGGAATAGGTACCGTCATTA
TCTTCCCTAT

Ehrlichia canis ECAN/HE3  16s rRNA Direto: 398 pb MURPHY et al.
TATAGGTACCGTCATTATCTTC (1998)
CCTAT
Reverso:
CAATTATTTATAGCCTCTGGCTAT
AGGA
Leishmania sp 13A/13B kDNA Direto: 120 pb RODGERS et
GTGGGGGAGGGGCGTTCT al. (1990)

Reverso:
ATTTTACACCAACCCCCAGTT
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4.5 Eletroforese

Os produtos amplificados pela técnica PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5% ou de poliacrilamida 6% em tampao TBE 1X a tensdo de 100V por cerca

de 60min, em paralelo as amostras foi adicionado o padrdo de peso molecular (Norgen Biotek
Corp).

As amostras aplicadas no gel de agarose 1,5% foi adicionado o reagente Safer dye
(Kasvi) e entdo ao término da eletroforese a visualizagdo das bandas foi feita em
fotodocumentador (ImageQuant Gel System, GE Healthcare Life Sciences). O gel de
poliacrilamida ao fim da eletroforese foi fixado em etanol 10% e 4cido acético 0,5%, corado
com nitrato de prata 0,1% e assim os fragmentos de DNA foram evidenciados pela solugao

reveladora de hidroxido de sodio 3% e formaldeido 3% (DA SILVA et al., 2009).

4.6 Analise dos dados

O célculo das porcentagens das positividades foi feito pelo software Microsoft
Office/Excel 2013. Para a edi¢@o e adaptagdo do mapa de Uberlandia foi utilizado o software

Gimp 2.8.22.

5. RESULTADOS
5.1 Dados epidemiologicos e clinicos

As informagdes obtidas dos 70 animais incluidos no estudo foram feitas por meio
da analise das fichas clinicas. Obtivemos informagdes acerca dos dados referentes a idade, ao

género e a regido de origem dos mesmos.

Quanto a sintomatologia dos pacientes, além das informag¢des contidas na Tabela
2 referente aos sinais clinicos e hematoldgicos dos animais avaliados, foi verificada também
informagdo em relagdo a queixa principal dos tutores desses animais, sendo que hiporexia e

apatia representaram 40% do total.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas e hematologicas dos animais incluidos no estudo e avaliados para Ehrlichia sp
e Leishmania sp.

Ehrlichia sp Leishmania sp Coinfeccao Negativo Total
(n=20) (n=11) (n=19) (n=20)
Positividade %  Positividade % % %
2 Esplenomegalia 5 (25%) 1(9,1%) 3 (15,7%) 8 (40%) 17
=]
E
; Linfoadenopatia 7 (35%) 5 (45,4%) 10 (52,6%) 7 (35%) 29
]
=
@ Hipertermia* 5 (25%) 2 (18,2%) 5(26,3%) 7 (35%) 19
<
'gn Anemia” 10 (50%) 5 (45,4%) 11 (57,8%) 11 (55%) 37
2
=
5
= Trombocitopenia® 13 (65%) 7 (63,6%) 15 (78,9%) 11 (55%) 46

*: Animais que apresentaram temperatura acima de 39,5°C.
*. Animais com idade até 12 meses - hematocrito inferior a 34%,; acima de 12 meses - hematocrito abaixo de

0
‘3’7 aﬁimais que apresentaram nimero de plaquetas abaixo de 175000/ul.

As principais alteragdes clinicas e hematologicas dos caes estudados foram
esplenomegalia, linfoadenopatia (principalmente dos linfonodos popliteos), hipertermia,
anemia (na grande maioria normocitica, normocromica regenerativa) e trombocitopenia
(Tabela 2). Em ambas as doencas, tanto a contagem total quanto a diferencial de leucdcitos
ndo demonstrou diferenga, de forma que alguns pacientes apresentaram leucopenia,
geralmente por neutropenia, outros apresentaram aumento na contagem total de bastonetes ou

até mesmo um perfil leucocitario normal (dados ndo mostrados).

