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DETECCAO DE COINFECCOES POR Leishmania (L.) chagasi,
Trypanosoma evansi, Toxoplasma gondii E
Neospora caninum EM CAES
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RESUMO

Foram investigadas coinfeccdes por Leishmania (L.) chagasi, Trypanosoma evansi, Toxoplasma gondii € Neospora
caninum em caes. Formas amastigotas de Leishmania spp. foram detectadas pela andlise citopatolégica de linfonodos
em 46.42% (39/84) dos cdes. Em um cdo macho, adulto, sem raca definida, proveniente de drea rural e positivo para
Leishmania, foram observadas formas flageladas de 7. evansi em esfregaco sanguineo. Pela imunofluorescéncia indireta
(RIFT), 5.95% (5/84) dos caes foram considerados reagentes para 7. gondii, com titulacdo igual a 64, enquanto que
3.57% (3/84) foram reagentes para N. caninum, com titulo 50. Entre os animais com leishmaniose visceral, um
apresentou resposta soroldgica positiva para 7. gondii e dois para N. caninum. Todos os cdes reagentes para N. caninum
eram de 4rea rural e, o predominio da infeccdo pelo T. gondii ocorreu em cdes da drea urbana. Um cdo macho, jovem,
da zona rural e soropositivo para T. gondii, apresentou morulas de Ehrlichia spp. na citologia e reagdo positiva para o
virus da cinomose. Deste modo, mais estudos sdo necessdrios para avaliar a epidemiologia dessas infec¢des na
populacdo canina, principalmente com relacéio aos reservatorios de Trypanosoma spp. nas zonas rurais.
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SUMMARY

Co-infections by Leishmania (L.) chagasi, Trypanosoma evansi, Toxoplasma gondii and Neospora caninum in dogs
were investigated. Amastigotes forms of Leishmania spp. were detected by cytopathological analysis of lymph nodes in
46,42% (39/84) of dogs. In a male dog, adult, without defined breed, from rural area and positive for Leishmania, were
observed flagellated forms of 7. evansi in blood smear. By immunofluorescence antibody test, 5,95% (5/84) of dogs
were considered reactive to 7. gondii, with titer equal to or higher than 1:64, while 3,57% (3/84) were reactive to N.
caninum, with titer >1:50. Among the animals with visceral leishmaniasis, one showed positive serological response to
T. gondii and two for N. caninum. All dogs reactive to N. caninum were from rural area and the predominance of
infection by T. gondii was in dogs from urban area. A young male dog from the rural area and seropositive for 7. gondii
showed Ehrlichia spp. morulae in the cytology and positive reaction for canine distemper virus. Thus, further studies
are needed to assess the epidemiology of these infections in canine population, especially with respect to the reservoirs
of Trypanosoma spp. in rural areas.
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INTRODUCAO

Cédes podem ser naturalmente infectados por
uma grande variedade de agentes etioldgicos,
responsdveis por causar dano direto a estes animais. De
acordo com Camargo et al. (2007), alguns destes
patégenos acarretam sérios problemas em satde
publica, por serem capazes de infectar seres humanos.

A literatura cientifica contém relatos de
variadas formas de coinfec¢des em cdes. Associacdes
da infeccio por Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Leishmania spp. (CRINGOLI et al., 2002;
GENNARI et al., 2006; GUIMARAES et al., 2009) e
virus da cinomose (MORETTI et al., 2002) foram
observadas, incluindo a coinfec¢do por Leishmania (L.)
chagasi e Trypanosoma evansi (SAVANI et al., 2005).

Sousa & Almeida, (2008) relataram que
coinfeccdes parasitdrias podem levar a agravos clinicos
em animais, sendo este um fator comum onde a
ocorréncia de diversas doencas existe de forma
concomitante.

Devido ao fato do municipio de Andradina, no
estado de Sao Paulo, Brasil, ser considerado uma area
endémica para um amplo espectro de doencas
parasitdrias e virais de c@es, este estudo objetivou a
investigagdo da ocorréncia de coinfecgdes por L.
chagasi, T. evansi, T. gondii e N. caninum, além da
eventual ocorréncia de outros agentes em caes
domiciliados das dreas urbanas e rurais desta cidade.

