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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca de grande relevancia para a
saude publica e os humanos tém 90% de chances de vir a Obito se nao
diagnosticados e tratados. Os cées também sdo hospedeiros vertebrados que
sofrem graves consequéncias com a doenca e, na area urbana, sdo os principais
reservatorios do agente causador da doenca, o protozoario Leishmania infantum. A
proximidade desses animais com 0s seres humanos nos mostra a importancia de se
dedicar a pesquisas sobre a triade epidemiolégica - hospedeiros, vetores e
ambientes - para que medidas de prevencdo e controle mais efetivas sejam
tomadas. Além de L. infantum, outros patdégenos que também podem acometer os
cées, como 0s hemoparasitos Babesia spp., Ehrlichia canis e Anaplasma platys
devem ser considerados, visto que podem desencadear nos animais uma infeccéo
mais grave quando em conjunto com L. infantum e por serem potenciais agentes
patogénicos emergentes infectando humanos. Para mais, muito se discute sobre a
participacdo de outros possiveis vetores na LVC a partir de dados encontrados na
literatura como em areas endémicas existirem muitos caes positivos para L. infantum
e a taxa de positividade para esses parasitos ser baixa nos flebotomineos; em
alguns locais onde flebotomineos nao foram ainda encontrados, existir caes
positivos com infeccdo autdctone; associacdes positivas entre infestacdo de pulgas
em cédes e a soro conversao desses animais para LV, além de elevado niumero de
cées infestados por pulgas em areas endémicas para a doenca. Posto isto, pensa-se
na hipétese de pulgas participarem de alguma forma do ciclo da LVC. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi investigar sobre a epidemiologia da LV e de
hemoparasitoses em cdes que habitam em ambientes com elevado numero de
animais, além disso, investigar a possibilidade da participacdo de pulgas da espécie
Ctenocephalides felis felis no ciclo da leishmaniose visceral canina. O trabalho foi
realizado em cidades endémicas para a LVC e situadas no estado de Minas Gerais.
Foram utilizados testes soroldgicos (DPP e ELISA) para avaliar a taxa de
positividade dos cdes em abrigos e a técnica de PCR-RFLP para a confirmacdo da
infeccdo por L. infantum. Também foram utilizadas técnicas de biologia molecular
para o diagnostico dos hemoparasitos Babesia spp., E. canis e A. platys. Para a

deteccao de L. infantum em pulgas coletadas de caes de area endémica para LVC,



foi realizada PCR convencional para o alvo v7v8. Pools de pulgas foram submetidos
a meios de cultura NNN/LIT para isolar L. infantum e, posteriormente, foram
utilizadas técnicas de biologia molecular para a identificacdo do parasito isolado.
Dos caes em que foram coletados os espécimes de pulgas foram coletadas
amostras de pele para deteccdo de L. infantum através de PCR-RFLP e de
isolamento em meio de cultura. Assim, foi encontrada nos cdes dos abrigos uma
taxa de positividade de 33.6% para L. infantum, também foram detectados caes
positivos para Leishmania amazonensis em amostra de pele, sendo este o primeiro
relato. Ainda nos cées dos abrigos foi observado muitos animais coinfectados por
L. infantum e Babesia spp. (36.8%). Em cdes com LV de areas endémicas, oriundos
de residéncias, observou-se uma taxa de infestacao de pulgas C. felis felis de 81.9%
em caes de lItabirito e de 67.7% em caes de Sabara. Destas pulgas, 12.7% foram
positivas para tripanossomatideos monoxénicos do género Blechomonas no alvo
v7v8. Foi possivel isolar tripanossomatideos do género Blechomonas também das
pulgas submetidas ao meio de cultura. Destes cdes em que foram coletadas as
pulgas, foi isolado Leishmania guyanensis de fragmentos de pele submetidos ao
meio de cultura NNN/LIT. A partir dos resultados obtidos, sugere-se que mais
trabalhos devem ser feitos em abrigos de animais para que medidas mais eficazes
de prevencdo e controle de doencas transmitidas por vetores possam ser
desenvolvidas visando tanto a saude dos animais quanto a saude publica. Até o
momento, ndo foi possivel constatar evidéncias da participacdo de pulgas no ciclo
de L. infantum, fato importante e, de certa forma, tranquilizador, tendo em vista que
a taxa de infestacdo de caes por pulgas no Brasil é bem elevada. Porém, vale
ressaltar que possivelmente reacdes cruzadas por outros tripanosomatideos
presentes nas pulgas podem ocorrer em testes sorolégicos para deteccao de
Leishmania spp. abrindo perspectivas de investigacfes futuras nesta area. Além
disso, a deteccdo de L. amazonensis e de L. guyanensis em pele de cdes mostra a
importancia do uso de técnicas moleculares para a identificacdo da espécie
envolvida na infeccdo e nos traz um alerta de um possivel papel do cdao como

reservatorio dessas duas espécies de Leishmania.

Palavras-chave: epidemiologia, caes, Leishmania spp., hemoparasitos, pulgas,
ambiente.



ABSTRACT

Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is an important disease to the public health and
humans have a 90% chance of death if not diagnosed and treated. Dogs are also
hosts that suffer serious consequences from this disease. In urban areas dogs are
the main reservoirs of Leishmania infantum. The proximity of these animals with
humans shows us the importance of more research about the epidemiological triad —
hosts, vectors and environment — so that more effective prevention and control
measures are taken. Other pathogens can also infect dogs, like the hemopathogens
Babesia spp., Ehrlichia canis and Anaplasma platys, and they should be considered,
they can initiate a more serious infection when they are together with L. infantum.
They are also potential emerging pathogens infecting humans. Moreover, it is
important to research about other possible vectors of CVL, because there are a lot of
positive dogs for L. infantum in endemic areas, and the positivity rate of these
parasites is low in sand flies; in some places where sand flies were not yet found,
there are positive dogs with autochthonous infection; there is a positive association
between fleas infestation in dogs and the seroconversion of these animals for CVL, in
addition to a high number of dogs infested with fleas in endemic areas for the
disease. Thereby, the objective of this study was to investigate the CVL epidemiology
and the hemoparasites in dogs from shelters with a high number of animals,
furthermore, to investigate the possibility of participation of fleas from the species
Ctenocephalides felis felis in the CVL cycle. The study was carried out in CVL
endemic cities and located in the state of Minas Gerais. Serological tests (DPP and
ELISA) were used to evaluate the positivity rates of dogs from shelters and PCR-
RFLP was used to confirm the infection by L. infantum. Molecular biology techniques
were also used to diagnose the hemoparasites Babesia spp., E. canis and A. platys.
To detect L. infantum in fleas collected from positive dogs to CVL, conventional PCR
to the target v7v8 was carried out. Fleas pools were submitted in NNN/LIT culture
medium to isolate L. infantum, after that, molecular biology techniques were used to
identify the pathogen isolated. Skin samples were collected from these dogs to detect
L. infantum through PCR-RFLP and to isolate in culture medium. The results
obtained in the shelters show a 33.6% positivity rate for L. infantum in dogs,
Leishmania amazonensis was also detected in skin samples, this being the first



report of such infection. In these dogs from shelters there was also found a high
number of coinfections by L. infantum and Babesia spp. (36.8%). In dogs with CVL
from endemic areas living in households, an infestation rate of 81,9% for C. felis felis
fleas was detected in the city of Itabirito and 67,7% in the city of Sabara. Of these
fleas, 12.7% were positive for monoxenic trypanosomatids of the genus
Blechomonas in the target v7v8. Blechomonas sp. was also isolated from fleas
submitted in culture medium. Of these dogs from which fleas were collected,
Leishmania guyanensis was isolated from skin fragments submmited to the NNN/LIT
culture medium. From the results obtained, it is suggested that more work should be
done in animal shelters and more effective measures for prevention and control of
diseases transmitted by vectors can be developed, aiming at both animal health and
public health. So far, it has not been possible to find evidence of the participation of
fleas in the cycle of L. infantum, an important fact and, in a way, reassuring,
considering that the rate of infestation of dogs by fleas in Brazil is very high.
However, it is worth mentioning that possibly cross-reactions by other
trypanosomatids present in fleas may occur in serological tests for the detection of
Leishmania spp., opening perspectives for future investigations in this area. In
addition, the detection of L. amazonensis and L. guyanensis in dog skin shows the
importance of using molecular technigues to identify the species involved in the
infection and alerts us to the possible role of the dog as a reservoir for these two

Leishmania species.

Keywords: epidemiology, dogs, Leishmania spp., hemoparasites, fleas,

environment.
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1 Introducéo

A leishmaniose visceral (LV), no Brasil, € uma doenca zoonética causada pelo
protozoario Leishmania infantum e é transmitida para animais e humanos pela
picada da fémea de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) durante seu repasto
sanguineo. Sao registrados, em média, por ano, cerca de 3.500 novos casos de LV
humana e o coeficiente de incidéncia € de 2.0 casos/100.000 habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Os cdes sdo 0s principais reservatorios do
parasito na area urbana e o controle da doenca nestes animais € extremamente
relevante para que haja um controle da doenca no humano (GAVGANI et al., 2002;
QUINNELL; COURTENAY, 2009), principalmente, considerando que os caes estao

cada vez mais inseridos na sociedade, fazendo parte das familias.

E sabido que existem pessoas que se autointitulam protetores de animais e
cuidam de um numero elevado de cées, recolhem e recebem animais abandonados
e errantes. Mas, por ndo conseguirem novos destinos para esses animais ou por ndo
conseguirem se desapegar dos animais, suas casas se transformam em uma
aglomeragcao canina, proporcionando uma alta densidade de animal por metro
guadrado, o que contribui para a disseminacdo de agentes transmitidos por vetores
como L. infantum. Muitas vezes sao responsaveis que nao possuem renda suficiente
para manter os animais em boas condicbes de saude e higiene, dependendo de
doacdes de produtos de limpeza, de alimentos e de atendimentos veterinarios
voluntarios. Isto se torna um grande problema se considerarmos regifes endémicas
para leishmaniose visceral canina (LVC), pois essas residéncias podem se tornar
focos do parasito tanto para os animais que nelas habitam quanto para os
moradores e vizinhanga (LIMA et al., 2012; SOCCOL et al., 2017). Em um recente
trabalho foi descrito que h& alguns tipos diferentes de individuos em situacdes de
acumulacédo, como, cuidador sobrecarregado, salvador em uma misséo e explorador
de animais (CEDEF, 2021). Contudo, a literatura € escassa em relacao a sanidade

dos animais neste tipo de ambiente e em relagdo as leishmanioses, visto que pouco
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se conhece sobre sua prevaléncia nestes locais de aglomeragéo, a situacéo clinica

destes animais e as espécies de parasitos que circulam neste contexto.

Embora a transmissédo natural do agente etiolégico da doenca, o protozoario da
espécie L. infantum, ocorra principalmente pela picada de fémeas de flebotomineos
da espécie Lutzomyia longipalpis, outros mecanismos de transmissao provavelmente
estejam envolvidos na epidemiologia da leishmaniose visceral canina (LVC). Este
fato se justifica devido a alta prevaléncia de caes infectados em regiées endémicas,
(FRANGCA-SILVA et al., 2005; MALAQUIAS et al., 2007; MICHALSKY et al., 2007;
PAZ et al., 2010b; ROMERO; BOELAERT, 2010), mesmo com uma baixa taxa de
infeccdo natural por L. infantum no vetor biolégico, ndo excedendo em sua maioria
0,5% (MONTOYA-LERMA et al., 2003). Uma hipbétese a ser considerada é a
participacdo de outros vetores na manutencdo e transmissao de L. infantum para a
populacdo canina, explicando a alta prevaléncia da infecdo e a ineficacia das
medidas de controle que sao direcionadas somente para 0 combate de
L. longipalpis.

Resultados obtidos até o0 momento apontam fortes evidéncias da importancia de
Ctenocephalides felis felis na epidemiologia da LVC atuando, provavelmente, como
vetor mecanico deste protozoario. Em um estudo de campo, o0s pesquisadores
coletaram 5556 amostras sanguineas de cdes de area endémica das quais 432
(7,8%) apresentaram anticorpos anti — Leishmania detectados pelo ELISA e pela
RIFI, ambos BioManguinhos. Este resultado permitiu a formagdo dos grupos dos
animais soropositivos e soronegativos necessarios para avaliar a associacdo de
infestacdo com pulga e soropositividade. As pulgas coletadas nestes animais foram
identificadas como sendo da espécie C. felis felis. A prevaléncia de infestacdo por
C.felis felis no grupo de animais soropositivos foi significativamente superior (36,5%)
gue a do grupo soronegativo (15,0%) (p<0,01). Além disso, a chance de positividade
para Leishmania sp foi cerca de 3 vezes mais alta nos cdes com infestacdo por
pulga (OR = 3,13; 1IC95% = 1,94-5,06) (PAZ, et al.,, 2010a). Coutinho (2007) e
Ferreira et al. (2009) comprovaram a detec¢cdo molecular de Leishmania spp. em
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espécimes alimentadas em cédes com LVC e demonstraram a transmissdo mecanica
experimental em hamsters pela ingestado de pulgas infectadas por Leishmania spp.
Aléem disso, as pulgas apresentam alta taxa de infeccdo natural por outros
tripanossomatideos como Leptomonas, Herptomonas e Crithidia (LINARDI e
GUIMARAES, 2000).

1l.1Leishmaniose visceral canina

A LV é uma doenca de distribuicdo mundial, sendo encontrada em paises da
Europa, da Asia, da Africa e das Américas, e o Brasil é o pais das Américas com o
maior niumero de casos humanos e caninos e aqui sao registrados em média 2.500
casos por ano de leishmaniose visceral em humanos e uma taxa de incidéncia de
1,2 casos para cada 100 mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). E uma
doenca encontrada nas cinco regides brasileiras e em expansdo em localidades até

entao isentas.

No Brasil, a LV € causada pelo protozoario da espécie Leishmania infantum,
parasito intracelular obrigatorio de células do sistema mononuclear fagocitario de
seus hospedeiros vertebrados, sendo os macréfagos as células mais acometidas.
Nestes hospedeiros a forma encontrada do parasito é a amastigota, a qual possui o
flagelo interiorizado. Nos flebotomineos, hospedeiros invertebrados, sao
encontradas as formas promastigotas e promastigotas metaciclicas (formas
infectantes), as quais possuem o flagelo exteriorizado (NICOLLE, 1908; DEANE;
DEANE, 1955).

Os flebotomineos das espécies Lu. longipalpis e Lutzomyia cruzi sao os
principais vetores da L. infantum no Brasil, e algumas outras espécies como
Lutzomyia migonei e Pintomyia fischeri sdo descritas como permissivas para
L. infantum e como possiveis vetores (GALVIS-OVALLOS et al., 2021; REGO et al.,
2020; GUIMARAES et al., 2016) sdo descritas como permissivas para L. infantum e
como possiveis vetores (GUIMARAES et al, 2016). Ha outras formas de
transmissao descritas como transfusdo de sangue, congénitas, venéreas, mas até o

momento estes tipos de transmissao ndo possuem relevancia epidemioldgica. Além
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desses, muito se discute sobre a possibilidade de outros insetos atuarem como

vetores da L. infantum, como os ectoparasitos que acometem os animais.

Em relacdo aos vertebrados, muitas séo as possibilidades de hospedeiros, o que
dependera do ambiente no qual a doenca esta inserida. Na area urbana, além do
homem, que pode vir a ébito se nado tratado, hd o cdo que apresenta grande
importancia pelo seu papel como reservatério do parasito. O cdo infectado,
geralmente, apresenta elevada carga parasitaria na pele, o que facilita a infeccdo do
flebotomineo quando ocorre o repasto sanguineo (GIUNCHETTI et al., 2008). Sendo
assim, € comumente observado que 0s casos caninos precedem 0s casos humanos,
tornando-os hospedeiros cruciais para a manutencao do ciclo do parasito em area
urbana. Outros hospedeiros vertebrados sdo os animais sinantropicos e 0s animais

silvestres como gambas, roedores e pequenos mamiferos (FERREIRA et al., 2015).

Para o diagndéstico dos casos caninos é preconizado que sejam realizados dois
testes sorologicos. O primeiro € o DPP - Bio-Manguinhos®-Fiocruz/MS, um teste
mais sensivel e que € utilizado para a triagem dos animais positivos. As amostras
positivas sdo submetidas ao segundo teste, o ELISA - Bio-Manguinhos®-
Fiocruz/MS, um teste mais especifico e que confirma os animais positivos. Sao
testes que possuem boa confiabilidade por apresentarem bons valores de
sensibilidade e especificidade; contudo, na pratica, tem-se observado que nem
sempre cdes positivos nestes testes sdo realmente positivos para a espécie
L. infantum. Tém sido encontradas amostras de caes infectados com outras
espécies de Leishmania apresentando reac¢des cruzadas, como exemplo, animais
infectados com L. amazonensis (PAZ et al., 2018; SOUZA et al., 2019). Esta
informacéo é importante dentro da epidemiologia e da clinica da leishmaniose
visceral canina, uma vez que animais podem ser submetidos a eutanasia e ao
tratamento para a infecgdo por L. infantum, sendo que, na verdade, sua infec¢do é

por outra espécie ou até mesmo por mais de uma espécie.

Dentre essas outras espécies esta a L. amazonensis que pertence ao subgénero

Leishmania assim como a espécie L. infantum, contudo, pertence ao grupo das
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espécies responsaveis por causar leishmaniose tegumentar. E um parasito que gera
infeccdes dificeis de serem tratadas e tem se mostrado bastante resistente aos
tratamentos instituidos (CONVIT et al., 1993; SCORZA et al., 2017). Leishmania
amazonensis tem como principal vetor o flebotomineo da espécie Lutzomyia
flaviscutelatta, mas outras espécies também ja foram descritas como permissivas
para a infeccdo por esta espécie. Além disso, a presenca de L. amazonensis em
regides nas quais ainda nao havia sido descrita tem mostrado sua expansao dentro
do pais. Os hospedeiros vertebrados mais comuns sdo humanos que vivem
proximos a regides de mata e mamiferos silvestres. H4 um tempo, esta espécie de
Leishmania era mais encontrada, principalmente, na regido Norte do pais, mas com
sua expansao pelo territorio brasileiro, outros hospedeiros como o cdo doméstico e
pequenos roedores vém sendo descritos em outras regides do pais (DIAS et al.,
2011; PAZ, et al., 2018; VALDIVIA et al., 2017).

Uma outra espécie que pertence ao grupo dos parasitos causadores de
leishmaniose tegumentar, mas diferente da L. amazonensis e que pertence ao
subgénero Viannia é a Leishmania guyanensis. Esta espécie é descrita na regido
Norte do Brasil, principalmente no interior da floresta amazénica e tem como
principal vetor o flebotomineo da espécie Nyssomyia umbratilis (WARD & FRAIHA,
1977). Os principais hospedeiros vertebrados sdo animais silvestres, incluindo os
gambas (Didelphis sp.) os quais sdo importantes reservatorios por viverem em
diferentes nichos ecoldgicos e se adaptarem bem a ambientes urbanos e serem
antropofilicos. E uma espécie pouco descrita infectando animais domésticos no

Brasil.