Nos animais coinfectados os sinais clinicos observados foram: 15,7%
esplenomegalia, 52,6% linfoadenopatia e 26,3% hipertermia, j& em relagdo as alteracdes
hematologicas perceptiveis 57,8% dos animais apresentaram anemia e 78,9%
trombocitopenia.

Os animais que apresentaram positividade para EMC e LVC estavam distribuidos
em todos os Setores (Central, Norte, Sul, Leste e Oeste) e 2 distritos da cidade de Uberlandia,
sendo que EMC foi detectada em 25 bairros e 2 distritos, ja os que apresentaram positividade

para LVC estavam distribuidos em 21 bairros e 2 distritos (Tabela 3).
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Tabela 3. Dados demograficos dos animais positivos para Ehrlichia sp e Leishmania sp.

N° de e g
Setores bairros com Positividade Pos1t:)v1dade Género (%) Faixa etaria (%)
e (n) %
positividade
(N° de (feminino / masculino) (filhote / adulto)
bairros) EMC/LVC EMC/LVC EMC/LVC EMC LVC EMC LVC
(;imlri‘l 3/1 5/2 7,14/2,8 0/100 0/100 0/100 0/100
Ezorltg 517 8/9 11,42/12,85  50/50 75/25  12,5/875  11/89
Dlj‘flg’s 2/2 3/2 428/2.8 33/67 0/100 0/100 0/100
niuzlo 5/4 8/3 11,42/428  30/70 25/75 0/100 0/100
I%jsztg 7/5 9/7 12,85/10  20/80 42/58 0/100 0/100
I?:esztg 5/4 6/7 8,5/10 16 / 84 16 / 84 0/100 0/100

Todos os animais analisados procederam da cidade ou distritos de Uberlandia-
MG, sendo que os mesmos estavam distribuidos em alguns bairros de todos os Setores da
cidade conforme Figura 3. Dos animais amostrados observamos que a maior incidéncia de
erliquiose ocorreu na zona leste (12,85%) em que 9 animais estavam positivos dos 70 animais
estudados, j4 a maior ocorréncia de leishmaniose foi na zona norte (12,85%) que deteve 9

animais do total de 70 analisados.

Das 70 amostras apenas trés (4,3%) procediam de caninos filhotes e apenas uma
delas , proveniente da zona norte de Uberlandia estava coinfectada para EMC e LVC. Ja nos
adultos a positividade foi de 55% para EMC e 42% para LVC. Em relagdo ao sexo 29 eram de
fémeas e 41 eram de machos. Entre as fémeas 38% eram positivas para EMC e 41,4% para
LVC sendo que 17,2% estavam coinfectados. Dentre os machos 75% foram positivos para

EMC, 42,5% para LVC e 35% estavam coinfectados.
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Figura 3. Mapa de Uberlandia setorizado por cor conforme legenda. Os bairros que apresentaram positividade
estdo listados por Setor com o niimero de animais positivos para Ehrlichia sp e Leishmania sp respectivamente.

Adaptado de:<http://www.uberlandia.mg.gov.br/uploads/cms_b_arquivos/14847.jpg>
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5.2 Analise molecular

No presente estudo, determinou-se a positividade dos 70 animais, tanto para EMC
quanto para LVC por meio da técnica PCR. A amplificagdo da regido 16S rRNA de Ehrlichia
sp com os iniciadores ECC/ECB na primeira reagdo, sendo que ECAN/HE3 utilizado na
segunda reag¢do amplificam fragmento de aproximadamente 398pb (Figura 4), sendo que entre

as amostras testadas 55% apresentaram positividade e 45% foram negativos (Tabela 4).

400p —>
P <€—398pb

Figura 4. Gel de agarose 1,5% representativo da PCR com o primer ECC/ECB —
ECAN/HE3 para Ehrlichia sp. PM: peso molecular; C-: controle negativo; 1-6:
amostras positivas; C+: controle positivo.