MATERIAL E METODOS

O grupo experimental consistiu-se de 84 cées,
sendo 75 da drea urbana e nove das dreas rurais. Entre
estes, 43 animais eram do sexo masculino € 41 do sexo
feminino, sendo 44 com raga definida (RD) e 40 sem
raca definida (SRD). Os animais foram classificados de
acordo com a idade em grupos compostos por 21 caes
adultos e 63 jovens. Este estudo foi realizado com a
aprovacio do Comité de Etica em Experimentagdo
Animal da “Faculdade de Odontologia de Aragatuba
(FOA), Universidade Estadual Paulista” - UNESP,
Brasil, sob o protocolo nimero 2007-003276.

O sangue (5 mL), foi colhido por venopuncio,
com tubos Vacutainer siliconizados sem anticoagulante
e centrifugados a 3000 rpm durante cinco minutos. O
soro obtido foi transferido para tubos de plastico
estéreis e imediatamente congelados a -20° C .

Bidpsia aspirativa de linfonodo e PCR foram
realizadas para o diagndstico da leishmaniose canina.
A amplificacio do DNA de Leishmania sp. foi
realizada a partir de amostras de nddulos linféticos
positivos em microscopia, utilizando o kit de extracao
de DNA (QIAamp Blood and Tissue; Quiagen®, CA,
EUA ), com a amplificacdo de fragmentos de DNA
(120 pb) do minicirculo cinetoplastico (RODGERS et
al, 1990).

Com o auxilio de esfregacos de sangue
periférico e bidpsia aspirativa de linfonodos por meio
de agulha fina, foram confeccionadas esfregacos em
laminas de microscopia, onde se investigou a presenca

de hemoparasitas nos cdes. Estas amostras foram
coradas com o kit Pandético Répid0®, onde foram
pesquisadas formas amastigotas de Leishmania spp.,
formas flageladas de Trypanosoma spp. entre outros
hemoparasitas, por meio da inspe¢do de 300 campos
microscépicos sob aumento de 1000x. A identificacdao
de T. evansi foi realizada, perante as medidas
biométricas (RAMIREZ et al, 1997, AQUINO et al,
1999) e auséncia de cinetoplasto (NUNES et al, 1993;
SANTOS SILVA et al, 2002).

As amostras de soro foram analisadas por meio
da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
visando identificar a presenca de imunoglobulina G
(IgG) contra T. gondii e N. caninum. As dilui¢des
utilizadas como cortes eram 1:64 e 1:50 para 7. gondii
(DA SILVA et al, 2002) e N. caninum (KIM et al,
2003), respectivamente, considerando-se, como
resultados positivos, os titulos de 64 para T. gondii e 50
para N. caninum. Soros positivos e negativos foram
incluidos em cada reagdo, sendo somente as amostras
que apresentaram fluorescéncia completa em torno dos
taquizoitos consideradas positivas.

O virus da cinomose canina (CDV) foi
pesquisado por meio do Kit Teste Rdpido CDV Ag®
(Bioeasy), segundo as recomendacdes do fabricante.

O teste exato de Fisher e o teste de Qui-
quadrado foram utilizados para avaliar as associagdes
entre todas as categorias (StatSoft, 2007), sendo as
diferencas consideradas significativas para valores de
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Formas amastigotas de Leishmania spp. foram
observadas em 46.42% (39/84) do total de caes, sendo
por meio da técnica de PCR, identificada como L.
chagasi. Aproximadamente 28 formas
flageladas de Trypanosoma spp. foram observados por
campo, em esfregagos de sangue de um cdo macho,
adulto, sem raga definida, proveniente de drea rural e
positivo para leishmaniose visceral canina (LVC). A
biometria das formas flageladas resultaram num
tamanho total de 26,4 micrometros (um), comprimento
de flagelo livres de 7,59 um, medida da extremidade
posterior ao meio do nicleo de 11,02um, e medida do
meio do nidcleo ao final da extremidade anterior de
10,22 pm, achados estes com compativeis com T.
evansi (Figura 1).

De todas as amostras de soro de caes
examinadas, 5.95% (5/84) foram consideradas
positivas para 7. gondii, com titulos iguais a 64, e de
3.57% (3/84) foram positivas para N. caninum com
titulo igual a 50.

Co-infeccdo por Leishmania spp. foi detectado
em 20% (1/5) de animais soropositivos para 7. gondii e
66,6% (2/3) para N. caninum.