Diferentemente da infeccdo por L. infantum, ainda é pouco conhecida a
patogenia em cées causada pelas infeccbes por L. amazonensis e L. guyanensis. A
evolucdo da LVC pode levar a uma doenca de carater crénico e, mesmo quando &
feito o tratamento de forma adequada, pode levar o animal a ébito. Espera-se que o
individuo infectado apresente uma reposta imune tendenciosa para a resposta do

tipo Thl, na qual havera ativacdo de macrofagos, producédo de interferon-gama (IFN-
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Y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-12 (IL-12), ou seja, uma resposta
com atividade leishmanicida. Porém, alguns animais apresentam uma resposta mais
tendenciosa para o tipo Th2, na qual ha grande aumento na producdo de anticorpos
gue, geralmente, nesta doenca, estdo associados as principais alteracdes
observadas, devido a formacao intensa de complexos antigeno-anticorpo que vao se
acumulando em determinadas regiées do corpo do animal, como, por exemplo, nos
glomérulos renais, endotélio vascular, capilares sanguineos e articulagdes (BANETH
et al., 2008; KILLICK-KENDRICK et al., 1994).

Em paises de clima tropical, como o Brasil, € comum cées serem diagnosticados
com mais de um patégeno transmitido por vetores hematofagos, como
flebotomineos, carrapatos e pulgas. Inclusive, esses artropodes, geralmente, podem
ser hospedeiros e podem transmitir mais de um agente patogénico,
concomitantemente (YISASCHAR-MEKUZAS et al., 2013). Realizar a deteccédo de
coinfec¢cdes nos animais e fazer a identificacdo correta dos parasitos presentes na
infecdo é extremamente importante para que sejam instituidos tratamentos e
medidas preventivas adequadas. Ademais, coinfeccbes por L. infantum e
hemoparasitos como Babesia spp., E. canis e A. platys podem induzir manifestacées
clinicas mais severas quando comparadas com infeccfes por um Unico agente e
podem ser um desafio diagnoéstico e terapéutico (OTRANTO; DANTAS-TORRES;
BREITSCHWERDT, 2009).

1.2Babesia spp.

A babesiose é uma doenca endémica no Brasil e as principais espécies
descritas parasitando cdes sdo Babesia canis vogeli e Babesia gibsoni. S&o
protozoarios intraeritrociticos, transmitidos por carrapatos da espécie Rhipicephalus
sanguineus (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006).

Durante o0 repasto sanguineo, 0s carrapatos infectados inoculam a saliva
contendo esporozoitos, que penetram os eritrécitos e se multiplicam por divisdo
binaria transformando-se em merozoitos. Apds a lise do eritrocito, 0S merozoitos

parasitam outras hemacias, ocorrendo mais multiplicacdo e novas células
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parasitadas (ADACHI et al.,, 1993; CHAUVIN et al., 2009). Nos carrapatos pode
ocorrer a transmissao transestadial ou horizontal e a transmissao transovariana ou
vertical (ODWYER e MASSARD, 2002; TRAPP et al., 2006), faciltando a

transmissao do agente para os hospedeiros vertebrados.

Os cées infectados podem apresentar uma doenca aguda, crdnica ou
subclinica e os sinais clinicos geralmente variam desde uma anemia hemolitica,
febre, letargia, anorexia, esplenomegalia, ictericia até uma insuficiéncia renal,
hepatopatia, desconforto respiratorio e lesdes no sistema nervoso central (LOBETTI
et al., 2002). A anemia tende a ser mais observada durante a fase aguda da
infeccdo, sendo do tipo normocitica normocromica (VASCONCELOS, 2010). Com
relacdo as alteragBes leucocitarias podem ser observadas leucopenia, leucocitose,

neutrofilia, neutropenia, linfocitose e eosinofilia (ZYGNER et al., 2007).

Em relacdo as alteracdes bioquimicas, pode ser encontrado o aumento da
aspartato amino-transferase (AST), da alanina aminotransferase (ALT) e da
fosfatase alcalina (FA), hiperbilirrubinemia, hipoalbuminemia, aumento dos niveis
séricos de creatinina, ureia e hipergamaglobulinemia (DE SCALLY et al., 2006;
LOBETTI et al., 2000). Contudo, nem sempre essas alteracbes sao observadas,

podendo ser bem sutis em uma doenca mais branda.

Para o diagnostico da infeccdo podem ser usados em associacdo os achados
clinicos, exames parasitoldgicos, testes soroldgicos e testes moleculares (O’'DWYER
e MASSARD, 2002). Geralmente, na fase aguda da infec¢do é mais facil observar os
merozoitos em laminas de esfregaco sanguineo, entretanto, se a parasitemia esta
baixa ou a infeccdo estd em uma fase mais cronica, pode ser dificil observa-los. Os
testes soroldgicos sao os mais utilizados na rotina clinica e eles podem mostrar que
o individuo teve o contato com o parasito, mas nao necessariamente que esta
infectado. Isto ocorre porque eles detectam anticorpos que podem ser de memoéria,
sendo assim, nem sempre o teste soroldgico é a melhor opcdo para definir uma
infeccdo de Babesia spp.. Os testes moleculares, quando positivos, dao a certeza da

infeccdo, mostrando que ela esta ativa. Possuem boa sensibilidade e especificidade
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e, além disso, podem diferenciar as espécies envolvidas (CRIADO-FORNELIO et al.,
2003).

1.3Ehrlichia canis

A ehrlichiose monocitica canina (EMC) é uma doenca de grande importancia
que acomete os cdes. E causada por bactérias intracelulares obrigatérias,
pertencentes a ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, género Ehrlichia e
espécie Ehrlichia canis (DUMLER et al., 2001).

A transmissdo para 0s caes ocorre através do repasto sanguineo de
carrapatos da espécie R. sanguineus, e as bactérias sdo mantidas nos vetores
através da transmissdo transestadial (LABRUNA, PEREIRA, 2001). No hospedeiro
vertebrado, a multiplicagéo de E. canis ocorre nas células mononucleares fagociticas
do hospedeiro. No interior dessas células sdo formados os vacuolos onde estdo
inseridas as moérulas (COHN, 2003).

O céo infectado pode apresentar as fases subclinica, aguda ou crénica, e
pode também ter auséncia de sinais clinicos. Os sinais clinicos mais observados
podem ser perda de peso, letargia, febre, esplenomegalia, linfadenomegalia e
petéquias. Também podem ser observados conjuntivite, uveite, retinopatias e
tendéncias a hemorragias (DE CASTRO et al., 2004; NEER, 2006; MIRO et al.,
2013).

Em relacdo as alteracbes hematologicas, as principais encontradas sao
anemia, trombocitopenia e leucopenia, por neutropenia e linfopenia, que podem ter
suas intensidades de acordo com a fase da doenca em que o animal se encontra
(HARRUS; WANER, 2011). Contudo, a alteracdo mais observada em infec¢cbes por
E. canis em todas as suas fases é a trombocitopenia, que pode estar presente
devido ao aumento de consumo das plaquetas, pela vasculite, pela supressédo da

medula e pela presenca de processos imunomediados (SHROPSHIRE et al., 2018).

As alteracfes bioquimicas ndo sao patognomoénicas, mas as variacdes

observadas podem estar presentes nas trés fases da infec¢cdo. Podem ocorrer danos
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hepéticos levando ao aumento da atividade sérica de alanina aminotransferase
(ALT), da fosfatase alcalina (FA) e aumento de bilirrubina total. Também pode ser
encontrada azotemia, pela diminuicdo da perfusdo renal e devido a lesdo renal
(COHN, 2003; COSTA et al., 2015). Como séo alteragcbes que podem ser detectadas
em outras doencas, testes de diagnosticos sdo importantes para a confirmacdo da

infeccao.

Para o diagnostico direto da infeccdo, pode ser observada a presenca do
agente, em forma de morulas, em esfregacos sanguineos de sangue periférico. Mas
a auséncia de observacdo nao exclui o diagnostico, principalmente na fase crénica
da infeccdo, na qual a observacdo do agente € mais dificil (HARRUS et al., 1998).
Também sdo muito utilizados os testes sorolégicos para o diagnéstico, como o
ELISA e a RIFI. A partir de sete dias de infeccéo € possivel observar a producédo de
IgM, j& com 15 dias € possivel detectar IgG (MYLONAKIS et al., 2019). Um teste
ainda mais sensivel é a PCR, por conseguir amplificar quantidades minimas de
DNA, por determinar a espécie de Ehrlichia envolvida na infeccdo e por ser um
diagnéstico rapido e preciso (ROMERO et al., 2011). Porém, é também um teste
gue, quando o resultado € negativo, ndo se pode excluir a infeccdo, uma vez que os
orgaos do sistema monocitico fagocitario podem sequestrar o agente, interferindo na
capacidade do teste de amplificar o DNA (HARRUS; WANER, 2011).

1.4Anaplasma platys

O agente etiolégico Anaplasma platys é o causador da doenca conhecida
como trombocitopenia ciclica infecciosa canina (TCC). Diversos mamiferos ja foram
descritos infectados com este agente, contudo, os cédes sdo os hospedeiros mais
comuns (HEGARTY et al.,, 2015; PEREIRA et al., 2016; QUROLLO et al., 2014;
SANTAREM et al., 2005). No hospedeiro vertebrado, infectam plaquetas e, dentro
dos vacuolos, por repetidas fissbes binarias, formam as morulas (HARVEY, et al.,
1978).

Com relacdo ao hospedeiro invertebrado, acredita-se que o carrapato da

espécie R. sanguineus seja o vetor, assim como ocorre com outros hemoparasitos,
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embora ainda ndo seja bem descrita esta participacdo. Suspeita-se desta
participacdo uma vez que ja foi encontrado DNA de A. platys em carrapatos,
inclusive em adultos e ninfas de R. sanguineus coletados de caes negativos, o que
sugere uma transmissao transestadial entre esses ectoparasitos (DAHMANI et al.,
2015; RAMOS et al., 2014). Também foi descrita a possibilidade da transmissao

vertical entre uma cadela gestante e seus filhotes (LATROFA et al., 2016).

Muitos caes infectados, frequentemente, sdo descritos com auséncia de sinais
clinicos, mas quando estes sinais estdo presentes, sdo citados como 0S mais
comuns, febre, letargia, palidez de mucosa, petéquias, epistaxe e linfadenomegalia
(BREITSCHWERDT, 2000). Ndo tdo comuns, mas também podem ser observados
dificuldade respiratoria, secre¢do ocular, esplenomegalia e hiperqueratose no
focinho (SAINZ et al., 1999).

A alteragdo hematoldgica mais observada € a trombocitopenia, mas também
podem ser observadas anemia, macroplaguetas e monocitose (ANTOGNONI et al.,
2014; DAGNONE et al., 2003). Durante a fase aguda da doenca, ha uma elevada
guantidade de plaquetas circulantes parasitadas e, em alguns dias ap0s a fase
aguda, had uma reducdo nas plaquetas infectadas circulantes, devido ao fenébmeno
de agregacao plaquetaria. Apos a reducéo dos parasitos na circulacdao, o numero de
plaguetas circulantes retorna ao esperado. Sete a quatorze dias apdés o episodio
ocorre uma nova parasitemia, e havera nova reducéo de plaquetas circulantes. Com
a cronificacdo da doenca, o processo ciclico tende a reduzir, levando a esporadicas
observacdes do parasito e trombocitopenias moderadas (BAKER et al., 1987; SILVA,
2010; WOODY; HOSKINS, 1991).

Alteracbes bioquimicas sdo observadas em alguns casos e podem ser
encontradas reducdo na contagem total de leucécitos e discreta hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. Coinfeccbes com outros patdgenos transmitidos por vetores
podem acarretar em um maior numero de alteragfes as quais podem ser mais
graves (EIRAS et al., 2013; WOODY; HOSKINS, 1991).
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Para o diagndstico da trombocitopenia ciclica canina pode ser feito o exame
parasitologico direto através do esfregaco sanguineo, no qual pode ser observada a
presenca de morulas no interior das plaguetas (DUMLER et al., 2001; FERREIRA, et
al., 2008; MIRANDA, 2010). Para uma maior chance de diagnostico utilizando esta
técnica, o animal deve estar na fase ciclica de parasitemia, aumentando as chances
de visualizacdo do parasito. Os testes moleculares sdo sensiveis e especificos,
sendo indicados também para o diagnostico da infeccdo, no entanto, quando a
parasitemia esta baixa ha a chance de obtencédo de resultados falso-negativos. Além
disso, os testes moleculares vém contribuindo para estudos epidemioldgicos desses
patdgenos (BREITSCHWERDT et al.,, 2014). Ndo sdo comuns testes soroldgicos
para o diagnostico de A. platys, uma vez que reacdes cruzadas com
Anaplasma phagocytophilum e E. canis ja foram descritas (FERREIRA, R F et al.,
2008).

1.5 Ambientes com elevado nimero de animais

Conhecer e entender sobre os aspectos associados a doencga e a seus fatores
determinantes é fundamental para auxiliar no direcionamento e na elegibilidade de
estratégias de controle que realmente funcionem. Em relacdo a LV e a sua triade
ecoldgica, os fatores de risco estdo associados ao vetor, aos hospedeiros potenciais
e ao meio ambiente (BORGES et al., 2009; REGO, 2001) e sabe-se que quanto
maior o numero de integrantes dentro de um ciclo de uma doencga, mais complexo se
torna o seu controle. Sendo assim, os abrigos de animais sdo locais de importancia
para o entendimento de doencas infecciosas circulantes nesses ambientes com

elevado numero de animais.

Estudos realizados para demonstrar fatores de risco para a infeccdo humana por
L. infantum associados a presenca de cdo demonstraram que quanto maior o
namero de cdes em um domicilio, maiores sdo as chances do humano se infectar
(BORGES et al., 2009). Sendo assim, abrigos de animais devem ser investigados
guanto a presenca de agentes infecciosos, principalmente, quando se trata de

agentes zoonaticos.



30

Pelo fato de muitas vezes esse tipo de abrigo ser gerido por pessoas que
apresentam dificuldade em abrir m&o dos animais que sao recebidos, criando-se um
apego emocional muito grande, tornam-se locais nos quais 0S responsaveis sao
incapazes de perceber os efeitos negativos com relagdo ao bem-estar dos animais
gue |4 habitam (PATRONEK; LOAR; NATHANSON, 2006). Em muitos casos, 0s
responsaveis pelos abrigos ndo possuem condicfes econémicas para custear todos
0s gastos de alimentacdo, medicamentos basicos, como vermifugos e atendimentos
médico veterindrio, ficando na dependéncia de apoios externos. O que tem sido
observado € que, geralmente, animais que sdo mantidos em ambientes com um
grande numero de individuos acabam apresentando ma nutricdo e alteracdes
clinicas, como parasitismo, alteracbes gastrintestinais e doencas respiratérias
(POLAK et al., 2014). Desta forma, acabam também sendo animais mais
susceptiveis a doencas infecciosas, dentre elas, as doencas transmitidas por

vetores.

Os vetores ndo sdo raros em ambientes com grande numero de animais, uma
vez que ha uma enorme fonte de alimentacdo para eles. Além disso, os abrigos de
animais costumam estar localizados em regifes mais periféricas das cidades, sendo
assim, sao locais mais proximos a regides de matas e, consequentemente, com
maior quantidade de matéria organica (SILVA et al., 2008). Essas caracteristicas sdo

ainda mais importantes quando se fala das leishmanioses e de seus vetores.

Na literatura, s&o poucos os trabalhos que falam sobre esses abrigos,
principalmente, com o tema voltado para os animais e para as doencas infecciosas
gue os envolvem. E é de extrema importancia saber quais sdo os agentes que estéo
circulando nesses ambientes e, inclusive, saber se sdo agentes zoono6ticos. Além
disso, os abrigos podem ser locais de disseminacdo de agentes infecciosos para os
habitantes proximos, tanto humanos quanto animais. Entdo, para que medidas de
controle e prevencao sejam feitas de forma eficaz, mais conhecimentos acerca

desses ambientes sdo necessarios.
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1.6 Pulgas

Pulgas séo insetos pertencentes a ordem Siphonaptera, sdo apteros, de
coloracdo castanha, achatados lateralmente, possuem o corpo revestido de cerdas,
pequenos (2.0-3.0mm) e sao bem adaptados ao salto (LINARDI, 2011),
caracteristica que faz com que consigam dar varios saltos por minuto e alcancem
grandes distancias quando comparadas ao seu tamanho (ROTHSCHILD et al.,
1973). As pulgas apresentam dimorfismo sexual bem definido e as fémeas séo
maiores que os machos. As fémeas possuem a parte posterior do corpo mais
arredondada e os machos possuem a extremidade posterior voltada para cima, onde

armazenam o aparelho copulador nos ultimos segmentos (LINARDI, NAGEM, 1972).

Ambos os sexos sao hematéfagos, contudo, para as fémeas a hematofagia é
ainda mais importante pelo fato de ser necessaria para a maturacdo dos ovos e,
consequente, oviposicao. Apos a postura dos ovos, e com condicdes ambientais de
temperatura, umidade e presenca de alimento, o ciclo da pulga dura em média de 25
a 30 dias, passando por trés fases larvais, pupa e adulta. E um ciclo de metamorfose
completa, ou seja, sdo holometabolos (LINARDI, GUIMARAES, 2000).

Para que o ciclo se complete, a alimentagdo das fases larvais € crucial para que
ocorra 0 desenvolvimento adequado. As larvas se alimentam, principalmente, de
sangue digerido eliminado nas fezes das pulgas adultas. As pulgas possuem
alimentacdo do tipo solentfaga, ou seja, se alimentam diretamente sobre os
capilares sanguineos (LINARDI, GUIMARAES, 2000).

Através do repasto sanguineo alguns patégenos sdo transmitidos das pulgas
para seus hospedeiros vertebrados, os quais sdo mamiferos em sua maioria
(LINARDI, 2011). As pulgas sdo consideradas transmissoras de viroses,
ricketsioses, doencas bacterianas, protozooses (tripanossomiases), as quais sao
transmitidas durante o repasto sanguineo. Atuam também como hospedeiros
invertebrados de helmintos, como, por exemplo, Dipylidium caninum, transmitido

guando a pulga infectada é ingerida pelo cédo, o hospedeiro vertebrado (LINARDI,
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GUIMARAES, 2000). Varios géneros e espécies de tripanossomatideos

monoxénicos também s&o descritos parasitando pulgas (VOTYPKA et al., 2013).

Além dessas atuaces como vetores e hospedeiros de patdgenos, as pulgas séo
ectoparasitos que infestam seus hospedeiros e, ao realizarem o repasto sanguineo,
causam uma acdo espoliativa, irritativa e inflamatéria (LINARDI, GUIMARAES,
2000), o que pode gerar uma queda de imunidade no individuo ectoparasitado,
facilitando a presenca de agentes oportunistas, como bactérias em lesdes de pele

causadas por arranhdes devido a coceira.

Outro aspecto que vem sendo observado € a relacdo entre cées infestados por
pulgas e a positividade para leishmaniose visceral. Na literatura ja foi observada uma
associacao estatistica entre infestacdo por pulga e o risco do cdo de estar infectado
com L. infantum (PAZ et al.,, 2010b). E, geralmente, animais infestados por
ectoparasitos sdo animais em que os responsaveis nao utilizam medidas preventivas

de controle de ectoparasitos e endoparasitos, facilitando a presenca de infec¢des.

Além disso, ha trabalhos na literatura que detectaram a presenca de Leishmania
sp. em espécimes de pulgas retiradas de caes reagentes para LV e demonstraram a
infeccdo de hamsters por Leishmania sp. através de infeccdo oral com pulgas
maceradas, retiradas de caes soro reagentes para LV (Coutinho et al., 2007; Ferreira
et al., 2009).