A amplificagdo da regido do minicirculo de kDNA de Leishmania sp com o0s
iniciadores 13A/13B gerou fragmento de aproximadamente 120pb para todas as amostras
positivas (Figura 5). A PCR com os iniciadores 13A/13B apresentou resultado positivo para
42,85% e negativo para 57,15% (Tabela 4). A andlise dos dados de positividade tanto para
EMC quanto LVC demonstrou que 27% dos pacientes estudados estavam coinfectados. A

positividade de Ehrlichia sp e de Leishmania sp determinada por PCR estd demonstrada na

Tabela 4.

Tabela 4. Positividade de Ehrlichia sp e Leishmania sp.

Resultado Ehrlichia sp Leishmania sp Total
Positivo 39 (55%) 30 (45%) 70
Negativo 31 (42,85%) 40 (57,15%) 70
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Figura 5. Gel de poliacrilamida 6% representativo da PCR com o primer 13A/13B
para Leishmania sp. PM: peso molecular, C-: controle negativo; 1: amostra negativa;
2-6: amostras positivas; C+: controle positivo.

6. DISCUSSAO

Cada vez mais a erliquiose tem se destacado como uma das doengas caninas mais
comuns e importantes no pais, devido ao aumento da populagdo canina e da ampla
distribui¢do do vetor, o carrapato Rhipicephalus sanguineos (AGUIAR et al., 2007a). Além
disso, essa enfermidade tem adquirido significativa relevancia, uma vez que tem ocorrido o
estreitamento da relagcdo entre o homem e o cdo, com isto estudos ja tém demonstrado que
algumas espécies causadoras de erliquiose possam ser possiveis agentes zoondticos
(DAGNONE et al., 2001). Outra doenga de grande importincia € a leishmaniose, ja ¢ sabido
da grande relevancia que o cdo possui como reservatorio de Leishmania infantum, sendo a
leishmaniose canina uma das doencas parasitarias de maior relevancia no pais. Frente a isto,

destaca-se o papel que o c@o possui no convivio das familias como potencial fonte de

disseminagdo (DA SILVA, 2011).

Nesta pesquisa foi observado que a EMC e LVC estdo distribuidas por todas
regides de Uberlandia-MG, sendo que dos animais analisados que apresentaram

sintomatologia grande parte eram de cdes adultos. Sugere-se que isso se deva ao fato de que
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quanto mais velhos sdo os pacientes, maior € a possibilidade de serem expostos a carrapatos e

a flebotomineos (ANGEL, 2015).

Silva et al. (2010) observaram que 42,5% dos animais estudados apresentavam
infeccdo por E. canis em Cuiaba - MT, entretanto nao encontrou nenhuma relagao entre raga,
género, idade e a infeccdo pelo parasita. Porém, Huxssol et al. (1972) observaram que a
maioria dos animais acometidos em um surto de erliquiose eram machos, assim como nessa
pesquisa, em que, 75% dos machos foram positivos na anélise molecular para EMC. Esse fato
pode estar associado ao comportamento dos cdes machos, principalmente ndo castrados,
serem semi-domiciliados e possuirem maiores chances de terem contato com carrapatos ao
sair para rua a procura de fémeas no cio ou até mesmo para marcar territorio (COSTA et al.,

2007).

Nesse trabalho, a principal queixa dos tutores durante a anamnese foi
apatia/hiporexia, em estudo realizado por PIETRO et al. (2016) foi descrito que um dos sinais
clinicos da LVC ¢ a hiporexia e emagrecimento concomitante, assim como BORIN et al.
(2009) que em estudo retrospectivo no HVET-UFU observaram que 72,9% dos pacientes
positivos na microscopia para Ehrlichia sp, apresentavam hiporexia e 89,2% apresentavam
apatia. Em estudo conduzido por CTARAMELLA et al. (2005) foi também demonstrado que
hiporexia/apatia pode correr em ambas as doengas. Portanto, essa informacao ndo ¢ suficiente

para diferencia-las, podendo até confundir o médico veterinario durante o exame clinico.