Um cdo macho jovem, SRD, da &rea rural e
soropositivo para 7. gondii, apresentou moérulas de
Ehrlichia spp. em mondcitos e corpos de inclusdo viral
(corptisculos Lentz) em hemadceas.
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Tabela 1 - Influéncia da raga, sexo, idade e regifdo sobre a ocorréncia de Leishmania chagasi, Trypanosoma evansi,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Ehrlichia spp. e virus da cinomose entre 84 cdes do Municipio de Andradina,
Estado de Sio Paulo, Brasil.

L. chagasi T. evansi T. gondii N. caninum Ehrlichia spp. Virus da Cinomose
Variavél Categoria
20\ 1 s 2 2 2 s 2 s 2
(n=39)* p value (n=1) p value (n=5)* p value (n=3)* p value (n=1) p value (n=1) p value
Jovens (n=63) 24* 0* 5° 2° 0* 0*
Idade Adult 0,0080 0,2500 0,2277 0,5832 0,7500 0,7500
ultos b a a a a a
(n=21) 15 1 0f 1 1 1
RD (n=22) 12* 0* 3 2 0 0
Raga 0,3742 0,7381 0,1099 0,1665 0,7381 0,7381
SRD (n=62) 27* I 2° 1* I I
Macho (n=43) 23" 0* 4* 2 0 0
Sex 0,1840 0,5119 0,1951 0,5181 0,5119 0,5119
Fémea (n=41) 16" I I 1* I I
Urbana (n=75)  34° 0 4 0 0 0
Area 0,5612 0,1071 0,4409 0,0009 0,1071 0,1071
Rural (n=9) 5° 1 1 3 1 1

*: Valores seguidos pela mesma letra na coluna para cada varidvel ndo diferem entre si ( p > 0.05 ).
1: Qui-quadrado. 2: Teste exato de Fisher
Raca definida (RD), Sem raga definida (SRD). Numero total (n)

Figura 1 - Trypanosoma evansi em esfregaco de sangue de cies naturalmente infectados por Leishmania (L.) chagasi.
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Na pesquisa do virus da cinomose canina,
apenas um cdo jovem, SRD, macho, proveniente da
area rural foi diagnosticado como positivo, ndo sendo
diagnosticada qualquer outra doenga pesquisada neste
estudo.

As varidveis idade, raga, sexo e drea ndo
apresentaram influéncia significativa (P > 0,05) na
ocorréncia de T. evansi, T. gondii, Ehrlichia spp. e
virus da cinomose canina (Tabela 1).

Caes jovens foram significativamente (P < 0,05)
mais prevalentes para L. chagasi que os adultos, ndao
sendo esta infec¢do influenciada por nenhuma das
outras varidveis analisadas (raca, sexo, area). Quanto a
ocorréncia de N. caninum, os caes oriundos de areas
rurais foram significativamente (P < 0,05) mais
prevalentes para esta infec¢do que os animais de areas
urbanas (Tabela 1).

Virios estudos tém relatado a ocorréncia de co-
infec¢des em cdes positivos para LVC. Como descrito
no presente estudo, a presen¢a simultinea de 7. evansi
e L. chagasi foi também observada em um cdo por
Savani et al. (2005). Os parametros morfométricos e da
auséncia de cinetoplasto verificada nas formas
flageladas encontradas neste estudo sdo semelhantes
aos padrdes observados em infecgdes por 7. evansi em
caes no Brasil (RAMIREZ et al 1997; AQUINO et al,
1999; SANTOS SILVA et al., 2002).

Na cidade de Aracatuba, Gennari et al. (2006)
por meio da RIFI, detectaram anticorpos anti-NV.
caninum em 15.3% (15/98) e anti-T. gondii em 23.4%
(23/98) de 98 caes com LVC, sem influéncia do sexo
do animal na ocorréncia destes parasitos, corroborando
com os dados do presente estudo, em que o sexo nao
foi uma causa determinante na ocorréncia destes
parasitos.

Infecgdes causadas por Ehrlichia canis foram
observados em cdes com leishmaniose visceral
(SOUSA & ALMEIDA, 2008), resultado ndo
observado no presente estudo, onde apenas um c@o
apresentou uma coinfeccdo por Ehrlichia spp. e T.
gondii, simutaneamente.