1.7 Tripanossomatideos monoxénicos

Os tripanossomatideos monoxénicos fazem parte da familia Trypanosomatidae,
todavia, sdo menos estudados quando comparados com o0s tripanossomatideos
heteroxénicos por ndo possuirem importancia médica e econdmica. Até o momento
sdo pouco conhecidos e, embora possam parecer inofensivos pelo historico habitual
de serem restritos aos insetos, 0s seres vivos estdo em constante evolucdo e
desenvolvendo habilidades de sobrevivéncia, por exemplo, se adaptando a novos

hospedeiros.
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Sabendo que muitos insetos servem de hospedeiros para os tripanossomatideos
monoxénicos e que tanto os animais quanto os seres humanos muitas vezes sao
fontes de alimento para esses insetos, tornam-se necessarias mais investigacoes
sobre a presenca desses tripanossomatideos em vertebrados. A vigilancia sobre
esses agentes é fundamental, uma vez que doengas emergentes podem vir a tona.
Um exemplo é o género Crithidia que esta presente em insetos como mosquitos
(Culex), abelhas, besouros, entre outros, que podem ser encontrados tanto em areas
rurais quanto em &areas urbanas (ISHEMGULOVA et al., 2017; LIPA, TRIGGIANI,
1988; YURCHENKO et al., 2009).

Outro exemplo sdo os tripanossomatideos monoxénicos presentes em pulgas,
principalmente aos pertencentes a espécie Ctenocephalides felis felis. Este
ectoparasito possui uma relacéo parasito-hospedeiro muito estreita com os cdes no
Brasil e, consequentemente, possuem uma proximidade com humanos (VOTYPKA
et al., 2013).

Aléem disso, vertebrados Vvém sendo descritos parasitados com
tripanossomatideos monoxénicos. Morcegos, quatis, jaguatiricas, que fazem parte
de diferentes biomas brasileiros, j& foram encontrados sendo parasitados por
Crithidia mellificae (RANGEL et al., 2019; DARIO et al., 2021).

7

Atentando-se para o fato de que em &reas urbanas o cdo é o principal
reservatorio de Leishmania infantum e que este parasito pode debilitar o animal
tornando-o muito doente e que, geralmente, estes animais sao ectoparasitados por
pulgas, torna-se importante investigar possiveis infec¢cdes por tripanosomatideos
monoxénicos em caes com leishmaniose visceral. Alguns pontos importantes
relacionados a esta questdo sdo a possibilidade de haver infec¢cdes oportunisticas
por esses tripanosomatideos monoxénicos nestes animais; piora no quadro da
doenca; dificuldade dos cées em responder aos tratamentos e reagdes cruzadas nos
testes sorologicos utilizados para a detecgdo da infeccdo por L. infantum, uma vez
gue ja foi descrito que primatas nao-humanos infectados com C. mellificae

produziram uma resposta imune-humoral (DARIO et al., 2021).
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Mais estudos epidemiolégicos sobre o cenéario atual da LV sdo necessarios,
tendo em vista o0 processo continuo de urbanizacdo da doenca, a insercdo cada vez
mais relevante do cédo na sociedade e alta prevaléncia da doenca demonstrando a
falta de medidas eficazes para o seu controle, principalmente na populagdo canina.
Além disso, devemos considerar ndo somente a detecgdo de L. infantum em
determinada area, mas também a forma de como os cées interagem na presenca de
outras espécies de Leishmania e de outros hemoparasitos, além da possibilidade da
participacdo de outros vetores inseridos no ciclo desta doenca. Embora a LV seja
uma doencga grave em cées e humanos e esteja presente no Brasil desde a década
de cinquenta, ainda permanece negligenciada e desafiadora para os pesquisadores

e gestores responsaveis pelas medidas de controle.
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2 Objetivo

2.10bjetivo geral

Estudar os aspectos epidemiolégicos da leishmaniose visceral canina em ambientes
com elevado numero de animais, suas coinfeccdes com outros hemoparasitos e

investigar sobre Ctenocephalides felis felis no ciclo de Leishmania infantum.

2.20bjetivos Especificos

1. Avaliar a soroprevaléncia de cées infectados por Leishmania spp. em
ambientes com elevado niumero de animais.

2. Confirmar a infeccao dos caes soro positivos com sinais clinicos brandos e
sua etiologia;

3. Determinar o escore clinico dos cées soro reagentes com sinais clinicos
brandos da doenca,;

4. Avaliar a patologia clinica dos cdes com diagnostico etiolégico confirmado;

5. Avaliar a ocorréncia dos hemoparasitos Babesia spp., Ehrlichia canis e
Anaplasma platys em cdes com leishmaniose visceral oriundos de ambientes com
elevado numero de animais.

6. Confirmar a infeccdo de caes soro reagentes para Leishmania infantum
utilizando métodos de biologia molecular.

7. Determinar a ocorréncia de Leishmania infantum em estagios adultos de
Ctenocephalides felis felis alimentados em cées naturalmente infectados.

8. Isolar as espécies de Leishmania circulantes nas pulgas e nos respectivos
cées em meio de cultura.

9. Caracterizar os isolados obtidos de pulgas e de amostras dos céaes.
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3 Material e métodos

3.1Estrutura do trabalho

O trabalho foi dividido em trés estudos distintos, assim, cada um possui seus

proprios material e métodos, resultados e discussoées.

3.1.1 Estudo 1 - Epidemiologia da leishmaniose visceral canina em
ambientes com elevado niumero de animais no estado de Minas

Gerais, Brasil.

3.1.2 Estudo 2 - Estudo de coinfec¢des por hemoparasitos em caes
soropositivos para LV oriundos de ambientes com elevado

ndmero de animais no estado de minas gerais, Brasil.

3.1.3 Estudo 3 - Leishmaniose Visceral Canina em areas endémicas
e o0 estudo de Ctenocephalides felis felis no ciclo de Leishmania

infantum.
3.2Aspectos éticos

O estudo 1 e o estudo 2 foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal
(CEUA) n° 224/2018-1.2 da Nanocore Biotecnologia S.A e encontra-se de acordo
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA) e pela Lei Federal n® 11.794 de 2008.

O estudo 3 foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) n°® LW-
14/17 da FIOCRUZ e atende ao disposto na Lei Federal n° 11.794 de 2008 e aos

principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).
3.3Animais do estudo

Estudo 1 - Amostras de soro foram coletadas de todos os cédes que
pertenciam aos proprietarios participantes do estudo, totalizando 627 animais

(Tabela 1), de diferentes racas, idades e condicbes clinicas, vivendo em
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aglomeracdes, em residéncias oriundas de nove cidades endémicas para as
leishmanioses do estado de MG: Belo Horizonte, Contagem, Ribeirdo das Neves,
Ibirité, Igarapé, Esmeraldas, Santa Luzia, Divindpolis e Ipatinga. As residéncias de
cada municipio foram nomeadas com letras e nimeros para identifica-las, R1 (Belo
Horizonte), R2, R3 e R4 (Contagem), R5 e R6 (Divinopolis), R7, R8 e R9
(Esmeraldas), R10, R11 e R12 (Ibirité), R13 (lgarap€), R14 e R15 (Ipatinga), R16
(Ribeirdo das Neves) e R17 (Santa Luzia). A escolha das cidades foi o fato de serem
cidades endémicas para LVC e terem casos autoctones humanos descritos. Para a
escolha das residéncias foram selecionadas aquelas que possuiam pelo menos 10
caes, além da concordancia do proprietario em participar do projeto de acordo com o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado por eles.

Estudo 2 - Os animais participantes deste estudo fazem parte dos abrigos
citados no estudo 1. Foram investigados 159 caes soropositivos nos testes DPP
(Bio-Manguinhos®-Fiocruz/MS, Brasil) e ELISA (IDEXX® Laboratories Inc.
Westbrook, Maine, USA) para leishmaniose visceral. Sdo cdes que vivem em
abrigos com elevado numero de animais localizados em regides endémicas para
leishmaniose visceral canina. A intencéo seria utilizar todos os 211 cdes que foram
soropositivos no capitulo anterior, contudo, 0s responsaveis pelos animais
autorizaram a investigagdo de hemoparasitos em 159 animais. Foram coletadas

amostras de sangue total destes animais para a detec¢cdo dos hemoparasitos.

Estudo 3 - Os cées participantes do estudo eram sabidamente soro reagentes
no DPP (Bio-Manguinhos® - FIOCRUZ/MS, Brasil) e no ELISA (Bio-Manguinhos® -
FIOCRUZ/MS) para L. infantum. As sorologias destes animais foram realizadas a
partir de demanda espontanea, ou seja, 0s responsaveis dos animais solicitavam a
presenca dos agentes em suas residéncias para a realizagcdo dos exames.
Geralmente, estes pedidos sédo feitos pelos responsaveis quando o animal ja
apresenta sinais clinicos bem intensos e, muitas vezes, sdo manifestacdes

compativeis com as observadas para a LV.



38

Ao serem positivos em ambos os testes (DPP e ELISA) e com autorizagao
dos responsaveis, os cdes eram recolhidos em suas casas e levados para o CCZ
para que fosse realizada a eutanasia. Posteriormente, eram feitas as coletas de

materiais para este trabalho.

Tabela 1 — NUumero de caes presente em cada residéncia estudada.

CIDADE RESIDENCIA N° DE CAES

Belo Horizonte R1 37
R2 10

Contagem R3 14
R4 51

Divinépolis R 24
R6 20

R7 21

Esmeraldas R8 19
R9 32

R10 28

Ibirité R11 17

R12 30

Igarapé R13 54

] R14 45
Ipatinga R15 23
Ribeirao das Neves R16 95
Santa Luzia R17 107

Total 627
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3.4 Estudo 1
3.4.1 Diagnostico soroldgico

Foram realizados os testes sorol6gicos nos 627 cédes do estudo, sendo o
Dual-Path Platform (DPP Bio-Manguinhos®-Fiocruz/MS, Brasil) para triagem e o
ELISA (IDEXX® Laboratories Inc. Westbrook, Maine, USA) como confirmatoério. O
teste da IDEXX possui boa especificidade (RIBEIRO et al., 2019), por isso foi
escolhido como o teste para confirmar os casos positivos. Os animais considerados

positivos foram aqueles que apresentaram resultados positivos em ambos o0s testes.

3.4.2 Diagnostico molecular

Dos 627 caes, 211 foram soropositivos em ambos os testes sorologicos. Do
total de 211 caes, 93 apresentavam sinais clinicos intensos e foram confirmados
como positivos para L. infantum. Para os 118 animais restantes, que apresentavam
sinais clinicos leves ou auséncia de alteragcbes clinicas aparentes, foi realizada a
técnica de biologia molecular PCR-RFLP para a confirmagdo da infeccdo por

L. infantum.

Inicialmente foram coletadas amostras de medula e pele, contudo, devido a
baixa positividade destas amostras, também foram utilizadas amostras de linfonodo
popliteo na tentativa de aumentar a sensibilidade do exame, embora, nem sempre
este Orgdo seja palpavel, dificultando a coleta em alguns animais. Assim, foram
coletadas 118 amostras de pele, 116 de medula e 65 de linfonodo. O DNA de pele
foi extraido utilizando o Puregene® Cell and Tissue kit e para as amostras de
medula e linfonodo foi utilizado o PureLink® Genomic DNA Mini Kit. Todas as

extracOes foram realizadas seguindo as recomendac¢des dos fabricantes.

Para o diagnostico molecular de Leishmania sp. foi realizada a PCR-RFLP
utilizando o alvo ITS1 (LITSR — 5 CTG GAT CAT TTTCCG ATG 3’/ L5.8S -5 TGA
TAC CAC TTATCG CAC TT 3’) (EL TAIL et al., 2000). O volume final para a PCR foi
de 25uL (5uL de DNA, 2.5uL de tampéo, 0,5uL de dNTPs, 1.25uLde DMSO, 1.25uL
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de primer forward, 1.25uL de primer reverse, 0.75uL de MgCI2, 0.25uL de Taq
polimerasee 12.25uL de agua). O protocolo usado no termociclador para a
amplificacdo do DNA molde foi desnaturacdo a 95°C por 2 minutos, seguido por 35
ciclos de desnaturagcéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto; a extensao final foi a 72°C por 10 minutos. Para a
RFLP, 10uL dos produtos da PCR juntamente com 1uL da enzima Haelll, 0.15 pL de
BSA, 1.5uL de tampédo e 2.35uL &agua, foram mantidos a temperatura de 37°C
durante 2 horas. Ap6s este periodo de incubacédo os resultados foram observados
em gel de agarose a 2%. Como controles positivos utilizaram-se cepas referéncias
para L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), Leishmania braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).

1.1.3 Avaliacao Clinica

Os 118 caes que que entraram para as andlises moleculares, foram
submetidos a uma inspecao clinica detalhada para a observacdo de sinais clinicos
que, geralmente, sdo observados em infec¢des por L. infantum, como perda de
peso, dermatopatias, secrecdes oculares, onicogrifose, feridas, linfadenomegalia,

atrofia muscular, dentre outros.

Foi realizada uma classificacdo do escore clinico para avaliar se haveria
diferenca significativa entre os sinais clinicos dos animais positivos e dos negativos
na PCR. Para a definicdo do escore clinico foi realizada uma inspecao mais rigorosa
na qual a intensidade das manifestacdes clinicas variava de 0 a 3 sendo: 0 —
Ausente, 1 — Presente/Moderado, 2 — Intenso e 3 — Severo (NOGUEIRA et al.,
2019), os valores foram somados dando um escore final para cada animal.

1.1.4 Bioquimicos e hemograma

Dos 118 cdes submetidos as analises moleculares, foram coletadas amostras
de sangue em tubo contendo EDTA de 69 caes para a execu¢édo dos hemogramas e

em tubos sem anticoagulante para a realizacdo dos exames bioquimicos. Houve
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variagdo no numero de animais avaliados pois ao retornarmos aos abrigos para as
coletas, estes foram os animais permitidos pelos tutores de serem submetidos a
novas coletas de amostras. As analises hematologicas foram realizadas no Hospital
Veterinario Santo Agostinho, situado na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil. Para a realizagdo dos hemogramas foi utilizado o Analisador de hematologia
IDEXX® ProCyte Dx e para os exames bioquimicos, o Analisador de bioquimica
IDEXX® Catalyst One e os intervalos de referéncia foram de acordo com a

fabricante dos aparelhos e reagentes, IDEXX®.

1.15 Analises estatisticas

Estatisticas descritivas foram usadas para resumir o conjunto de dados por
meio de construcdo de tabelas de frequéncia para variaveis categoricas e a
avaliacdo de medidas de tendéncia central (média e mediana) e variabilidade (desvio
padréo e distancia interquartil) para variaveis. Para facilitar a comparacao das taxas
de soropositividade entre as cidades, os dados de todos os abrigos em um Unico
local foram combinados e submetido ao teste do x2. Resultados das analises de
PCR-RFLP de tecidos de pele, de medula e linfonodos foram considerados em pares
e um animal foi considerado PCR+ quando o DNA de Leishmania foi detectado em
pelo menos um tecido. A complementaridade do par foi definida como a
porcentagem de PCR+ em relagdo ao numero total de amostras daquele par em
particular (PAZ et al., 2018). O teste x2 de Pearson foi usado para determinar a
associacao entre variaveis categoricas. Em todos os testes, o nivel de significancia

estatistica foi estabelecido com 5% de probabilidade.

3.5Estudo 2
3.5.1 Diagnoéstico laboratorial

Para o diagnostico molecular de Leishmania sp. foi realizada a PCR-RFLP
utilizando o alvo ITS1 (LITSR — 5 CTG GAT CAT TTTCCG ATG 3’/ L5.8S -5 TGA
TAC CACTTATCG CAC TT 3) (EL TAIL et al., 2000). O volume final para a PCR foi
de 25uL (5uL de DNA molde, 2.5uL de tampéao, 0,5uL de dNTPs, 1.25uLde DMSO,
1.25puL de primer forward, 1.25uL de primer reverse, 0.75uL de MgCl2, 0.25uL de
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Tag polimerasee 12.25uL de agua). O protocolo usado no termociclador para a
amplificacdo do DNA molde foi desnaturacdo a 95°C por 2 minutos, seguido por 35
ciclos de desnaturacéao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 1 minuto e

extensdo a 72°C por 1 minuto; a extensao final foi a 72°C por 10 minutos.

Para o diagndstico de Babesia spp. e Ehrlichia canis foi utilizada a técnica de
PCR Multiplex (PALAVESAM et al., 2018) com os primers ndo especificos Partial
18S rRNA Gene (619pb) (Bal03F — 5 CCA ATC CTG ACA CAG GGA GGT AGT
GAC A 3/ Ba721R — 5 CCC CAG AAC CCA AAG ACT TTG ATT TCT CTC AAG
3’); para Babesia spp. Partial 18S rRNA Gene (457pb) (FP18SBa — 5° AGG GAG
CCT GAG AGA CGGCTA CC 3’/ RP18SBa — 5 TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC
3’); para Erlichia canis Partial VirB9 Gene (377pb) (Ehr1401F — 5 CCA TAA GCA
TAG CTG ATA ACC CTG TTA CAA 3’/ Ehr1780R — 5 TGG ATA ATA AAA CCG
TAC TAT GTA TGC TAG 3’). As reacdes eram feitas com 1.5uL de DNA molde, 5uL
de Green Taq, 2.5uL de &gua, 0.5 pL do primer forward e 0.5 uL do primer reverse.
Para a amplificacdo dos DNAs moldes o protocolo usado foi desnaturacdo a 95°C
por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, a
extensao final foi a 72°C por 10 minutos. Os amplicons foram revelados em gel de
agarose a 1.5%.

O diagnéstico de Anaplasma platys foi realizado através da técnica de
Nested-PCR utilizando o gene 16S rRNA de acordo com RAMOS et al. (2009), para
a 12 reacdo os primers foram: 8-F 5 AGT TTG ATC ATG GCT CAG 3’/ 1448-R 5’
CCA TGG CGT GAC GGG CAG TGT 3, para a 22 reagao (678Ppb) foram os
primers: PLATYS-F 5 GAT TTT TGT CGT AGC TTG CTA TG 3/ EHR16S-R 5 TAG
CAC TCA TCG TTT ACA GC 3’). As reacoes eram feitas com 1uL de DNA molde,
5uL de Green Taq, 3.6uL de &gua e 0.4 mix de primers. A amplificacdo do DNA
molde seguiu este protocolo: 12 reacdo — desnaturacédo a 94° por 2 minutos, seguido
por 40 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto
e extensdo a 72° por 40 segundos, com a extensao final a 72°C por 4 minutos; 22
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reacao - desnaturacao a 94° por 1 minuto, seguido por 40 ciclos de desnaturacao a
94°C por 1 minuto, anelamento a 53°C por 30 segundos e extensdo a 72° por 30
segundos, com a extensao final a 72°C por 4 minutos. Os amplicons foram revelados

em gel de agarose a 1%.

Os controles positivos eram de amostras de caes sabidamente positivas para

cada hemoparasito.

3.6 Estudo 3
3.6.1 Areade coleta

As areas de estudo foram a cidade de Sabara - regido metropolitana de Belo
Horizonte - e Itabirito, que se situa a 58 quildometros de Belo Horizonte, ambas em
Minas Gerais. As coletas foram realizadas mais especificamente nos Centros de
Controle de Zoonoses (CCZ) das Prefeituras das respectivas cidades. As localidades

foram escolhidas por situarem-se em areas endémicas para leishmaniose visceral.