Os principais sinais clinicos verificados nos cdes pelos médicos veterinarios
residentes foram esplenomegalia, linfoadenopatia, hipertermia. Esses achados sao
semelhantes aos encontrados por Carvalho (2015), que constatou em estudo de coinfec¢do de
LVC e EMC os mesmos sinais clinicos em ambas as doencas, sendo ainda mais perceptiveis

nos casos de coinfecgao.

Outro achado muito relevante no presente estudo foi a alta incidéncia de
altera¢des no hemograma desses animais, sendo a anemia e a trombocitopenia as mais visiveis
em ambas doengas. Sendo observado que os pacientes coinfectados possuiam esses achados
laboratoriais agravados, o que pode desencadear piores prognosticos, especialmente em areas

endémicas para mais de uma enfermidade (MANNA et al., 2009).

Santos et al. (2009) estudaram cdes com erliquiose e observaram que 46,7%

apresentavam trombocitopenia, sendo também infectados com outros patégenos que ndo E.
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canis, e ainda, constatou-se alta incidéncia (25.4%) com EMC, porém sem trombocitopenia .
Num estudo realizado em Fortaleza - CE, foi verificado que 53,1% dos caes positivos para
LVC apresentaram trombocitopenia (MEDEIROS et al., 2008), achado esse encontrado
também nesse estudo, em que 63,6% dos pacientes com LVC apresentaram contagem total do

numero de plaquetas diminuido.

Segundo Macedo (2007) a erliquiose canina ¢ a patologia mais frequente do
HVET-UFU. Porém, o diagnostico dessa doenca no HVET-UFU, pode ser subestimado se
utilizado para isso somente o exame parasitologico direto, uma vez que a exclusdo desse nao
descarta a presenga da doenca. Contrario a isso, o diagnostico também pode ser superestimado
se utilizado para tal, somente os achados clinicos laboratoriais, e assim, confundido com

outras DCTV como a propria leishmaniose

Desse modo, observamos que os achados clinicos/laboratoriais devem ser levados
em consideragdo, mas o diagndstico com base somente nesses fatores nao ¢ suficiente, ja que
os achados clinicos/laboratoriais sdo muito semelhantes, nada especificos e presentes nas duas
enfermidades. Se o diagnéstico se baseasse somente nesses fatores, a vigilancia
epidemiologica e a adocdao de medidas de controle para LVC seria dificultado (OLIVEIRA et
al., 2009), e ainda, ocorreria o uso desnecessario e/ou indevido de antibidticos ¢ outros

medicamentos (MACIEIRA et al., 2005).

Diante da necessidade de exames com maior sensibilidade, o PCR adquiriu papel
diagnostico de grande relevancia para diferentes doencgas. Segundo MACEDO (2007), a
nested-PCR ¢ o0 método menos subjetivo para detecgdo de EMC. Para HARRUS et al. (2011),
a deteccdo viavel das doencas transmitidas por carrapatos ¢ realizada por meio da analise
molecular, pois essa técnica possibilita identificar o DNA do patdgeno de forma rédpida e
sensivel a partir de diferentes tipos de amostras biologicas. O que também ocorre para a LVC,
em que amostras como as de sangue periférico, aspirado de medula éssea ou linfonodos,
fragmentos de pele entre outros, permitem a deteccdo molecular rapida, sensivel e especifica
de Leishmania sp, sendo uma técnica que tem adquirido eleicdo na rotina dos médicos

veterinarios (SILVA et al., 2017).

Assim, nesse trabalho utilizamos o exame molecular como método diagndstico.
Para isso recorremos a primers que amplificam uma regido conservada do gene 16S rRNA de
Ehrlichia sp e primers altamente sensiveis e especificos que amplificam a regido do
minicirculo do kDNA de Leishmania sp.
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Em estudo realizado em Uberlandia sobre Leishmaniose visceral canina foi feita a
reagdo de PCR para LVC de 25 animais suspeitos, pertencentes a Associacao de Protec¢do aos
animais (APA) que se localiza no Setor Oeste, mas recebe animais provenientes de varias
regides da cidade. Nesse trabalho, nenhum animal foi positivo para LVC. Esse dado,
corrobora com os dados da prefeitura de Uberlandia em 2012, em que o Centro de Controle de
Zoonoses divulgou uma prevaléncia de 0,26% de LVC em Uberlandia-MG. Diferentemente
disso, na analise molecular realizada em nosso estudo para Leishmania sp foi encontrada

positividade em 42,85% das amostras.