Na cidade de Lavras, estado de Minas Gerais,
Brasil, Guimaraes et al. (2009) detectaram infec¢do por
Babesia spp. em 73,3% (220/300), T. gondii em 60,5%
(132/218), N. caninum em 3,1% (7/228) e Leishmania
spp. em 0,3% (1/300), dos cées investigados por meio da
RIFI, ndo sendo diagnosticadas co-infecgdes, divergindo
do presente estudo, que diagnosticou co-infeccdes entre
L. chagasi, T. gondii ¢ N. caninum. No entanto, em
conformidade com dados obtidos por Guimardes et al.
(2009), no presente estudo ndo foi verificada co-infeccdo
entre T. gondii e N. caninum em nenhum dos caes
examinados.

Azevedo et al. (2005) detectaram maiores
percentagens de positividade para N. caninum e T.
gondii em cdes do estado da Paraiba, Brasil: 45,1%
(129/286) foram soros reagentes para T. gondii e 8,4%
(24/286) para N. caninum.

Diferentemente de nosso trabalho, estes
pesquisadores verificaram que 4,9% (14/286) dos caes
apresentaram ocorréncia simultdnea de anticorpos contra
ambos o0s protozodrios, o que foi referido por Mineo et al.

(2004) e Romanelli et al. (2007). Esta diferenca pode ser
explicada pelo fato de que esses pesquisadores ndo
utilizaram cdes de dreas urbanas e rurais a0 mesmo
tempo em seus estudos, e também porque, no presente
trabalho, a ocorréncia isolada de cédes soropositivos
para N. caninum ocorreu em dreas rurais, com o maior
percentual de soropositividade para 7. gondii naqueles
animais da drea urbana.

Do mesmo modo, Figueiredo et al. (2008)
analisaram amostras séricas de cdes oriundos do estado
de Pernambuco pela RIFI e observaram 28,3% (177/625)
de positividade para anticorpos anti-N. caninum. Dentre
estas amostras, foi vislumbrado 57,6% de ocorréncia para
T. gondii.

Co-infeccdo pelo T. gondii e virus da cinomose
canina foi relatado por Moretti et al. (2002) em quatro
cdes. Neste estudo, apenas um animal foi positivo para
este virus e negativo para os demais agentes
investigados, o que torna impossivel correlacionar este
virus com qualquer um deles.

Neste estudo foi constatada que a maior
propor¢do de animais reagentes para N. caninum
provinham de dreas rurais. Isto vem ao encontro das
observacdes de Ploneczka et al.(2008) na Polonia. Souza
et al. (2003) em Sao Paulo e Parand, detectaram também
maior porcentagem de positividade de 7. gondii em caes
de areas rurais, diferindo de nossos achados. Cafion-
Franco et al. (2006), de modo similar, constataram uma
porcentagem de 8,3% (13/157) de cdes sororregantes
para N. caninum, mesmo em dreas remotas como no
estado do Amazonas, Brasil.

Bresciani et al. (2007) constataram pela RIFI que
23,1% (25/108) de cades do municipio de Aragatuba eram
soropositivos para T. gondii e 15,7% (17/108) para N.
caninum e que, o ambiente de criacdo do animal foi
altamente relevante para a infeccdo. Neste estudo ndo
houve correlacdo com raga, sexo ou idade, fato este
observado por Silva et al. (2010), nem tampouco
associagdo estatistica entre a ocorréncia destes agentes.
Estes resultados foram semelhantes aos obtidos em nosso
estudo, especialmente porque Andradina pertence a
mesorregido de Aracatuba e ambas as cidades sdo
endémicas a esses protozodrios entéricos.

CONCLUSAO

Infecgdes simultdneas por Leishmania (L.)
chagasi e Trypanosoma evansi foram detectados em
um cdo da drea rural de Andradina. Esta é a primeira
descricdo de 7. evansi em cdes nesta regido. Alguns
animais com leishmaniose visceral foram soropositivos
para Toxoplasma gondii e Neospora caninum. Embora
com baixa prevaléncia, a toxoplasmose teve maior
ocorréncia entre os cdes da drea urbana, enquanto
neosporose foi mais prevalente em animais de &4rea
rural. Assim, mais estudos sdo necessdrios para avaliar
a epidemiologia dessas infec¢des na populag@o canina,
especialmente no que diz respeito aos reservatérios de
T. evansi em 4reas rurais.
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