No primeiro momento das coletas, era feita uma inspecao clinica dos animais,
os dados eram preenchidos em uma ficha de identificacdo de cada cao e os sinais
clinicos encontrados eram marcados nas fichas. A veia cava era puncionada para a
coleta de sangue total que era armazenado em tubo contendo EDTA e soro em tubo
sem anticoagulante. O sangue total foi coletado para extracdo de DNA e 0s soros

estdo armazenados, em freezer -70°C, caso sejam realizados mais estudos.

Posteriormente, o cé&o era sedado com 0.1mL/Kg de Acepran 0.2%
(Acepromazina), aprofundado na sedacdo com 0.8mL/Kg de Tiopental de Sdédio e,
entdo, realizada a eutanasia com 10mL/animal de Cloreto de Potassio (KCI), sem
dor ou sofrimento do animal. Esse procedimento esta de acordo com o preconizado
pelo Ministério da Salde para casos caninos de LV em que nao sera feito o

tratamento pelo responsavel.

Logo apés a eutanasia, eram coletados os espécimes de pulgas. Em cada
cdo demorava-se cinco minutos coletando as pulgas que eram observadas.

Posteriormente, eram coletados fragmentos de pele de ponta de orelha utilizando
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punchs de 5mm e amostras de pulgas. As amostras eram distribuidas em quatro
tubos da seguinte forma: tubo 1 — vazio, para o fragmento de pele ser inserido em
meio de cultura; tubo 2 — com solucdo de RNAse para conservar o0 segundo
fragmento de pele para extragdo de DNA; tubo 3 — com solugéo salina, antibiético e
antifingico para as pulgas serem inseridas em meio de cultura; tubo 4 — com RNAse

para conservacao e posterior extracdo de DNA das pulgas.

A classificacéo das taxas de infestacao dos cédes por pulgas foi feita de acordo
com a quantidade de pulgas coletadas em cada animal. Desta forma, 1 a 3 pulgas,
infestacdo leve; 4 a 10 pulgas, infestacdo moderada e acima de 10 pulgas,

infestacdo intensa.

3.6.2 Identificacdo das pulgas

As pulgas foram analisadas em lupas e identificadas de acordo com a chave de

identificacao proposta por Linardi e Guimaraes (2000).
3.6.3 Extracao de DNA de fragmentos de pele

As amostras de pele foram picotadas com lamina de bisturi em pequenos
fragmentos para que as solu¢cbes pudessem agir de forma completa sobre toda a
amostra. O kit utilizado foi Gentra Puregene Tissue (Qiagen®) e o protocolo seguido

foi de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.6.4 Extracdo de DNA de pulgas

As pulgas de cada animal sdo analisadas separadamente, sendo assim, cada
pulga é colocada em um tubo especifico com a identificacdo do animal. O kit
utilizado € o PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®), mas o protocolo indicado
pelo fabricante foi alterado para ser possivel obter uma maior concentragcdo de DNA

das pulgas.
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3.6.5 Meio de cultura — Isolamento de Leishmania infantum

As peles eram retiradas do tubo seco que veio do campo e picotadas em
pequenos fragmentos com lamina de bisturi. Os fragmentos obtidos eram colocados
em meio de cultura NNN/LIT com penicilina e estreptomicina e mantidos em estufa
B.O.D. a 25°C £1°C. As culturas eram examinadas e repicadas a cada sete dias de
cultivo, totalizando 35 dias. As amostras positivas na cultura eram expandidas para a

criopreservacao e para posterior caracterizagdo molecular.

3.6.6 Meio de cultura pulgas — Isolamento de tripanossomatideos

As pulgas eram mantidas em pools dentro de tubos especificos de cada céao.
No laboratério, os pools de pulgas eram retirados da solugao salina com penicilina,
estreptomicina e fluocitosina e colocados em um novo tubo contendo LIT, também
complementado com os antibidticos e antifungico. Estes tubos eram mantidos em
temperatura entre 4° e 8°C durante 24 horas e, ap0s este periodo, as amostras eram
maceradas e inseridas em meio de cultura NNN e acrescentava-se mais 500uL de
LIT. Os meios de cultura eram mantidos em estufa B.O.D. a 25°C+1°C e analisados
a cada sete dias, aqueles contaminados com fungos ou bactérias eram eliminados e
agueles em que ainda ndo havia crescimento de tripanossomatideos e nem
contaminagdo eram mantidos por aproximadamente um més, sendo observados e
repicados a cada sete dias para crescimento. Foram feitas aliquotas dos meios de
cultura positivos e elas foram criopreservadas em temperatura de -70°C para melhor
preservacdo e posteriores analises (CARVALHO et al., 1973; DE AVELAR et al.,
2011).

3.6.7 Extracdo de DNA das massas de cultura

O DNA das massas de cultura foi extraido utilizando o PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen®) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante para

extracdo de DNA de amostras de medula.
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3.6.8 Analises moleculares
3.6.8.1 Fragmento de ponta de orelha

Para as amostras de pele foi utilizada a técnica de PCR-RFLP utilizando os
alvos ITS1 e hsp70 para a identificacdo da espécie de Leishmania presente nos
caes. Para o alvo ITS1 utilizaram-se os primers LITSR — 5 CTG GAT CAT TTTCCG
ATG 3’/ L5.8S — 5 TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT 3 (EL TAIL et al., 2000). O
volume final para a PCR foi de 25uL (5uL de DNA molde, 2.5uL de tampé&o, 0,5uL de
dNTPs, 1.25pLde DMSO, 1.25uL de primer forward, 1.25uL de primer reverse,
0.75uL de MgCI2, 0.25uL de Tag polimerase e 12.25uL de 4gua). O protocolo usado
no termociclador para a amplificacdo do DNA molde foi desnaturacdo a 95°C por 2
minutos, seguido por 35 ciclos de deshaturacdo a 95°C por 30 segundos,
anelamento a 53°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; a extenséao final foi
a 72°C por 10 minutos. Para a RFLP, 10uL dos produtos da PCR juntamente com
luL da enzima Haelll, 0.15 pL de BSA, 1.5uL de tampédo e 2.35uL &gua, foram
mantidos a temperatura de 37°C durante 2 horas. Apds este periodo de incubacao,
os resultados foram observados em gel de agarose a 2%. Como controles positivos
utilizaram-se cepas referéncias para L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), Leishmania
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
Leishmania guyanensis (MHOM/BR/75/M4147).

Para o alvo hsp70 utilizaram-se os primers hsp70sent 5- GAC GGT GCC
TGC CTA CTT CAA -3’ / hsp70ant- 5- CCG CCC ATG CTC TGG TAC ATC -3
(GARCIA et al., 2004) e a enzima Haelll. A PCR é realizada com um volume final de
25uL (5uL do DNA molde, 2.5uL de tampéo 5%, 0.5uL de dNTPs (10Mm), 1.25uL de
DMSO, 1puL de primer forward, 1uL de primer reverse, 0.75uL de MgCI2, 0.25uL de
Taq polimerase e 12.75uL de agua. A amplificacdo do DNA molde no termociclador
segue 0 seguinte ciclo: desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, seguido de 35
repeticbes de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto 30 segundos; a extensao final é a 72°C por
10 minutos. O mesmo protocolo do ITS1 para a Haelll se repetiu aqui.
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3.6.8.2 Pulgas

As pulgas coletadas para as analises moleculares foram processadas
individualmente. As amostras de DNA das pulga foram submetidas ao alvo SSU
rDNA (regido: v7v8), primers 609F 5 — CAC CCG CGG TAATTCCAGC -3 /5 —
CTG AGA CTG TAA CCT CAA - 3 (BORGHESAN et al., 2013). Para o v7v8 o
volume final é de 25uL (5puL do DNA molde, 2.5uL de tampéo, 0.75uL de MgCl2, 1uL
de dNTPs, 1uL de primer forward, 1L de primer reverse, 0.14uL de Taq polimerase
e 13.61puL de agua) e para a amplificacdo do DNA molde é utilizado o seguinte
protocolo: desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 2 minutos; a extensao final € a 72°C por 10 minutos. A leitura
do resultado foi feita a partir de gel de agarose a 1%. Foram utilizados como
controles positivos cepas referéncias para L. infantum (MHOM/BR/74/PP75),
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), Leishmania guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) e Blechomonas

ayalai.
3.6.8.3 Isolados das peles e das pulgas

Para os isolados na cultura, tanto de pele quanto de pulgas, os alvos
escolhidos para a realizacdo das analises moleculares foram v7v8, ITS1 e hsp70,
seguindo os protocolos citados anteriormente. Apos a realiza¢do da técnica de PCR-

RFLP, as amostras foram enviadas para sequenciamento.

3.6.8.4 RFLP

Apoés a PCR convencional, as amostras positivas de pele e de cultura para
os alvos ITS1 e hsp70 foram submetidas a técnica de RFLP. Para esta técnica, em
um novo tubo de 0,5mL, 10uL dos produtos da PCR juntamente com 1L da enzima
Haelll, 0.15 pyL de BSA, 1.5uL de tampdo e 2.35uL agua, sdo mantidos a
temperatura de 37°C durante 2 horas. Apdés este periodo de incubacdo, os
resultados foram observados em gel de agarose a 2%. Os perfis de restricdo obtidos
pela digestdo da enzima foram comparados com o padrdo obtido pela digestdo do
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produto de PCR-RFLP de cepas referéncias de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75),
L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147), Leptomonas collosoma (COLPROTO073),
Crithidia fasciculata (COLPROT 048), Herpetomonas samuelpessoai (COLPROT
067) e Endotrypanum monterogei (COLPROT 151) e Blechomonas ayalai.

3.6.8.5 Sequenciamento e andlise filogenética

As analises de sequenciamento foram realizadas na Plataforma de
Sequenciamento do Instituto René Rachou, FIOCRUZ Minas. Para o envio, 0s
produtos de PCR foram purificados com o QIAquick PCR Purification Kit - QIAGen®,

de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

Apoés a obtencdo dos resultados do sequenciamento, as sequéncias obtidas
foram analisadas quanto a qualidade, através dos eletroferogramas, e os contigs
foram formados com o auxilio do software MEGA X. Posteriormente, as sequéncias
foram submetidas a procura de homologia com as sequéncias depositadas em
bancos de dados, utilizando o software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Ap6s a andlise de identidade, a classificagdo das
sequéncias foi feita de acordo com o grau de similaridade com os dados ja

depositados no Genbank.



49

4 Resultados

4.1 Estudo 1
4.1.1 Sorologia

Foi realizado o teste sorologico DPP (Bio-Manguinhos®-Fiocruz/MS, Brasil)
em 627 caes pertencentes as 17 residéncias participantes do estudo, as quais
possuem elevado numero de animais (Figura 1) e estdo localizadas em areas

endémicas para LVC.

Figura 1 - Ambiente das residéncias incluidas no estudo: elevado nimero de cées.

Dos 627 animais testados no DPP (Bio-Manguinhos®-Fiocruz/MS, Brasil),
52.8% (331/627) foram negativos; 13.6% (85/627) foram positivos no DPP, mas
foram negativos ELISA (IDEXX® Laboratories Inc. Westbrook, Maine, USA) nao



50

confirmando a soropositividade e 33.6% (211/627) foram positivos no DPP e no
ELISA (IDEXX® Laboratories Inc. Westbrook, Maine, USA), confirmando a
soropositividade nos caes das 17 casas participantes (Tabela 2).

Os resultados das sorologias pertencentes a mesma cidade foram somados
para melhor comparacdo dos dados e foi observado que n&do houve diferenca
estatistica entre o numero de animais soro reagentes para LVC das 17 residéncias

nas nove cidades avaliadas (p>0.001).

Tabela 2 — Resultados dos testes sorologicos DPP e ELISA — os valores sdo a soma dos
resultados das casas participantes de cada cidade.

DPP e ELISA por Cidade e Residéncias

LOCAL DPP - DPP+ ELISA- DPP+ ELISA+
R1
56.8% (21) 16.2% (6) 27.0% (10)
(Belo Horizonte)
R2/R3/R4
48.0% (36) 18.7% (14) 33.3% (25)
(Contagem)
R5/R6
/ 50.0% (22)  25.0% (11) 25.0% (11)
(Divinopolis)
R7/R8/R9
50.0% (36) 20.8% (15) 29.2% (21)
(Esmeraldas)
R10/R11/R12
/R11/ 62.7% (47) 5.3% (4) 32.0% (24)
(Ibirité)
R13
59.3% (32) 1.9% (1) 38.9% (21)
(Igarapé)
R14/R15
. 45.6% (31) 13.2% (9) 41.2% (28)
(Ipatinga)
R16
50.5% (48) 11.6% (11) 37.9% (36)
(Ribeirdo das Neves)
R17

) 54.2% (58) 13.1% (14) 32.7% (35)
(Santa Luzia)

Total 52.8% (331) 13.6% (85) 33.6% (211)
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4.1.2 Biologia molecular — Leishmania spp.

Dos 211 cades soro reagentes no DPP e confiimados no ELISA, 118
apresentavam auséncia de sinais clinicos ou os apresentava de forma branda.
Assim, foram coletadas amostras destes animais para a realizagdo de exames
moleculares para confirmacdo da infeccdo. As positividades encontradas nas
amostras foram de 44.1% (52/118) para pele, 40.0% (46/116) para medula e 52.3%

(34/65) para linfonodo, sendo esta a amostra que apresentou maior positividade.

Ao comparar as amostras, encontrou-se que pele e linfonodo possuem uma
complementariedade de 31.3%, mostrando ser uma boa combinacdo para o
diagndstico da LVC, seguido pelas combinacgdes linfonodo e medula de 24.2% e pele
e medula de 16.8%.

Para confirmar as espécies de Leishmania presentes nas infeccées dos cées
sem sinais clinicos ou com sinais leves, realizou-se a PCR-RFLP. Dos caes
avaliados, 66.1% (78/118) foram positivos para L. infantum e 5.9% (7/118) foram
positivos para L. amazonensis (Figura 2) em amostras de pele, medula e linfonodo
(Tabela 3). E um cdo apresentou coinfeccdo para ambas as espécies de
Leishmania, sendo positivo na amostra de pele para L. infantum e na amostra de
linfonodo para L. amazonensis. Os caes positivos para L. amazonensis pertenciam a
guatro residéncias: R16 (Ribeirdo das Neves) com 3.3% (4/28), R9 (Esmeraldas)
com 1.6% (2/11), R10 (lbirité) com 0.8% (1/8) e R17 (Santa Luzia) com 0.8% (1/17),

onde foi detectado o cdo com coinfeccéo.
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Figura 2 - Gel de Agarose 2% para a o diagnéstico de Leishmania sp. em amostras de
medula canina. Para a PCR-RFLP foi utilizado o primer ITS1 e a enzaima Haelll. As
amostras 1-3 e 5-8 foram positivas para L. infantum. A amostra 4 foi positiva para
L. amazonensis. Controles: 9 — Leishmania infantum; 10 — L. amazonensis; 11 — L.
braziliensis; 12 — L. guyanensis.



Tabela 3 — PCR-RFLP utilizando o alvo ITS1 e a enzima Haelll.

Tecido/Espécie Resultado

Negativo (%) Positivo (%) Total
Pele/L. infantum 72 (61.0) 46 (39.0) 118
Medula/L. infantum 71 (61.2) 45 (38.9) 116
Linfonodo/L. infantum 32 (49.2) 33 (50.8) 65
Pele/L. amazonensis 112 (94.9) 6 (5.1) 118
Medula/L. amazonensis 115 (99.1) 1(0.9) 116
Linfonodo/L. amazonensis 64 (98.5) 1(1.5) 65

4.1.3 Avaliagdo clinica

Dos 211 cées soro reagentes no DPP e no ELISA, 118 foram selecionados
para uma inspecdo clinica mais criteriosa. As manifestacbes clinicas mais
observadas foram linfadenomegalia 81.4% (96/118), descamacao e hiperqueratose
71.2% (84/118) e onicogrifose 51.7% (61/118), os sinais clinicos encontrados nos

cdes estao descritos no Grafico 1.
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Sinais clinicos em c&es soro reagentes para leishmaniose visceral
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Grafico 1 — Frequéncia de sinais clinicos observados nos 118 cées soro reagentes para
Leishmaniose Visceral. Em “Outros” ha as manifestagbes com frequéncias abaixo de 10%,
sendo elas, seborreia, nddulo, Ulcera, claudicacdo, epistaxe, uveite, piodermite, atrofia
muscular, diarreia, artrite e hepatomegalia.

Ao avaliar o escore clinico entre o grupo dos cades negativos e o grupo dos
cées positivos na PCR, verificou-se que o grupo de animais positivos exibiu
manifestacdes clinicas mais intensas do que o grupo negativo (p<0001) (Gréfico 2),
embora ainda fossem sinais clinicos menos intensos com relacdo aos caes

confirmados positivos somente através da sorologia.
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Gréfico 2 — Céaes soro reagentes para LV divididos em dois grupos: 1 — negativos na PCR; 2
— positivos nha PCR. Os animais positivos para Leishmania apresentaram sinais clinicos mais
intensos em relagdo aos animais negativos (p<0.001).

Os sinais clinicos mais observados nos cées infectados por L. amazonensis
foram linfadenomegalia 85.7% (6/7); descamacdo e onicogrifose 71.4% (5/7);
hiperqueratose 57.1% (4/7); alopecia 42.9% (3/7); esplenomegalia 28.6% (2/7);
seborreia, claudicacdo, artrite, ceratite, nddulos e Ulceras foram encontrados em
14.3% (1/7) dos animais (Grafico 3).
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Sinais clinicos em cdes com Leishmania amazonensis
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Grafico 3 — Manifestacdes clinicas observadas em cées positivos na PCR-RFLP para
Leishmania amazonensis, utilizando o primer ITS1 e a enzima de restricado Haelll.

Os sinais clinicos observados no cao coinfectado com L. infantum e

L. amazonensis foram onicogrifose e linfadenomegalia.
4.1.4  Patologia clinica

Nos exames hematoldgicos e bioquimicos, foram encontradas alteracées que
normalmente sdo detectadas em infeccao por L. infantum como hiperproteinemia em
62.3% (38/61), reducédo na relacdo albumina/globulina em 52.5% (32/61), aumento
da enzima hepética alanina aminotransferase (ALT) em 19.7% (12/61), azotemia em
13.1% (8/61), anemia em 42.6% (26/61) e trombocitopenia em 36.1% (22/61) dos

caes.

Dos cédes diagnosticados com L. amazonensis, 14.3% (1/7) apresentaram
hiperproteinemia e reducdo na relacao albumina/globulina, 28.6% (2/7) aumento da

enzima hepatica alanina aminotransferase (ALT) e 42.9% (3/7) apresentaram
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trombocitose. O céo coinfectado com L. infantum e L. amazonensis apresentou

hiperproteinemia, trombocitopenia e reducédo da enzima ALT.
4.2Estudo 2

4.2.1 Biologia Molecular

Dos 159 animais soropositivos para LV submetidos a PCR para a
deteccdo de DNA de Leishmania spp. 92.5% (147/159) foram positivos. Destes 147
animais positivos para Leishmania spp., 44.2% (65/147) estavam coinfectados por

algum dos trés hemoparasitos investigados, Babesia spp., E. canis e/ou A. platys.