Contudo, estudos realizados demonstraram que a prevaléncia da doenga na
populacdo canina varia de 20% a 40% no estado de Sao Paulo e ¢ de 72,2% em Fortaleza (
IKEDA et al., 2003; FREITAS et al., 2010). Além disso, Naves (2014) por meio de testes
sorologicos e moleculares encontrou 31,58% de positividade para LVC em caes atendidos

pelo programa de castracdo voluntaria do Hospital Veterinario da UFU.

O aumento crescente de LVC em Uberlandia-MG, pode estar associado a baixa
eficiéncia do programa de controle dessa zoonose (COSTA, 2011). Além disso, ressalta-se
que o crescente processo de urbanizagdo, e consequente desmatamento, resultantes da acao
antropica faz com que a leishmaniose deixe de ser uma doenca tipicamente rural e passe a ser
compativel com grandes centros urbanos, em que ha adaptacdo do inseto vetor (BARCANTE,

2015), como Uberlandia-MG.

Considerando que o principal método de transmissdo ¢ dado pela picada da fémea
do flebotomineo, o controle dessa doenca deveria se concentrar na prevencdao do contato dos
cdes com os vetores, por meio de barreiras fisicas como telas nos canis e barreiras quimicas
como o uso de repelentes e coleiras antiparasitarias. Além disso, se ha falhas nessas medidas,
o cdo deve responder a um desafio imunolégico por meio da prévia vacinagdo (RIBEIRO et
al., 2018). Em geral, outra via de transmissdo ¢ por meio da transfusdo de sangue, assim a
triagem de produtos sanguineos caninos pela PCR ¢ recomendada em areas altamente

endémicas para garantir a seguranga desse recurso (QUISTON et al., 2000).

O percentual de positividade de EMC no HVT-UFU foi 55%, como o método de
transmissdo ¢ pelo contato de cdes com carrapatos, a prevengdo dessa doenca deve focar no
controle frequente de carrapatos tanto no meio ambiente quanto nos animais por meio de
coleiras e medicamentos anti-ectoparasitdrios. Além disso, ¢ de suma importdncia o
tratamento dos doentes para evitar novos ciclos de infeccdo da doenga e fazer a triagem por
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PCR de produtos sanguineos antes de efetuar transfusdes sanguineas, ja que esse método de

transmissao também € descrito na literatura.

7. CONCLUSOES

4 As alteragdes clinicas/laboratoriais dessas doencas foram semelhantes nos animais
analisados e ndo ofereceram dados para diagnodstico diferencial entre as doengas baseado

somente nestas alteragoes;

. Obteve-se 55% de positividade para EMC e 42,85% para LVC, sendo que 27% dos

animais em estudo estavam coinfectados para EMC e LVC;

. Ambas as doencas estdo distribuidas por todas os Setores da cidade de Uberlandia;

. A maior ocorréncia de EMC foi na zona leste de Uberlandia-MG, e de LVC foi na

zona norte de Uberlandia-MG;

. A frequéncia tanto de EMC quanto de LVC foi maior em animais adultos; sendo que

de EMC foi maior em animais do género masculino.

28



ANEXO 1

@ [ Universidade Federal de Uberlandis ! :!

= Coimitsadn g Eilcs na UiErsgbo de Sl mals = .'.‘.':: ki

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto infulado "Diagndstico de Leishmanioss
Visceral Canina em Uberandia, Minas Gerals Brasil®, protocolo n
150/16, sob a responsabibdade de Sydnei Magno da Silva — que
envolve 8 produgdo, manutengac efou utilizacdo de animais
pertencantes =0 filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Led
n® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n? G.899, de 15 de
julho de 2009, & com as nommas editadas pelo Conselho Macional
de Controle da Experimentacdo Animal [CONCEA), e foi
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