Ao avaliar a coinfeccdo entre Leishmania spp. e somente um hemoparasito
foram observados os seguintes resultados: Leishmania spp. e Babesia spp. 36.8%
(54/147), Leishmania spp. e A. platys 10.9% (16/147) e ndo foram detectados caes

coinfectados com Leishmania spp. e E. canis (Tabela 4).

Quando se avaliou a infecgcdo entre Leishmania spp. e mais de um
hemoparasito foram identificados 2.7% (4/147) infectados por Leishmania spp.,
Babesia spp. e E. canis, 2.0% (3/147) por Leishmania spp., Babesia spp. e A. platys
e 1.4% (2/147) infectados por Leishmania spp., E. canis e A. platys (Tabela 5).

Tabela 4 — Céaes coinfectados com um hemoparasito (Babesia spp., Ehrlichia canis ou
Anaplasma platys) e Leishmania spp.

Céaes coinfectados por Leishmania spp. e somente um hemoparasito

Babesia sp. Ehrlichia canis Anaplasma platys

Leishmania spp. 36.8% (54/147) 10.9% (16/147)

*** Nao foram diagnosticados cées coinfectados com Leishmania spp. e Ehrlichia canis.
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Tabela 5 — Caes coinfectados com dois hemoparasitos (Babesia spp., Ehrlichia canis ou
Anaplasma platys) e Leishmania spp.

Caes coinfectados por Leishmania spp. e mais de um hemoparasito

Babesia sp. e E. canis Babesia sp. e A. platys E. canis e A. platys

Leishmania spp. 2.7% (4/147) 2.0% (3/147) 1.4% (2/147)

4.3Estudo 3
4.3.1 Inspecdo clinica
4.3.1.1 Itabirito — Sinais clinicos

Na cidade de Itabirito foram coletadas amostras de onze cées. Os sinais
clinicos mais observados nos cées soro reagentes (Figura 3) da cidade de Itabirito
foram linfadenomegalia 90,9% (10/11), onicogrifose 81.8% (9/11), secrecéo ocular
72,7% (8/11) e alteracdo em ponta de orelha, descamacdo, mucosa palida e
alopecia, 63,6% (7/11). As demais alteragdes clinicas observadas estdo descritas na
tabela 6.

Figura 3 — Cao soro reagente para LV da cidade de Itabirito com sinais clinicos.
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Tabela 6 — Sinais clinicos observados em caes soro reagentes para LV em lItabirito, Minas
Gerais.

Sinais clinicos - Caes - Itabirito

Linfadenomegalia 91.0% (10/11)
Onicogrifose 81.8% (9/11)
Secregao ocular 72.7% (8/11)
Alteragdo em ponta de orelha 63.6% (7/11)
Descamacgao 63.6% (7/11)
Mucosa palida 63.6% (7/11)
Alopecia 63.6% (7/11)
Hiperqueratose 54.5% (6/11)
Feridas 27.3% (3M11)
Conjuntivite 27.3% (3M11)
Opacidade cornea 9.1% (1/11)

Paresia de posterior 0

Sem sinais clinicos 0

4.3.1.2 Itabirito — Infestacéo de pulgas

Foram coletadas 74 pulgas e a porcentagem de cées infestados foi de 81.9%
(9/11). As taxas de infestacdes nestes animais foram de 22.2% (2/9) com infestacéo
leve (1 a 3 pulgas), 22.2% (2/9) com infestacdo moderada (4 a 10 pulgas) e 55.6%
(5/9) com infestacdo intensa (acima de 10 pulgas). Os outros dois caes né&o

apresentavam infestacéo por pulgas.

4.3.1.3 Sabara — Sinais clinicos

Na cidade de Sabard foram coletadas amostras de 126 cdes. Os sinais
clinicos mais observados nos cées soro reagentes (Figura 4) da cidade de Sabara
foram descamagédo 72.2% (91/126), feridas 71.4% (90/126), onicogrifose 69.0%
(87/126), linfadenomegalia 68.2% (86/126), alteracdo em ponta de orelha 67.5%
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(85/126) e hiperqueratose 59.5% (75/126). As demais alteragdes clinicas observadas

estao descritas na tabela 7.

Figura 4 — Cao soro reagente para LV da cidade de Sabara com sinais clinicos.



61

Tabela 7 — Sinais clinicos observados em cées soro reagentes para LV em Sabara, Minas
Gerais.

Sinais clinicos - Caes - Sabara

Descamagéao 72.2% (91/126)
Feridas 71.4% (90/126)
Onicogrifose 69.0% (87/126)
Linfadenomegalia 68.2% (86/126)
Alteragdo em ponta de orelha 67.5% (85/126)
Hiperqueratose 59.5% (75/126)
Mucosa palida 43.7% (55/126)
Alopecia 41.3% (52/126)
Secregdo ocular 40.5% (51/126)
Conjuntivite 39.7% (50/126)
Opacidade cérnea 34.9% (44/126)
Paresia de posterior 0.8% (1/126)
Sem sinais clinicos 0

4.3.1.4 Sabara — Infestacdo de pulgas

O total de pulgas coletadas foi de 872 e a porcentagem de céaes infestados foi
de 67.7% (85/126). As taxas de infestacdes nestes animais foram 11,76% (10/85)
com infestacao leve (1 a 3 pulgas), 28.24% (24/85) com infestacdo moderada (4 a 10
pulgas) e 60% (51/85) com infestacéo intensa (acima de 10 pulgas).

4.3.2 Andlises moleculares
4.3.2.1 PCR-RFLP Peles

Foram analisados os fragmentos de pele dos 11 cades de Itabirito e apds a
realizacdo da técnica de PCR-RFLP com o alvo hsp70, 72.7% (8/11) apresentaram
amplicon na PCR, confirmando a positividade para L. infantum na RFLP.
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Das 126 amostras de pele dos cdes de Sabara, 40.5% (51/126) foram
positivas para o alvo ITS1, destas, 39.7% (50/126) confirmaram a positividade para
L. infantum na RFLP. Para o alvo hsp70, 46.0% (58/126) foram positivas e, destas,
37.3% (47/126) confirmaram a positividade para L. infantum com a enzima Haelll na
RFLP (Figura 5).
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Figura 5 — Gel de Agarose a 2% - Amostras de cultura de pele de caes soro reagentes para
leishmaniose  visceral. PCR-RFLP: Alvo utilizado hsp70 e enzima Haelll.
Amostras: 1-7 — padrbes semelhantes ao padrdo de Leishmania infantum.
Controles: 8 — Leishmania infantum; 9 — Leishmania braziliensis; 10 — Leishmania
amazonensis; 11 — Leishmania guyanensis.
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4.3.2.2 PCR Pulgas

Das 39 pulgas de Itabirito analisadas para o alvo v7v8, nenhuma foi positiva
na PCR.

Das 872 pulgas coletadas em Sabara, 12.7% (111/872) foram positivas para o
alvo v7v8 (Figura 6). Destas amostras positivas, cinco foram enviadas para
sequenciamento e, apds as analises, as amostras apresentaram similaridade com
Blechomonas sp. (98.83% de identidade com amostras de sequéncia isolada de

Ctenocephalides canis da Republica Tcheca — KF054127).
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Figura 6 — Gel de agarose a 1% com amostras de pulgas retiradas de caes soro reagentes
para Leishmania infantum. PCR realizada com o alvo v7v8 - 1 a 26 amostras de pulgas; 27 a
29 controles positivos: L. infantum, L. braziliensis e Blechomonas ayalai, respectivamente;
30 — Controle Negativo. Amostras positivas: 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 16 e 18.
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4.3.2.3 Isolamento — Amostras de pele

Fragmento de pele dos 11 caes de Itabirito foram submetidos ao meio de
cultura NNN/LIT e em 81.8% (9/11) das amostras houve crescimento de
tripanossomatideos. Apds as analises moleculares utilizando os alvos ITS1 e hsp70
para a técnica de PCR-RFLP todas as amostras foram positivas para L. infantum.

Com relagéo aos fragmentos de pele dos cées de Sabara submetidos ao meio
de cultura, houve crescimento de tripanossomatideos em 27.0% (34/126). ApGs a
realizacdo da PCR-RFLP para os alvos ITS1 (Figura 7) e hsp70 (Figura 8), 94.1%
(32/34) das amostras foram positivas para L. infantum e 5.9% (2/34) apresentaram

amplicons com padrdes diferentes para L. infantum.
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Figura 7 — Gel de Agarose a 2% - Amostras de cultura de pele de caes soro reagentes para
leishmaniose visceral. PCR-RFLP: Alvo utilizado ITS1 e enzima Haelll. Amostras: 1-3, 5-8;
9-15 — padrbes semelhantes ao padrdo de Leishmania infantum. Amostras: 4 e 9 — padrbes
inespecificos.
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Figura 8 — Gel de Agarose a 2% - Amostras de cultura de pele de cées soro reagentes para
leishmaniose visceral. PCR-RFLP: Alvo utilizado hsp70 e enzima Haelll. Amostras: 1-3,5-8,
10 — padrdes semelhantes ao padréo de Leishmania infantum. Amostras 4 e 9 — padrbes
semelhantes ao padrédo de Leishmania guyanensis. Controles: 11 — Leishmania infantum; 12
— Leishmania braziliensis; 13 — Leishmania amazonensis; 14 — Leishmania guyanensis; 15 —
Controle negativo.

Apos as analises do sequenciamento do alvo hsp70 (Figura 9), as sequéncias
das amostras com padrdes diferentes de L. infantum mostraram similaridade de
identidade com sequéncias de L. guyanensis (98.57% de identidade com sequéncia
de amostra da cepa de L. guyanensis - MHOM/CR/2019/108-GML — ON075820).
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Figura 9 — Representacao de parte do eletroferograma da sequéncia da amostra de isolado
de tripanossomatideo de pele de cdo em meio de cultura NNN/LIT.
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4.3.2.4 Isolamento — Amostras de pulga

Em relacdo as 9 amostras de pools pulgas de Itabirito submetidas ao meio de
cultura NNN/LIT, néo foi isolado nenhum parasito e houve intensa contaminacéo das

amostras com bactérias e fungos.

Das 85 amostras de pools de pulgas de Sabara, foram isolados
tripanossomatideos de uma amostra (Figura 10). ApOGs a realizacdo da PCR
Convencional utilizando os alvos v7v8 (Figura 11) e da PCR-RFLP, utilizando os
alvos ITS1 e o hsp70 (Figura 12), e, apds sequenciamento e analises filogenéticas,
as amostras apresentaram similaridade com Blechomonas sp. (99.86% de
identidade com amostras de sequéncia isolada de C. felis felis da Republica Tcheca
— KF054133).
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Figura 10 — Tripanossomatideos isolados de pulgas coletadas de cées soro reagentes para
leishmaniose visceral.
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Figura 11 — Gel de agarose a 1%. Amostra de isolado de pulgas coletadas de cdes com
leishmaniose visceral. PCR convencional para o alvo v7v8. 1, 2 e 3 - amostras de isolado de
pulga; 4 — L. infantum; 5 — Blechomonas ayalai; 6 — Controle Negativo.
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Figura 12 — Gel de agarose a 2%. Amostra de isolado de pulgas coletadas de cdes com
leishmaniose visceral. PCR-RFLP: alvo hsp70 e enzima Haelll. 1 e 2- amostras de isolado
de pulga; 3 — L. infantum; 4 — L. braziliensis; 5 — L. amazonensis; 6 - L. guyanensis;
7 — Herpetomonas samuelpessoai 8 — Leptomonas collosoma; 9 — Crithidia fasciculata;
10 - Endotrypanum monterogei; CN — Controle Negativo.
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5 Discussao

5.1Estudo 1

A taxa de positividade encontrada nos cdes deste estudo de 33.6% para
leishmaniose visceral foi de até dez vezes maior do que ja foi descrito em trabalhos
anteriores envolvendo cées que vivem em domicilios (LOPES et al., 2017; ROCHA
et al., 2020). Embora os animais sejam de cidades diferentes, todas as localidades
se encontram em areas endémicas para LV. Os cdes vivem em ambientes com
elevado numero de animais, em que ha mais entrada do que saida de animais, pois
pertencem a responsaveis acumuladores, que recolhem cdes abandonados e

errantes constantemente.

Ainda que sejam animais que recebam cuidados e atencdo de seus
responsaveis, ndo sao realizadas medidas constantes de prevencédo e controle para
diversas doencas, dentre elas a LVC. Concomitante a isto, as residéncias,
geralmente, localizadas em &reas com bastante matéria organica, matas proximas,
arvores, terrenos baldios, facilitam a presenca do vetor flebotomineo. Além disso, os
animais ficam principalmente na area externa das residéncias, favorecendo um
maior contato com flebotomineos, apresentando duas vezes mais chances de
adquirirem a infeccdo (COURA-VITAL et al., 2011). Assim, as condicbes ambientais
e a abundancia de fonte alimentar s&o fatores determinantes para o crescimento
populacional do vetor, podendo tornar estes ambientes com elevado nimero de
animais focos de dispersdo dos parasitos para a vizinhanca, tanto para os céaes

quanto para os humanos.

Entre 2014-2018, foram diagnosticados 1018 casos de leishmaniose visceral
humana nas nove cidades estudadas (DataSUS). E sabe-se que os cédes sao os
principais reservatérios urbanos da L. infantum e que os casos humanos estdo
associados aos casos caninos (COURA-VITAL et al.,, 2011; NUNES et al., 2010).
Além disso, aqueles animais que apresentam sinais clinicos mais intensos,
principalmente na derme, tendem a possuir maior carga parasitaria na pele, sendo

uma significativa fonte de infeccéo para o flebotomineo (GIUNCHETTI, et al., 2006).
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Na LVC, os sinais clinicos podem variar bastante, desde animais com
auséncia de sinais clinicos até cdes muito debilitados, em estado critico.
Geralmente, as manifestacdes clinicas estdo associadas a resposta imune do
organismo de cada animal. Os cédes deste estudo, embora apresentassem sinais
clinicos, possuiam perfis de animais mais saudaveis, sem o acumulo de sinais
clinicos muito intensos em um Unico animal. As alteraces mais encontradas sdo
aguelas que muitas vezes ndo chamam tanto a atencdo do responsavel, como
linfadenomegalia, descamacao de pele e hiperqueratose, e estes sdo alguns dos
sinais clinicos descritos como os mais comumente encontrados em cdes com LV
(PALTRINIERI et al., 2010; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Neste trabalho, os cdes que apresentaram sinais clinicos mais intensos
pertenciam ao grupo de animais positivos na sorologia. Dentre o0s animais
analisados na PCR, o grupo de animais positivos também apresentavam mais sinais
clinicos quando comparados com o grupo de animais negativos nesta técnica. Na
literatura, sdo encontrados dois pontos de vista com relacdo a sinais clinicos e a
carga parasitaria na pele e em outros érgdos dos caes. Alguns estudos mostram que
ndo ha relacdo entre o escore clinico e a carga parasitaria nos tecidos, tanto o
animal com poucos sinais clinicos quanto aqueles com sinais clinicos mais
acentuados possuem o0 parasito na pele em quantidades suficientes para serem
detectados (BORJA et al.,, 2016; COSTA et al., 2008; GIUNCHETTI et al., 2008;
XAVIER et al.,, 2006), ou seja, ambos 0s animais possuem importancia na
epidemiologia da doenca. Por outro lado, alguns autores demonstram que animais
com sinais clinicos mais brandos possuem uma carga parasitaria na pele bem mais
baixa do que os animais com sinais clinicos intensos, tendo estes maior
responsabilidade na manutengao da LV (DA COSTA-VAL et al., 2007; GIUNCHETTI
et al., 2006; SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Dentre as amostras de tecidos coletadas, o linfonodo foi a que apresentou
maior positividade para L. infantum, seguido por amostras de pele e medula. Este
dado poderia ter sido ainda mais robusto, contudo, nem sempre € possivel coletar
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amostras deste tecido, principalmente, quando ndo estdo palpaveis. Os dados de
positividade do linfonodo corroboram com alguns autores (MAIA et al.,, 2009;
MARCELINO et al., 2020), que descreveram o linfonodo como uma boa amostra
para a deteccdo de DNA de L. infantum. Até mesmo em casos de tratamento dos
animais, o linfonodo e a pele podem continuar positivos, sendo tecidos importantes
para controlar a carga parasitaria do cao (MANNA et al., 2004). Além disso, ja foi
demonstrado que ndo ha diferenca na carga parasitaria entre caes com sinais
clinicos mais brandos e aqueles com sinais clinicos mais intensos (GIUNCHETTI et
al., 2008). Assim, deve-se ressaltar a importancia de se utilizar mais de uma amostra
para o diagnostico molecular de LVC na rotina clinica, e a combinacdo melhor

encontrada neste estudo foi pele e linfonodo.

Além de L. infantum, foi detectada a presenca de L. amazonensis em tecidos
de oito caes, e esta € a primeira descricdo desta espécie em amostras de pele
canina. Em outros relatos o tripanossomatideo foi detectado em medula e linfonodo.
Leishmania amazonensis ja foi descrita em amostras caninas em Minas Gerais -
estado no qual as cidades do estudo estdo localizadas - (ALVES SOUZA et al.,
2019; DIAS et al., 2011; PAZ et al., 2018; VALDIVIA et al., 2017), contudo, nunca
apresentando uma prevaléncia tdo elevada como a encontrada neste trabalho, 6.6%
(8/122). Esta coinfeccéo de L. amazonensis e L. infantum em caes corrobora com o
encontrado por Alves-Souza et al. (2019). Estes resultados mostram o quanto sao
necessarias mais pesquisas sobre o verdadeiro papel do cdo na epidemiologia das
leishmanioses tegumentares, pois 0s cdes podem estar atuando na manutencao
destas enfermidades em locais nos quais ha casos de LT humana, podendo levar a
um aumento nos numeros de casos desta doenca que é debilitante, leva a
deformidades na pele e mucosa e que reflete tanto no campo social quanto
econémico (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Além disso, uma investigacdo acerca do vetor que esta participando da
transmissao deste parasito na area onde ha os cées infectados deve ser realizada.

Compreendendo que o principal vetor da L. amazonensis é Lutzomyia (Nyssomyia)



71

flaviscutellata (ARIAS et al., 1987; WARD et al., 1973) e que esta espécie de
flebotomineo € encontrada principalmente na floresta Amazbnica e que nao é
antropofilica, sugere-se que investigacdes sobre qual € o vetor da L. amazonensis
em cidades da regido sudeste do Brasil sejam realizadas. Estes resultados mostram
uma possivel urbanizacdo no ciclo da L. amazonensis, assim, gestores de saude
gue atuam nas regides deste estudo devem atentar-se a estes dados para investigar
possiveis casos de LT humana na regido, como também devem considerar 0s

elevados nimeros de cdes com LV.

Outro aspecto importante sdo os sinais clinicos apresentados pelos oito caes
positivos para L. amazonensis. Apesar de ter sido observado alguns sinais clinicos
gue séo encontrados na LVC em alguns animais com L. amazonensis, estes eram
bem mais brandos quando presentes, ou estavam ausentes, discordando de
Tolezano et al. (2007). Esses dados sdo extremamente relevantes sugerindo que
caes infectados com L. amazonensis podem soroconverter e apresentar reagao
cruzada nos testes sorolégicos utilizados para o diagnostico da LVC, mesmo com
auséncia de sinais clinicos ou apresentando sinais clinicos brandos. Os achados
deste trabalho mostram a necessidade de investigar nos caes a presenca de outras
espécies, uma vez que alguns testes soroldgicos apresentam reacao cruzada entre
as espécies de Leishmania, as quais podem apresentar entre 69% a 90% de
homologia genética (VALE et al.,, 2009). Ademais, L. amazonensis parece ser
menos virulenta do que L. infantum para os cées, contudo, mais estudos sao

necessarios para avaliar a viruléncia de cepas de L. amazonensis em caes do Brasil.

Além dos sinais clinicos, ha os exames hematologicos que, juntamente com a
inspecao clinica, norteiam o médico veterinario para definir o estadiamento clinico, o
prognostico e a evolucdo da doenca no cdo. Os cdes deste estudo possuem um
perfil mais saudavel, pois embora ndo haja uma prevencdo e controle efetivos da
LVC pelos responsaveis, aqueles sinais clinicos mais aparentes geralmente sao
tratados e controlados. A maioria dos animais apresentou exames bioquimicos e

hemograma dentro dos intervalos de referéncia, ou seja, sem alteracbes



72

significativas para a LVC, mas aquelas variagdes mais detectadas como,
hiperproteinemia, queda na relacdo albumina/globulina, alteracbes em enzimas
hepaticas, anemia e azotemia renal sdo comumente encontradas em animais
infectados por L. infantum (SOLANO-GALLEGO et al., 2011).

Os exames bioquimicos e hemogramas dos caes infectados com
L. amazonensis demonstraram  hiperproteinemia, queda na relacao
albumina/globulina e trombocitose, assim como o0 cao coinfectado apresentou
hiperproteinemia, trombocitopenia e alteracdo de enzima hepatica. Mas, apesar
dessas variagdes, 0s animais com L. amazonensis apresentavam menos alteracoes
nos exames hematoldgicos e bioquimicos do que os cdes com L. infantum. Apesar
desses resultados, foram poucas as amostras de animais infectados com esta
espécie de protozoario e na literatura ndo ha informacdes sobre a patologia clinica
em cdaes infectados com L. amazonensis, assim, mais investigacdes sao necessarias
para conhecer as reais alteracfes hematologicas causadas por este parasito em
cées. Além disso, é importante salientar que os animais deste estudo sdo de abrigos
com diferencas nas formas de manejo entre eles, sendo assim, fatores como
nutricdo, coinfeccdo com outros patdgenos e estresse também podem interferir

nestes resultados.

5.2Estudo 2

Os hemoparasitos transmitidos por vetores possuem ampla distribuicdo
geogréfica na América Latina (MAGGI; KRAMER, 2019). No Brasil, podem ser
encontrados em todas as regides por diversos fatores, como, o clima tropical, que
favorece a presenca dos vetores; o desmatamento ilegal, que leva ao desequilibrio
do ecossistema e a perda da biodiversidade (RANDOLPH, 2009; ROGERS;
RANDOLPH, 2006); as dificuldades econdmicas que grande parte da populacdo
enfrenta, o que dificulta a aquisicdo e a utilizacdo de medidas de controle e
prevencdo de ectoparasitos e, consequentemente, dos hemoparasitos transmitidos
por esses vetores. Além desses fatos, torna-se ainda mais dificil o controle de

ectoparasitos, transmissores de patdégenos e de endoparasitos levando em
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consideragdo 0s ambientes de abrigos de animais com superlotacdo e cujos

responsaveis nao possuem condic¢des financeiras para manté-los.

A prevaléncia das hemoparasitoses causadas pela Babesia spp., E. canis e
A. platys € bem variavel no territério brasileiro, estando muito associado a presenca
do carrapato vetor, das caracteristicas do ambiente onde os animais estao inseridos
e as caracteristicas da populacdo dos animais (DANTAS-TORRES et al., 2021).
Neste trabalho, a taxa de positividade de Babesia spp. foi de 36.8%, um valor
elevado quando comparado com resultados de um trabalho realizado em duas areas
endémicas para o hemoparasito, onde a prevaléncia foi de 14.0% (DANTAS-
TORRES et al.,, 2021). Geralmente as altas prevaléncias s&o observadas em
estudos que buscam a exposicado ao parasito através de sorologias, neste trabalho
buscou-se a infeccdo a partir da deteccdo de DNA do parasito, o que torna ainda
mais importante essa elevada prevaléncia de cdes com Babesia spp. coinfectados
por L. infantum. Em um trabalho realizado por De Sousa et al. (2013), ao investigar
a presenca de anticorpos do tipo IgG para Babesia spp. em caes soropositivos para
L. infantum, foi encontrada uma taxa de positividade de 81.6%, enquanto ao realizar
a PCR em amostras desses mesmos animais, apenas 3.3% foram positivos para
Babesia spp.. Esta elevada taxa de positividade detectada neste trabalho pode estar
associada aos aspectos relacionados aos ambientes nos quais 0s animais estao
inseridos, como, elevado numero de cédes, auséncia de controle adequado de

ectoparasitos e entrada constante de novos animais sem cuidados prévios.

A coinfeccado entre L. infantum e Babesia spp. pode ser um desafio no momento
de instituir os tratamentos. Por exemplo, em ambas as infec¢cdes pode-se observar a
presenca de anemia, contudo, sdo anemias induzidas de formas diferentes,
enquanto na infeccdo por L. infantum ha uma anemia néo regenerativa, na infeccéo
por Babesia spp. ha uma anemia hemolitica. Porém, durante uma coinfeccéo entre
ambos 0s agentes ndo tem sido encontrado um sinergismo entre os dois tipos de
anemia em animais adultos, apenas em caes jovens ou em infeccbes agudas

(BEASLEY et al., 2021). Além disso, a infeccao por Babesia spp. leva a alguns sinais
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clinicos semelhantes aos descritos em infec¢do por L. infantum como apatia, febre,
perda de peso, palidez de mucosa (DANTAS-TORRES, 2008a). Talvez, na rotina
clinica, o ideal seja que os médicos veterinarios solicitem para ambos os patdgenos
o diagndstico molecular, para identificar a real presenca de ambos os agentes
circulantes no paciente e ndo apenas a exposi¢éo, o que pode facilitar nas tomadas
de decisado para a introducéo dos tratamentos e para a determinacao de prognostico

do paciente.

Em relacdo a E. canis, ndo foi encontrada coinfeccdo apenas por Leishmania
spp. e E. canis, em todas as coinfeccfes, E. canis estava junto ou com Babesia spp.
ou com A. platys. A taxa de positividade foi baixa quando comparada com outros
trabalhos descritos na literatura, nos quais sado descritas prevaléncias de 20.9%,
44.7%, 16.0% e 5.7% no Brasil (BORIN; CRIVELENTI; FERREIRA, 2009; COSTA-
JR et al., 2007; SOARES et al., 2006; LABARTHE et al., 2003). Apesar de serem
populacdes de animais diferentes da deste estudo, como, animais de é&rea rural,
animais de area urbana (residéncias) e animais atendidos em hospitais veterinarios,
esperava-se uma positividade mais alta nos animais pesquisados, pelo fato de
estarem em ambientes mais permissivos para a presenca do vetor. Contudo, os
testes de diagnésticos utilizados também foram diferentes deste trabalho, como o
ELISA, a RIFI e o esfregaco sanguineo, o0 que altera as taxas de positividades, uma
vez que os testes possuem diferentes valores de sensibilidade e de especificidade.
Além disso, como neste trabalho foi utilizada técnica de biologia molecular, durante a
fase crbnica da infeccdo pode ser mais dificil detectar o parasito, pois estes tendem
a estar em macréfagos no baco e ndo na circulagdo sanguinea (HARRUS et al.,
1998; HARRUS et al., 2004). Na biologia molecular o resultado positivo confirma,
mas o resultado negativo ndo exclui a infeccao (BAXARIAS et al., 2018). Como
durante as fases crénicas das hemoparasitoses torna-se mais dificil a deteccéo dos
agentes no sangue periférico, uma avaliagdo em série utilizando a técnica de PCR
com amostras de sangue sdo recomendadas para aumentar a probabilidade de
deteccéo dos parasitos (KIDD et al., 2017), neste trabalho foi realizada apenas uma

avaliacao por animal.
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Além disso, outro aspecto que merece discussao e que necessita de estudos
para sua confirmacdo é que E. canis € um hemoparasito de células do sistema
imune como macréfagos e mondcitos, assim como L. infantum. Um questionamento
sobre este fato é: sera que quando estas células estdo parasitadas com L. infantum,
elas deixam de fagocitar E. canis? O que poderia justificar o fato da taxa de
positividade para E. canis ter sido baixa nesses animais. Apesar disso, Attipa et al.
(2018) encontraram que cées infectados com E. canis possuem 12.4 vezes mais
chance de ter LVC clinica quando comparados com cées sem infec¢do por E. canis.
Ademais, de acordo com Beasley et al. (2021), a internalizagdo nos macréfagos pela
Ehrlichia spp. pode inibir fortemente a resposta imune inata (Thl), favorecendo a
sobrevivéncia de L. infantum dentro de células hospedeiras coinfectadas. Sendo
assim, mais estudos sdo necessarios para avaliar e conhecer mais sobre essas

interacoes.

A prevaléncia de cédes positivos para A. platys foi de 10.9%, um valor ndo muito
distante de alguns trabalhos descritos na literatura que também utilizaram da técnica
de PCR, nos quais as taxas encontradas foram de 15.46% no Mato Grosso do Sul
(SOARES et al., 2017), de 14.07% em Porto Alegre (LASTA et al., 2013), e, em
Minas Gerais, 22.8% em cées da cidade de Nanuque e de 18.5% em cdaes de Belo
Horizonte (COSTA-JR et al., 2013). Anaplasma platys e E. canis sao dois
hemoparasitos que geralmente sdo encontrados nas mesmas areas € 0S mesmos
cades costumam ter evidéncias de exposi¢cdo ou de infeccdo (AKTAS et al., 2015;
CARDOSO et al.,, 2010; DINIZ et al., 2010). A infeccdo por este parasito tem
mostrado reduzir as fun¢ces dos neutrdéfilos que estdo associadas com a eliminagéo
de patogenos intracelulares (BEASLEY et al., 2021), o que sugere que a infeccdo

por A. platys possa facilitar a manutencao da infec¢ao por L. infantum.

Ja é sabido que E. canis é transmitida pelo carrapato R. sanguineus, enquanto
h& fortes indicios de que A. platys também seja transmitida pelo mesmo vetor. A
distribuicdo desse patdgeno em cades sobrepde com a distribuicdo do carrapato e a
presenca de DNA de A. platys em ninfas e adultos de R. sanguineus reforcam a
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hip6tese de que esse grupo de artrépode possa atuar como vetor (DANTAS-
TORRES, 2008; RAMOS et al., 2014).

Medidas de controle e prevencdo desses agentes patogénicos em animais sao
muito relevantes, ainda mais quando se trata de animais como os deste trabalho,
uma vez que sao caes que fazem parte de abrigos onde existe um grande numero
de animais, o que pode contribuir para a presenca e manutencdo de agentes
patogénicos circulantes (LIMA et al.,, 2012; SOCCOL et al., 2017). Além disso,
muitas vezes 0s responsaveis pelos abrigos sdo pessoas com baixas condi¢cdes
financeiras, sendo incapazes de manter medidas preventivas individuais em seus
animais, tanto para os endoparasitos quanto para os ectoparasitos (DA CUNHA et
al., 2017; PATRONEK, 1999). Situacéo essa de extrema importancia, uma vez que
E. canis e A. platys sdo agentes que ja foram detectados em humanos (ARRAGA-
ALVARADO et al.,, 2014; MAGGI et al, 2013; PEREZ et al., 2006; PEREZ;
RIKIHISA; WEN, 1996). Esta proximidade que h& entre humanos e cades e a
possibilidade de infestagcdo por R. sanguineus em ambos, como ja registrado no
Brasil (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006; LOULY et al., 2006), constitui uma
possibilidade de fator de risco para a infeccdo humana por E. canis e por A. platys.
Assim, esses ambientes com elevado nimero de animais, onde a possibilidade de
presenca de patdgenos e de suas transmiss@es sao grandes, podem servir de foco

para a manutencao e a distribuicdo desses agentes.

No Brasil, o carrapato que mais esta envolvido na transmissdo de hemoparasitos
para 0s caes pertencem a espécie Rhipicephalus sanguineus, contudo, neste
trabalho ndo foi avaliada a presenca de infestacdo por ectoparasitos nos animais.
Sabe-se que nos carrapatos R. sanguineus infectados com Babesia spp. pode
ocorrer tanto a transmissao transestadial quanto a transmissao transovariana, o que
facilita a disseminagdo deste protozoario das fémeas ingurgitadas para a sua prole,
gerando um numero grande de carrapatos infectados no ambiente (O’'DWYER,
MASSARD, 2002; TRAPP et al., 2006). Essa transmisséao ainda nao foi confirmada

em E. canis e A. platys. Este dado pode também pode justificar o fato de neste
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trabalho ter havido um maior nimero de caes positivos para Babesia spp. do que

para E. canis e A. platys.

Apesar de nédo ter sido um dos objetivos deste trabalho avaliar os sinais clinicos
dos animais participantes, durante as coletas das amostras foi possivel observar
algumas alterac6es clinicas que costumam ser descritas em infec¢cdes por
Leishmania spp., como, perda de peso, apatia e onicogrifose (BAXARIAS et al.,
2018). Essas multiplas infeccbes com dois ou mais parasitos podem dificultar o
diagnéstico final, podem gerar quadros mais graves e podem dificultar uma resposta
favoravel a um possivel tratamento nos individuos infectados (ALLISON; LITTLE,
2013; DE TOMMASI et al., 2013; ROJAS et al., 2014). Em um trabalho realizado por
MEKUZAS et al. (2009), caes coinfectados por E. canis e L. infantum apresentaram
um aumento dos sinais clinicos, sugerindo que a coinfeccdo esta associada com
uma patogenia sinérgica entre ambos o0s patdégenos avaliados. Este dado levanta
outra hipétese com relacdo a possibilidade de esses animais coinfectados
apresentarem maior potencial de atuagdo como reservatorios, por possuirem esse
sinergismo das infec¢cdes e, consequentemente, poderem apresentar mais sinais
clinicos. Pois ja é sabido que animais que geralmente apresentam mais sinais
clinicos na infeccao por L. infantum, tendem a ter maior carga parasitaria na pele e
atuarem melhor como reservatorios do parasito (GIUNCHETTI et al., 2008). Mais
estudos de coinfec¢des entre L. infantum e os hemoparasitos mais comumente
encontrados em cdes sdo necessarios para que se conheg¢a mais sobre a historia
natural dessas coinfec¢cdes nesses animais. Para isso, o ideal é que seja feito um
desenho experimental adequado e um estudo mais controlado, com grupos
homogéneos para cada tipo de coinfec¢do. Neste estudo isto foi um fator limitante,
tendo em vista que os animais sdo manejados de maneiras muito heterogéneas,
alimentacdo, numero de animais por abrigo, situacdes diferentes de estresse, entre

outras.

Os cées sao considerados como eximios sentinelas para a deteccdo e para a

caracterizacdo de diferentes doencas zoondéticas, e a identificacdo correta desses
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agentes nesses animais pode ajudar os caes afetados com a infeccdo, para que
sejam introduzidas medidas de prevencdao, controle e tratamentos adequados. Além
disso, também pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle e
prevencdo caso aconteca o0 aparecimento dessas doencas em humanos
(AMUSATEGUI et al.,, 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2006). Por isso a
importancia de sempre atentar-se para que o0S animais de companhia,
principalmente os cdes que possuem uma proximidade tdo grande com o ser
humano, sejam sempre acompanhados por médicos veterinarios, realizando exames

de rotina, exames fisicos, hemogramas e bioquimicos.

A taxa de positividade para Babesia spp. e para Leishmania infantum foi elevada,
mostrando que esses ambientes com grande namero de animais, principalmente de
responsaveis que recolhem muitos animais e tém dificuldade em doa-los, sao
relevantes para a manutencdo e dispersdo desses patdégenos. Inclusive,
considerando que s&do agentes transmitidos por vetores, facilita ainda mais a
contaminagao tanto de animais que convivem no mesmo ambiente quanto de

animais de areas vizinhas.

Tem-se visto um aumento no numero de patégenos circulantes em animais e em
humanos com o passar dos anos. Com a proximidade dos cdes com o homem deve-
se manter a atencdo aos sinais da possivel presenca desses parasitos nos animais e
a presenca de vetores, como 0s carrapatos e as pulgas. Além disso, uma vez que
patégenos emergentes podem, eventualmente, ser identificados causando infeccéo
em hospedeiros vertebrados, é importante que haja uma vigilancia com relacdo a

circulacao desses agentes.

5.3Estudo 3

A leishmaniose visceral continua sendo uma doenca de grande importancia,
no Brasil, pelo fato de ainda haver elevados numeros de casos caninos e
humanos. Estar atento a epidemiologia da doenca em &areas endémicas e a

relacdo parasito-hospedeiro é extremamente relevante para que medidas mais
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efetivas de prevencao e controle sejam realizadas em todo o ciclo epidemioldgico
da doenca, ambiente, hospedeiro e vetor.

O principal vetor da Leishmania infantum no Brasil € o flebotomineo da
espécie Lutzomyia longipalpis. O flebotomineo da espécie Lutzomyia cruzi
também é um vetor descrito, mas ndo apresenta distribuicdo em todo o territério
nacional. Além dessas duas espécies, outras vém sendo incriminadas como
permissivas para a infeccdo por L. infantum, como, por exemplo, Lutzomyia
migonei e Pintomyia fischeri (GALVIS-OVALLOS et al., 2021; GUIMARAES et al.,
2016; REGO et al., 2020). Contudo, no ambiente, apenas 0.5% dos
flebotomineos apresentam infec¢do por L. infantum, mostrando uma baixa taxa
de positividade em areas endémicas para a doenca (MONTOYA-LERMA et al.,
2003). Alem disso, uma relacdo positiva tem sido observada com relacdo a caes
soropositivos para LV e infestagdes por pulgas (PAZ et al., 2010a), o que foi
também observado neste trabalho, no qual todos os cédes eram soropositivos
para LV e mais da metade apresentava infestacao por pulgas.

Na tentativa de entender se a pulga faz parte, de alguma forma, do ciclo da
doenca, foi utilizado o alvo v7v8 recomendado para identificar parasitos da
familia Trypanosomatidae (VOTYPKA et al., 2013) e foi constatado que 12.7%
das pulgas foram positivas nos testes, uma taxa de positividade para
tripanossomatideos maior do que a observada em flebotomineos com
L. infantum. Entretanto, ao serem analisadas através da técnica de
sequenciamento, foi detectada a presenca do género de tripanossomatideo
monoxénico Blechomonas e ndo Leishmania. Este resultado sugere que,
provavelmente, as pulgas ndo tenham participacdo no ciclo da leishmaniose
visceral canina. Enfatiza-se aqui que, embora nao tenha sido detectado DNA de
Leishmania nas pulgas analisadas, esta é a primeira descricdo de
tripanossomatideos do género Blechomonas em pulgas no Brasil.

A partir do momento em que foi observada a presenca de tripanossomatideos
nas pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis - espécie mais encontrada

parasitando cades no Brasil - abriu-se um leque de questionamentos que ainda
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precisam de mais investigagdes para serem respondidos. As pulgas C. felis felis
e 0s cdes apresentam uma relacdo parasito-hospedeiro muito bem estabelecida,
0 que pode levar a uma relacdo mais proxima dos caes com o tripanossomatideo
encontrado nesse ectoparasito.

Na literatura, ha relato sobre a producdo de resposta imune-humoral em
primatas ndo-humanos infectados com uma espécie de tripanossomatideo
monoxénico (DARIO et al., 2021), sendo assim, ao ingerir as pulgas e ter contato
com esses parasitos, pode ser que haja a producdo de uma resposta imune que
pode estar reagindo aos testes sorolégicos preconizados para o diagnéstico de
LVC. Além disso, os cdes com LV podem se tornar mais debilitados e mais
susceptiveis a infec¢des oportunistas, o que pode facilitar a coinfeccdo por esses
tripanossomatideos. Mas este assunto € algo que ainda precisa de maiores
investigacdes para melhor entendimento. Na literatura sdo descritos casos de
infeccbes em humanos por tripanossomatideos monoxénicos em infecgcdes
oportunistas - pacientes infectados por Leishmania donovani e o
tripanossomatideo monoxénico Leptomonas seymouri, na india (THAKUR et al.,
2020); pacientes imunossuprimidos com HIV e infectados com o parasito
monoxénico Leptomonas pulexsimulantis, no Brasil (PACHECO et al., 1998) e
paciente com infeccdo grave e fatal e sinais clinicos compativeis com
leishmaniose visceral mas foi detectado apenas o tripanossomatideo monoxénico
do género Crithidia (MARUYAMA et al., 2019).

Com o intuito de detectar uma possivel infeccdo por esses
tripanossomatideos nos caes deste estudo e também de confirmar a espécie de
Leishmania que estava infectando esses animais, foi utilizada a técnica de
biologia molecular PCR-RFLP em amostras de fragmento de pele, e os alvos
selecionados foram o hsp70 e o ITS1, indicados para o diagndstico de infeccdo
por Leishmania spp.. A infeccdo por L. infantum foi confirmada em todos os cées
positivos ha PCR-RFLP, diferente do que foi encontrado no capitulo 1 deste
trabalho, no qual alguns caes soropositivos nos testes DPP e ELISA confirmaram

infeccdo por outras espécies de Leishmania. Este resultado nos mostra que
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embora possam ocorrer reagdes cruzadas com outras espécies de Leishmania,
ainda assim, os testes sorolégicos preconizados pelo MS séo bons testes para o
diagnéstico de LVC.

Além da deteccdo desses parasitos através das técnicas de biologia
molecular diretamente das amostras coletadas, tanto amostras de pulgas quanto
amostras de pele também foram submetidas ao meio de cultura NNN/LIT com o
intuito de isolar Leishmania spp.. Conforme esperado, dos tripanossomatideos
isolados de pele de caes de Itabirito e Sabara, 95.3% (41/43) eram L. infantum,
contudo, em duas amostras os tripanossomatideos isolados foram da espécie
Leishmania guyanensis. Esta espécie ja foi detectada em amostras de sangue de
caes do estado do Para, regido Norte do pais (SANTOS et al., 2020). Na regiao
Sudeste, no estado de Minas Gerais, onde este estudo foi feito, € a primeira
descricédo de L. guyanensis isolada de pele de céaes, mostrando a importancia de
maiores investigacdes acerca das espécies de Leishmania que estdo em
circulacao nas regides do pais. Com as alteracbes em nosso ecossistema, 0s
desequilibrios em nossa biodiversidade tém gerado alteracdes na epidemiologia
de diferentes doencas.

Os dois caes estavam coinfectados com L. infantum e L. guyanensis,
L. infantum foi detectada na PCR-RFLP realizada diretamente da pele e a
L. guyanensis foi detectada a partir do isolamento de fragmento de pele.
Coinfeccbes entre diferentes espécies de Leishmania em cdes ja vém sendo
descritas ao longo dos anos (ALVES SOUZA et al., 2019; MADEIRA et al., 2006).
Os dois cédes coinfectados apresentavam sinais clinicos como secrecao ocular,
alopecia, descamacao, hiperceratose, lesdes em ponta de orelha, onicogrifose e
linfadenomegalia.

Em relacdo as pulgas que foram submetidas ao isolamento no meio de cultura
NNN/LIT, de todas as 94 amostras submetidas, houve crescimento em apenas
uma, mostrando que isolar parasitos de ectoparasitos em meio de cultura ainda é
um processo dificil de ser realizado, uma vez que ha muita contaminacéo por

bactérias e fungos, mesmo tomando os cuidados necessarios e utilizando
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antibioticos e antifingicos. Na amostra em que foi obtido um resultado positivo de
isolamento, foram observados ao microscopio grumos de tripanossomatideos,
formando rosetas. Eram parasitos com menor motilidade quando comparados
com amostras de isolados de Leishmania spp., além disso, a quantidade de
parasitos também era menor por campo observado. Talvez utilizando o meio de
cultura Schneider, como é descrito em trabalhos com tripanossomatideos
monoxénicos (LUKES; VOTYPKA, 2020) possa facilitar o desenvolvimento do
tripanossomatideos isolados.

Para essa amostra de isolado foi realizada a extragdo de DNA da massa de
cultura para a identificacao do parasito utilizando a técnica de sequenciamento e,
apos as andlises, chegou-se ao género Blechomonas, assim como 0 género
encontrado nas pulgas que foram submetidas diretamente as técnicas
moleculares. Este género de tripanossomatideo foi isolado também de pulgas na
Republica Tcheca, sendo esta a primeira descricdo de isolamento deste género
aqui no Brasil. Este isolado descrito na literatura foi realizado em diversas
espécies de pulgas, sendo que a espécie encontrada nas pulgas da espécie C.
felis foi Blechomonas campbelli e Blechomonas lauriereadi e essas pulgas foram
retiradas de raposas (Vulpes vulpes) e gatos selvagens (Felis silvestris)
(VOTYPKA et al., 2013). O resultado obtido neste trabalho chama ainda mais a
atencdo pelo fato de serem pulgas que parasitam animais domesticos,
principalmente, caes, que sao animais que possuem um contato extremamente
proximo com os humanos. Desta forma, é importante atentar-se para possiveis
infecgbes tanto em cdes quanto em humanos com esses tripanossomatideos,
uma vez que ja é sabido da possibilidade de infeccdo de hospedeiros
vertebrados por esses parasitos. Com relacdo ao cdo como um possivel
hospedeiro deste parasito, mesmo que uma parasitose sem patogenia, uma
hipétese € de que possa haver a geracdo de respostas imunes e, como
consequéncia, diagnosticos falsos positivos para a LVC. Outra hipétese é a

possivel interferéncia desses parasitos no curso da LV no cdo e também no
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tratamento ndo responsivo. Assim, mais investigacées sdo necessérias para que

esses questionamentos possam ser respondidos.
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6 Conclusdes

Foi encontrada alta taxa de positividade nos testes DPP e ELISA (33.6%) para
leishmaniose visceral canina (LVC) em cées de abrigos com elevado numero de

animais em areas endémicas para a doenca.

Sugere-se que abrigos com elevado numero de animais possa favorecer a presenca

de agentes infecciosos, transformando em potenciais focos de doencgas zoonoticas.

Sete cées positivos nos testes DPP e ELISA para LVC foram positivos para
Leishmania amazonensis na PCR-RFLP, mostrando que o ideal é que sejam
utilizadas técnicas de biologia molecular para identificar as espécies envolvidas nas

infeccdes.

Esta é a primeira descricdo de deteccdo de L. amazonensis em pele de cao, este
resultado sugere que caes possam atuar também como reservatorios dessa espécie,

contudo, mais investigacdes sdo necessarias para esta afirmacéo.

Nos cées positivos para L. amazonensis nao foram observadas alteracoes
expressivas nos sinais clinicos, nos exames hematologicos e nos exames
bioguimicos, sugerindo que a infeccdo por esta espécie parece ser menos
patogénica do por Leishmania infantum. Porém, como o nimero de animais foi

pequeno, estudos com um maior nimero de caes devem ser feitos.

O céo que estava coinfectado com L. infantum e L. amazonensis ndo apresentou
sinais clinicos mais intensos e nem alteracdes severas nos exames hematoldgico e
bioguimicos, porém, mais estudos sdo necessarios para avaliar a patogenicidade

desta coinfeccgéo.

Abrigos de animais necessitam de maior atencédo por parte de agentes publicos da
area de saude publica, pois sdo ambientes que albergam elevados numeros de
animais e por nao haver uma fiscalizacdo adequada podem tornar focos de doencas

infecciosas para os animais e para 0os humanos.
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Os cées dos abrigos apresentaram elevada taxa de coinfecgdo pelos protozoarios
Leishmania spp. e Babesia spp. (36.8%) nas técnicas de PCR, demonstrando que
h& uma elevada circulacdo de ambos os agentes nesses ambientes de aglomeracao

canina.

E importante que em &reas endémicas para LVC e babesiose os médicos
veterinarios sempre pensem em coinfec¢cdes por hemoparasitos durante o
diagnostico, pois facilita a instituicdo dos tratamentos necessarios e determina

melhor o progndstico do paciente.

Os cées das cidades de Itabirito e Sabara, soro reagentes para LVC, apresentaram
elevadas taxas de infestacdo por pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis,
sendo as porcentagens das infestacOes de 81.9% e 67.7%, respectivamente para

cada cidade.

N&o foi detectado DNA de L. infantum nas pulgas coletadas dos cées positivos para
LVC, mas foi detectado DNA de tripanossomatideos monoxénicos em 12,7% das
pulgas. Além disso, tripanossomatideos monoxénicos foram isolados das pulgas C.
felis felis em meio de cultura NNN/LIT. Apés as analises de sequenciamento para o
alvo v7v8 chegou-se ao género Blechomonas, sendo esta a primeira descricao do

género no Brasil.

Das amostras de pele dos cdes soro reagentes para LVC da cidade de Sabara
submetidas ao meio de cultura NNN/LIT duas apresentaram padréo de restricdo da
RFLP diferente de L. infantum, apds o sequenciamento das amostras confirmou-se
ser a espécie L. guyanensis. Esta é a primeira descricdo de isolamento de
L. guyanensis de pele de cées, chamando a atencdo, mais uma vez, para a
importancia de analises moleculares para a identificacdo das espécies envolvidas

nas infecgdes por Leishmania spp.

A elevada taxa de infestagdo por pulgas nos caes soro reagentes para L. infantum
sugere que estudos sdo necessarios para investigar a relacdo desses

tripanossomatideos detectados nas pulgas e a LVC.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Canine visceral leishmaniasis (CVL) is caused by Leish ia infe and is end in many areas of south-

Lﬂfdlmﬂﬂfﬂ infantum ) eastern Brazil. We have hypothesized that the prevalence of infection by L. infantum in dogs housed in open-

f)“’h"'aé:‘:i "’_"”‘:l"‘"";el admission animal shelters is beyond the range of 3.4 - 9.6% reported among dogs domiciled in similar CVL-
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Foci of zoonotic diseases X N . ) N
biochemical parameters. A total of 627 dogs from 17 different shelters across the State of Minas Gerais were

screened using the Dual-Path Platform test and enzyme-linked immunosorbent assay and 211 (33.6%) were
found to be seropositive in both tests. Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) was performed on skin, bone marrow and lymphoid tissues of 118 seropositive dogs with incon-
clusive CVL clinical diagnosis and, of these, 78 (66.1%) were PCR+ for L. infantum and 7 (5.9%) were PCR+ for
L. amazonensis. One dog presented a PCR-RFLP profile that was consistent with co-infection by both parasites.
Leishmania amazonensis DNA was detected in skin samples of six single-infected dogs and this constitutes a novel
finding. Dogs infected only with L. amazonensis were less debilitated than those infected by L. infantum, which
showed typical clinical manifestations of CVL. The co-infected dog showed only mild clinical signs. The results
presented herein not only support our original hypothesis but also suggest that dogs are potential reservoirs of
L. amazonensis. Public health authorities should acknowledge their responsibility towards animals in collective
shelters, recognize that they are potential foci of zoonotic diseases, and establish proper functioning directives to
minimize transmission to humans and to other dogs.

Seropositivity

1. Introduction among the canine population. According to the most recent in-
vestigations, the prevalence rates of CVL among domiciled dogs range

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is distributed throughout Brazil, from 7.8 to 8.3% (Paz et al., 2018). In Brazil, CVL is caused mainly by
particularly in the southeastern region where the disease is considered the protozoan Leishmania infantum and is transmitted through the bites
endemic in many areas. The state of Minas Gerais is representative of an of female sand flies Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) during
endemic area as demonstrated by studies involving serological surveys blood meal. Dogs are the main reservoirs of the parasite in urban areas
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and, since they live in close proximity to humans, effective control of
CVL is extremely important for the prevention of human visceral leish-
maniasis (Gavgani et al., 2002; Quinnell and Courtenay, 2009)

The sand fly vector is distributed widely throughout Brazil, whilst its
occurrence in urban areas is well-documented and coincides with
diagnosed cases of VL (Andrade-Filho et al., 2017). The presence of the
vector is favored by specific environmental conditions such as the
presence of organic material and sources of blood for female feeding.
Moreover, the risk of human infection is increased significantly in en-
vironments populated by L. infantum-infected dogs in comparison with
settings in which the dog population is predominantly non-infected
(Coura-Vital et al., 2011).

In this context, the continuous intake of rescued dogs by open-
admission animal shelters is an issue that deserves particular attention
because it often generates overpopulated environments. The formation
of such canine agglomerations is driven by the reality that most rescued
dogs are not suitable for adoption. However, empathy for the plight of
the dogs is challenging and comes with a cost, as a consequence of which
many animal shelters struggle to find sufficient resources to provide the
quality of life required (Patronek, 1999; Cunha et al., 2017). The
conglomeration of dogs in confined spaces can contribute to the spread
of vector-borne agents and infectious pathogens. Furthermore, in areas
that are endemic for CVL, shelters can become foci of parasites for the
animals that inhabit them and for neighboring dog populations and
human residents, especially children and senior adults (Lima et al,
2012; Soccol et al., 2017).

The literature concerning animal health in shelters environments is
scarce and little is known about the prevalence of CVL or of the species
of parasites that circulate therein. Animals maintained in sheltered en-
vironments are not generally submitted to routine clinical examination
and the sites themselves can represent a threat to public health. In this
regard, local health authorities should institute measures to control the
number of animals that may be accommodated in shelters in accordance
with the availability of resources and of responsible caregivers (Rodri-
gues, 2019).

The tests recommended by the Brazilian Ministry of Health for the
detection of CVL are the Dual-Path Platform (DPP) assay for screening
and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for confirmation.
While both techniques exhibit high sensitivity and specificity for the
genus Leishmania, there is a need to improve the performance of DPP in
the case of asymptomatic animals (Figueiredo et al., 2018; Souza et al.,
2019a). Moreover, veterinarians tend to use molecular analyses such as
polymerase chain reaction (PCR) alongside serological diagnosis in
order to determine the species of Leishmania responsible for the infection
(Solano-Gallego et al., 2011; BRASILEISH, 2018; Maurelli et al., 2020).
Specific diagnosis is important given that L. braziliensis and
L. amazonensis, which are the most common etiological agents of
American tegumentary leishmaniasis (ATL) in humans, have already
been identified in infected dogs (Dias et al., 2011; Valdivia et al., 2017;
Paz et al., 2018).

In the light of the above, we have hypothesized that the prevalence of
infection by L. infantum in dogs maintained in shelters is higher than that
normally found among populations of dogs domiciled in similar CVL-
endemic areas. In order to test this hypothesis, the present study
aimed: (i) to determine the positivity rate for L. infantum among dogs
housed in animal shelters using serological and molecular techniques,
and (ii) to investigate the epidemiology of CVL in these environments by
analyzing hematological and biochemical parameters.

2. Materials and methods
2.1. Ethical statement
Details of the project were submitted to and approved by the Ethies

Committee for Animal Research of Nanocore Biotecnologia SA (Cam-
pinas, SP, Brazil) under protocol number 224/2018-1.2. All procedures
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involving animals were carried out in accordance with the guidelines
issued by the Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢ao Animal
(CONCEA; Brasilia, DF, Brazil) and with the Federal Law of Brazil
(Presidencia da Republica do Brasil, 2008). Signed informed consent
forms (ICF) were obtained from the caregivers responsible for the
shelters.

2.2. Shelters

Lists of possible shelters located in CVL endemic areas of Minas
Gerais were initially provided by government-sponsored zoonosis con-
trol centers and non-governmental organizations. Since there are no
regulations concerning the minimal infrastructure of animal shelters,
the researchers selected those housing ten dogs or more without calcu-
lating animal densities. The dog shelters differed with respect to type
and size of property, number of animals and sanitary control, but the
general visual impression was spaces with very little room for movement
(Fig. 1). Although not all persons responsible for the shelters agreed to
contribute to the study, a total of 17 expressed their willingness to
participate and sign an ICF.

2.3. Study animals, clinical signs and collection of blood and tissue
samples

The study was conducted between May and October 2019 and
involved 627 dogs residing in animal shelters in the cities of Belo
Horizonte, Contagem, Divinopolis, Esmeraldas, Ibirité, Igarapé, Ipa-
tinga, Ribeirao das Neves and Santa Luzia, all of which are located in
CVL-endemic areas in the state of Minas Gerais, southeastern Brazil. The
criteria for inclusion of animals and shelters were: any dog regardless of
breed, age or clinical status, and any shelter with a high dog population
(> 10 dogs) for which the responsible caregiver willingly expressed
agreement with the study objectives by signing the ICF. Samples were
not collected from dogs to which the caregivers were especially attached
or from aggressive dogs/scared dogs that absconded during sampling
visits. Locations, shelter codes and numbers of dogs sampled are shown

Fig. 1. Example of an animal shelter.
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in Table 1.

Peripheral blood samples were collected by venipuncture and
transferred to vials with or without anticoagulant (ethylenediamine
tetraacetic acid) for subsequent analysis of whole blood or serum,
respectively. Samples of skin, bone marrow and popliteal lymph node
were obtained for molecular analyses as follows: ear tip skin samples
were collected by 5 mm diameter punch biopsies; bone marrow samples
were collected by sternal puncture and aspiration using 10 mL syringes
and 40 x 12 mm needles; and lymph node samples were collected by
puncture and aspiration using 3 mL syringes and 25 x 0.8 mm needles.
Sampling was performed on seropositive dogs (see Subsection 2.4)
presenting non-specific or indiscernible clinical signs of CVL, the diag-
nosis of which was, therefore, considered inconclusive. Typical clinical
signs of CVL were considered to be weight loss, mucosal pallor,
lymphadenopathy, presence of wounds, peeling of skin, alopecia and
onychogryphosis.

2.4. Serological analysis

DPP® Leishmaniose Visceral Canina (Bio-Manguinhos, Fiocruz, Rio
de Janeiro, RJ, Brazil) and SNAP Leishmania (IDEXX® Laboratories,
Westbrook, ME, USA) tests were performed on all 627 dogs for screening
and confirmation of CVL, respectively. Dogs were considered seroposi-
tive when samples were reactive in both tests.

2.5. Molecular analysis

PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was
performed using tissue samples from the 118 seropositive dogs that
presented inconclusive diagnosis of CVL. Initially, DNA was extracted
from skin and bone marrow but, because of the relatively low detection
of Leishmania DNA in these tissues, aspiration cytology of popliteal
lymph nodes was performed in an attempt to increase the sensitivity of
the assay. Skin DNA was extracted using Gentra® Puregene® Cell Kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA), while DNA from bone marrow and
lymph node was extracted using Invitrogen® PureLink® Genomic DNA
Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). All procedures
were carried out in accordance with the instructions provided by the
manufacturers.

The ribosomal internal transcribed spacer 1 (ITS1) region of parasite
DNA was amplified using Leishmania-specific primers [L5.8S (5'-TGA-
TACCACTTATCGC ACTT-3%) / LITSR (5'- CTGGATCAT I-ITCCGATG-
3")] as described by El Tai et al. (2000). The non-purified amplicons
were restricted with Haelll, resuspended in 10x BlueJuice Gel Loading
Buffer (Thermo Fisher Scientific), subjected to electrophoresis on 2%

Table 1
Shelters located in cities in the state of Minas Gerais, Brazil, selected for inclu-
sion in the study and the number of dogs sampled.

Location Shelter code Number of dogs
Belo Horizonte (19°55'S; 43°56'W)’ S1 37
Contagem (19°55'55"S; 44°03'14"W) S2 10
S3 14
S4 51
Divinépolis (20°08'20"S; 44°53'02"W) S5 24
S6 20
Esmeraldas (19°45'46"S; 44°18'47"W) s7 21
S8 19
S9 32
Ibirité (20°01'32"S; 44°03'7"W) S10 28
S11 17
S12 30
Igarape (20°04'01"S; 44°18'07"W) S13 54
Ipatinga (19°28'46"S; 42°31'18"W) S14 45
S15 23
Ribeirao das Neves (19°46'01"S; 44°05'13"W) S16 95
Santa Luzia (19°78'4"S; 43°94'02"W) S17 107
Total 627
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agarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at 100 V and stained with
ethidium bromide. The PCR-RFLP banding patterns were compared with
the molecular profiles of Leishmania reference strains (positive controls),
namely L. infantunm (MHOM/BR/74/PP75), L.  braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) and
L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) and results expressed as positive
(PCR+) or negative (PCR-) for each species (Schonian et al., 2003).
Negative controls comprised sterile Milli-Q water instead of Leishmania
DNA.

2.6. Hematological and biochemical analysis

Whole blood and serum samples from 69 dogs that were positive for
the presence of Leishmania DNA as determined by PCR-RFLP were sub-
jected to hematological and biochemical analyses. Complete blood
count (CBC), which included evaluation of red blood cells (RBC), white
blood cells (WBC) and platelets, was carried out using an IDEXX ProCyte
Dx Analyzer (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA). Biochemical
parameters, including total protein, albumin/globulin ratio, alkaline
phosphatase (ALP), alanine aminotransferase (ALT), urea and creati-
nine, were determined using an IDEXX Catalyst One Chemistry Analyzer
(IDEXX Laboratories). All analyses were carried out at the Hospital
Veterinario Santo Agostinho (Belo Horizonte, MG, Brazil) in accordance
with the instructions provided by the manufacture, and recommended
reference values were employed in assessing animal health status.

2.7. Data analyses

Descriptive statistics were used to summarize the data set through
the construction of frequency tables for categorical variables and the
evaluation of measures of central tendency (mean and median) and
variability (standard deviation and interquartile distance) for quantita-
tive variables. In order to facilitate the comparison of seropositivity rates
between cities, data from all shelters in a single location were combined
and submitted to y test. Results of the PCR-RFLP analyses of skin, bone
marrow and lymph node tissues were considered pair wise and an ani-
mal was considered PCR+ when Leishmania DNA was detected in at least
one tissue. Pair complementarity was defined as the percentage of PCR+
pairs in relation to the total number of samples of that particular pair
(Paz et al., 2018). Pearson’s y* test was used to determine the association
between categorical variables. Agreement between serological and
molecular tests was evaluated by calculating the 95% confidence in-
terval (CI) of the proportion of PCR+ dogs inrelation to the total number
of seropositive dogs. In all tests, the level of statistic significance was set
at 5% probability.

3. Results
3.1. Serological diagnosis

A total of 627 dogs were screened for the presence of anti-Leishmania
antibodies and 211 (33.6%) were reactive in both the DPP and ELISA
tests (Table 2). Ninety-three (44.1%) of the seropositive animals pre-
sented typical signs and symptoms of CVL affirming conclusive di-
agnoses, while 118 (55.9%) had non-specific or mild clinical signs of the
disease and the diagnoses were considered inconclusive. Shelters in the
nine different locations in Minas Gerais were similar with respect to
their seropositivity rates.

PCR-RFLP analysis of tissue samples from dogs with inconclusive
diagnoses of CVL resulted in the detection of Leishmania DNA in 44.1%
(52/118) of skin, 39.7% (46,/116) of bone marrow and 52.3% (34/65) of
lymph node samples, with the latter tissue showing the highest posi-
tivity. It was not possible to collect bone marrow from two dogs and it
was only practicable to obtain lymphoid materials from 65 animals.
Nevertheless, by combining the results of tissue pairs, the skin/lymph
node pair was found to be best for the detection of tissue-resident
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Table 2
Rates of seropositivity among dogs housed in various animal shelters across the
State of Minas Gerais.

Location Shelter Seronegative dogs Seropositive
codes dogs™
DPP-n DPP+/ DPP+/ELISA +n
(%) ELISA- n (%) (%)
Belo Horizonte (n S1 21 6(16.2) 10 (27.0)
= 37) (56.8)
Contagem (n = 75) $2/83/54 36 14 (18.7) 25(33.3)
(48.0)
Divinopolis (n = S5/86 22 11 (25.0) 11 (25.0)
44) (50.0)
Esmeraldas (n = S7/88/89 36 15 (20.8) 21 (29.2)
72) (50.0)
Ibirité (n = 75) S10/811/ 47 4(5.3) 24 (32.0)
S12 (62.7)
Igarape (n = 54) S13 32 1(1.9) 21 (38.9)
(59.3)
Ipatinga (n = 68) S14/815 31 9(13.2) 28 (41.2)
(45.6)
Ribeirao das Neves S16 48 11(11.6) 36 (37.9)
(n = 95) (50.5)
Santa Luzia (n = S17 58 14 (13.1) 35(32.7)
107) (54.2)
Total (n = 627) S§1-817 331 85 (13.6) 211 (33.6)
(52.8)

Abbreviations: DPP, dual-path platform; ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay

2 According to y* test there were no significant differences (P < 0.05) between
the locations with respect to seropositivity rates

parasites with a pair complementarity of 32.3%, followed by bone
marrow/lymph node and skin/bone marrow with pair complementar-
ities of 25.0% and 17.2%, respectively.

3.2. PCR-RFLP andlysis

Assessment of the agreement between the serological and molecular
methods employed to diagnose clinically inconclusive animals showed
that 72.9% (86/118) of samples that tested seropositive for Leishmania
were also PCR+, implying a moderate congruency that was significantly
higher (95% CI = 0.632 - 0.801) than the random prediction of 50%. In
this sense, positive samples in serology tended to be confirmed by sub-
sequent PCR.

PCR-RFLP analysis of skin, bone marrow and lymphoid tissues
showed that 66.1% (78/118) of the dogs were positive solely for
L. infantum DNA while 5.9% (7/118) were positive exclusively for
L. amazonensis DNA (Fig. 2; Table 3). One dog presented co-infection by
both parasites in that L infantum was detected in skin tissue and
L. amazonensis in lymph node tissue. The eight dogs that were infected
by L. amazonensis were housed in different shelters/locations with four
from S16 (Ribeirao das Neves), two from S9 (Esmeraldas), one each from
$10 (Ibirité) and S17 (Santa Luzia), the latter being the dog presenting
co-infection.

3.3. Clinical pathological findings

Table 4 shows the hematological and biochemical alterations found
in dogs that were PCR+ exclusively for L. infantum or L. amazonensis
DNA. The co-infected dog exhibited thrombocytopenia, hyper-
proteinemia and low ALP activity.

4. Discussion

Literature relating to domestic animals housed in collective shelters
is scarce, and little or no information is available concerning the path-
ogens that may be present in these environments. The population of dogs
in collective shelters is high because of the constant intake of unwanted
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Fig. 2. PCR-RFLP analysis of canine bone marrow tissues. PCR amplification of
the internal transcribed spacer (ITS1) followed by digestion with Haelll.
Products were analyzed by agarose gel electrophoresis and ethidium bromide
staining. Lanes: molecular-weight ladder 500pb; 1-3 and 5-8, positive samples
for Leishmania infantum; 4, positive sample for L. amazonensis; products of
reference strains: Li, L. infe ; La., L. is; Lb., L. braziliensis; Lg.,
L. guyanensis. The gel refers to dogs from shelter S17 where animals infected
with both L. infantum and L. amazonensis were found.

Table 3
Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) analysis of canine skin, bone marrow and lymph node tissue samples.

Target species/tissue Leishmania DNA

PCR- n (%) PCR + n (%) Total N
L. infantum
Skin 72(61.0) 46 (39.0) 118
Bone marrow 71 (61.2) 45 (38.9) 116
Lymph node 32(49.2) 33(50.8) 65
L. amazonensis
Skin 112 (94.9) 6 (5.1) 118
Bone marrow 115 (99.1) 1 (0.9) 116
Lymph node 64 (98.5) 1(1.5) 65
Table 4

Hematological and biochemical alterations found in dogs that were polymerase
chain reaction positive (PCR+) for a single species of Leishmania DNA.

Hematological / biochemical =~ Dogs PCR+ for Dogs PCR+ for
parameters L. infantum (n = 61) L. amazonensis (n = 7)
Alterations in complete blood count n (%)
Low RBC/hemoglobin 26 (42.6) 0
(anemia)
Low platetelet count 22 (36.1) 1(14.3)
(thrombocytopenia)
High platelet count 9(14.8) 3 (42.9)
(thrombocytosis)
Low WBC count (leukopenia) 5(8.2) 0
High WBC count 9(14.8) 0
(leukocytosis)
Alterations in biochemical status n (%)
Hyperproteinemia 38 (62.3) 1(14.3)
Low albumin/globulin ratio 32 (52.5) 1(14.3)
Low ALP 17 (27.9) 2(28.6)
High ALT 12 (19.7) 2 (28.6)
High urea 8(13.1) 0
High creatinine 4(6.6) 0

Abbreviations: ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; RBC,
red blood cells; WBC, white blood cell.



L.G.T.M. Estevam et al

animals and the low rates of adoption, and such conditions can lead to a
reduction in the level of well-being that may generate increased stress in
the animals (Barnard et al., 2016). However, the considerable differ-
ences that exist among animal shelters with regard to infrastructure and
quality of management render it difficult to make comparisons between
the facilities, except for the high dog population (Cuglovici and Amaral,
2021). The extremely close coexistence of dogs favors the transmission
of diseases since the stressful conditions weaken the immune system of
the animals and there is little or no control over the spread of pathogens
amongst them.

This study is the first to focus specifically on Leishmania infection
among dogs housed in shelters located in areas endemic for CVL.
Moreover, most of the studied shelters were located in areas that favored
the presence of the sand fly vector because of the presence of organic
material and adjacent forested or unoccupied land. In addition, shel-
tered dogs were typically housed in external areas where the probability
of being bitten by sand flies was high and the risk of infection was
around twice that of animals housed inside a domicile (Coura-Vital
et al, 2011). Overall, the studied shelters afforded abundant food
sources and excellent environmental conditions for the growth of
insect-vector populations and ectoparasites and, for these reasons,
would likely be important foci for the propagation of hemopathogens to
neighboring areas.

The results obtained in our investigation revealed that the numbers
of L. infantum-infected dogs in animal shelters within CVL endemic areas
can be many times higher than among domiciled animals. For example,
the overall seropositivity rate of 33.6% detected in our census was up to
10-fold greater than the values of 3.4 to 9.6% found in previous studies
involving dogs domiciled in similar CVL endemic areas (Lopes et al.,
2017; Rocha et al., 2020). On this basis, it is suggested that shelters are
conducive to the maintenance and propagation of L. infantum and,
therefore, require implementation of CVL control measures.

The DPP and ELISA tests used in this study are those recommended
by the Program of Surveillance and Control of Visceral Leishmaniasis
sponsored by the Brazilian Ministry of Health. However, these serolog-
ical assays are not able to identify the etiological agent precisely, and the
occurrence of cross-reactivity between different Leishmania species may
lead to an overestimation of L. infantum infections (Paz et al., 2018;
Souza et al., 2019b). This important deficiency of serology could be
observed in the present study in which PCR confirmed L. infantum
infection in the majority of seropositive dogs but also revealed that some
animals were actually infected by L. amazonensis. Considering that only
dogs with inconclusive clinical diagnoses were submitted to molecular
tests, it is likely that a higher number of animals could be infected with
L. infantum and/or L. amazonensis. In areas where mixed infections may
occur, molecular analyses are particularly important for seropositive
dogs with inconclusive diagnoses since these tests can confirm infection
and also distinguish the species of Leishmania, thus facilitating
decision-making regarding monitoring and management of the animals.
However, correct molecular diagnoses depend on the suitability of the
biological samples.

Our study has shown that, among the tissues collected for molecular
diagnoses, lymphoid material presented the highest rate (>50%) of
PCR+ results for L. infantum DNA. It is likely that this rate would have
been even higher if it was not for the difficulty of sampling lymph nodes,
especially when they are not palpable. Other researchers have also
identified lymphoid material as appropriate for detecting tissue-resident
L. infantum DNA (Maia et al., 2009; Marcelino et al., 2020). However, in
the present study, parasitic DNA could also be detected in both skin and
bone marrow tissue, albeit at lower rates. It is important, therefore, to
emphasize the necessity of using more than one sample for the molec-
ular diagnosis of CVL in routine clinical practice, noting that the best
results were obtained in our survey with lymph node and skin tissues.
Additionally, these two tissue types may remain PCR+ even after ther-
apeutic intervention, in which case they would be important for moni-
toring parasite load (Manna et al., 2004). In this context, Giunchetti
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et al., 2008 showed that the parasitic loads of dogs with mild clinical
symptoms were similar to those of dogs with severe symptoms.

We report here for the first time the detection of L. amazonensis in
canine skin samples, a finding that is particular significant because it
suggests a role of dogs in the epidemiology of ATL If future studies
confirm that dogs are indeed reservoirs of L. amazonensis, it will be
necessary to determine whether there is an increase in the risk of human
infection by this parasite because of the close contact between dogs and
humans (Nunes et al., 2010; Coura-Vital et al., 2011). Hitherto,
L. amazonensis has been described in canine lymph nodes, bone marrow
and conjunctival swab samples but not in skin tissue (Dias et al., 2011;
Valdivia et al., 2017; Paz et al., 2018; Souza et al., 2019b). Another
aspect that requires further investigation relates to the putative vectors
of this parasite in the studied areas, since the circulating phlebotomine
species may be amenable to L. amazonensis. The main vector of this
particular parasite is the sand fly Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata, a
non-anthropophilic species found mainly in the Amazon region (Ward
et al., 1973; Arias et al., 1987). Souza et al. (2019b) has already drawn
attention to the possible urbanization of L. amazonensis, and our results
provide further evidence about this perspective.

The hematological and biochemical alterations found in dogs infec-
ted solely by L. infantum were more extensive, but not more serious, than
those of dogs infected exclusively by L. amazonensis. The CBC and
biochemical parameters of L. infantum-infected dogs were typical of CVL
and included normocytic normochromic anemia, a condition that is
common in chronic infectious diseases involving bone marrow depres-
sion, together with hyperproteinemia and hypergammaglobulinemia
resulting in a reduction in the albumin/globulin ratio and renal
azotemia (Solano-Gallego et al., 2011). Considering the clinical and
laboratory  results  obtained and the observation that
L. amazonensis-infected dogs were less debilitated than those infected by
L. infantum, we suggest that the latter is generally more detrimental to
the health of dogs. This finding diverges from previous reports indi-
cating that L. amazonensis produces severe clinical signs and suggesting a
link with CVL (Sanches et al., 2016; Valdivia et al., 2017). It is important
to emphasize that the hematological and biochemical changes of the
dogs housed in shelters could be influenced by many factors including
poor nutrition, coinfection with other pathogens and stress. Neverthe-
less, there is a knowledge gap regarding canine infection by
L. amazonensis and many aspects require clarification, particularly with
respect to disease progression and the potential role of dogs as reservoirs
of the parasite. Furthermore, it is important highlight that these dogs
living in shelters, so the animal nutrition, coinfection with other path-
ogens, stress and other factors associated can influence in hematological
and biochemical changes.

In the present study, one dog was found to be co-infected by
L. amazonensis and L. infantum, with the DNA of the former having been
detected in the lymphoid node and that of the latter in skin tissue. This
finding is in accord with the observation of Madeira et al. (2006) that, in
mixed infection by L. braziliensis and L. infantum, the parasite species are
found in different organs. The co-infected animal described herein
presented minor hematological and biochemical alterations and, simi-
larly to the other dogs investigated in this study, exhibited mild clinical
symptoms. These results suggest that co-infection by two species of
parasites does not necessarily exacerbate CVL. However, it is not
possible to draw any general conclusions from this result because only
one animal was co-infected. In previously described cases of co-infection
by L. infantum and L. amazonensis, the animals presented clinical
symptoms similar to those found in dogs diagnosed with CVL (Tolezano
et al., 2007; Sanches et al., 2016). However, according to Pires et al.
(2014), some animals co-infected by L. infantum and L. braziliensis
exhibited no clinical signs of disease while others presented cutaneous
lesions.
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5. Conclusions

The use of a PCR-based technique was essential in discriminating
between L. infi - and L. amazonensis-infected dogs and in identifying
co-infected animals. The detection of L. amazonensis in canine skin
samples suggested that dogs may be reservoirs of this protozoan species.
Hematological and biochemical analysis showed that the clinical man-
ifestations of disease in an animal co-infected by L. infantum and
L. amazonensis were not more severe than in single-infected animals,
although the epidemiology of single-infection by L. amazonensis and co-
infection by L. infantum and L. amazonensis requires further research.

The results presented herein support our hypothesis that the preva-
lence of L. infantum is higher in animal shelters than the observed in
domiciled dogs in CVL endemic areas. Public health authorities should
acknowledge their responsibility for the protection and well-being of
animals in collective shelters, recognize that they are potential foci of
zoonotic diseases, and establish proper functioning directives. Hitherto,
such responsibility lies with individuals and the rescue organizations
that operate without financial support and without any formal regula-
tions or accountability.
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Ministério da Saude
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Laboratérios de Referéncia no Uso de Animais

LICENGA LW-14/17

Certificamos que o protocolo (P-22/16-2), intitulado "Avaliagao da capacidade vetorial de
Ct halides felis felis (Siph a: Pulici natr issao de Lei ia i para

Canis familiaris:estudos de infectividade do hospedeiro para o vetor", sob a responsabilidade de
GUSTAVO FONTES PAZ, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispoe sobre o uso cientifico no uso de
il aos principios da Sociedad: ileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL). A referida licenga nao exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta

legislagao nacional.
Esta licenga tem validade até 15/05/2020 e inclui o uso total de :

Canis familiaris
- 30 Machos.

Rio de Janeiro, 15 de maio de

Octavio Augusto Franga Presgrave "
Coordenador da CEUA oV
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