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“Eu tenho um sonho de que um dia  

esta nação se levantará e viverá o verdadeiro significado de sua crença:  
Manter as raízes da verdade óbvia: de que todos os homens são criados iguais.  

 
Eu tenho um sonho de que um dia  

nas colinas vermelhas da Geórgia os filhos dos descendentes de escravos 
 e os filhos dos donos de escravos poderão se sentar junto à mesa da fraternidade. 

 
 Eu tenho um sonho de que um dia,  

até mesmo no estado do Mississippi, um estado deserto,  
que transpira com o calor da injustiça e da opressão,  
se transformará em um oásis de liberdade e justiça. 

  
Eu tenho um sonho de que minhas quatro pequenas crianças 

 viverão um dia em uma nação onde não serão julgadas pela cor da pele,  
mas pelo conteúdo de seu caráter.  

Eu tenho um sonho hoje!  
 

Eu tenho um sonho de que um dia, no Alabama, com seus racistas cruéis,  
com seu governador de cujos lábios gotejam palavras de intervenção e negação;  

um dia lá mesmo no Alabama meninos negros e meninas negras 
 poderão unir as mãos com meninos brancos e meninas brancas como irmãs e irmãos.  

Eu tenho um sonho hoje! 
 

 Eu tenho um sonho de que um dia todos os vales serão elevados,  
cada colina e montanha serão abaixados,  

os lugares ásperos serão aplainados e os lugares tortuosos serão endireitados e  
‘a glória do Senhor será revelada e todos os seres estarão unidos’”. 

 
Martin Luther King, 1963 

 
 
 
 
  

 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

               “Não temas, porque eu sou contigo;  

não te assombres, porque eu sou teu Deus;  

eu te fortaleço, e te ajudo, e te sustento  

com a destra da minha justiça.  

Eis que, envergonhados e confundidos  

serão todos os que se indignaram contra ti;  

tornar-se-ão em nada,  

e os que contenderem contigo, perecerão.  

Buscá-los-ás, porém não os acharás;  

os que pelejarem contigo, tornar-se-ão em nada,  

e como coisa que não é nada, os que guerrearem contigo.  

Porque eu, o Senhor teu Deus,  

te tomo pela tua mão direita;  

e te digo: Não temas, eu te ajudo.” 

 Isaías 41:10-13  
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RESUMO 

 

O diagnostico da infeção por L. infantum continua sendo um desafio na clínica medica 

de pequenos animais, assim como a detecção da coinfecção com outros patógenos. 

Sendo assim este trabalho teve como objetivo avaliar o diagnóstico citológico da 

infecção por Leishmania infantum e detectar molecularmente a co-infecção de 

hemoparasitos em cães com infecção natural por L. infantum.. Para tanto foram 

utilizados amostras de medula óssea, linfonodo, pele e swabe conjuntival de 29 

animais de raça, sexo e idade variadas com diagnostico sorológico positivo para L. 

infantum para avaliação da melhor amostra biológica para o diagnostico citológico, e 

amostras de sangue de 72 animais de raça, sexo e idade variadas com diagnostico 

sorológico positivo para pesquisa da co-infeccao. Os resultados evidenciaram que a 

citologia de linfonodo apresentou 61,1% (22/29) de positividade para formas 

amastigostas de L. infantum, seguidas da citologia esfoliativa da pele com 47,2% 

(17/29) e, por último, swabe conjuntival com 33,3% (12/29). Dos animais analisados 

na pesquisa direta para hematozoários apenas 1,39% (1/72) foram positivos, para 

Hepatozoon canis. Na reação da PCR foi observado amplificação do DNA de H. canis 

em 8,33% (6/72) e DNA de Babesia vogeli em 2,78% (2/72). Não houve coinfecção 

entre as hemoparasitoses no diagnóstico direto e molecular. Conclui-se que na 

ausência da biópsia medular, a citologia de linfonodo é a melhor amostra para o 

diagnóstico da LVC na rotina clínica, e que existe a presença de co-infecção entre 

Babesia vogeli, Hepatozoon canis e Leishmania infantum em Pernambuco.  

 

Palavras chave: Leishmaniose Visceral Canina; Medicina canina; Hepatozoon canis; 
Babesia vogeli; Diagnóstico 
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ABSTRACT 

 

The diagnosis of infection by Leishmania infantum remains a challenge in the medical 

clinic of small animals, as a detection of coinfection with other pathogens. Thus, the 

work aimed to evaluate the cytological diagnosis of infection by Leishmania infantile 

and to detect a co-infection of hemoparasites in dogs with natural infection by L. 

infantile. For this, bone marrow, lymph node, skin and swabe set of 29 animals of 

different race, sex and age with positive serological diagnosis for L. infantum for 

evaluation of the best biological sample for clinical diagnosis, and blood samples from 

72 animals of different race, sex and age with positive serological diagnosis for co-

infection research. The results showed that lymph node cytology shows 61.1% (22/29) 

of positivity for amastigest forms of L. infantum, followed by exfoliative skin cytology 

with 47.2% (17/29) and, finally, swabe conjunctival with 33.3% (12/29). The animals 

analyzed in the direct search for hematozoa only 1.39% (1/72) were positive, for 

Hepatozoon canis. The PCR reaction was observed to amplify the DNA of H. canis in 

8.33% (6/72) and B. vogeli DNA detected in 2.78% (2/72). There was no co-infection 

between hemoparasitosis in the direct and molecular diagnosis. It concluded that the 

absence of spinal biopsy, a lymph node cytology is a better sample for diagnosis of 

CVL in the clinical routine, and that there is the presence of co-infection between 

Babesia vogeli, Hepatozoon canis and Leishmania infantum in Pernambuco. 

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis; Canine medicine; Hepatozoon canis; 

Babesia vogeli; Diagnosis   
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1. INTRODUÇÃO 

 
As Leishmanioses são consideradas doenças negligenciadas e reemergentes 

distribuídas em 89 países com registro aproximado de dois milhões de novos casos 

ao ano (WHO, 2016; MARCOVAL et al., 2017).  A doença já foi descrita em pelo 

menos 12 países da América Latina, sendo que 96,6% dos casos ocorrem no Brasil, 

especialmente na Região Nordeste (PAHO/WHO, 2013). 

No Brasil a infeção por Leishmania (Leishmania) infantum, apresenta grande 

importancia pelo seu potencial zoonótico, sua incidência e distribuição, além de 

formas graves associadas a coinfecções (MELO, 2004). O principal vetor no Brasil é 

a Lutzomyia longipalpis (ARIAS, 1996), e o cão é considerado o principal reservatório 

urbano (LANGONI et al., 2005).  

Nos cães a leishmaniose visceral (LV) é uma doença imunomediada, sistêmica, 

crônica e até mesmo fatal, caracterizada por alterações clínicas muito variáveis, 

envolvendo diversos órgãos (CIARAMELLA e CORONA, 2003). Isto ocorre em 

consequência da multiplicidade de mecanismos patogênicos do protozoário, da 

diversidade de respostas imunológicas desenvolvidas nos hospedeiros e do longo 

período de incubação, que pode variar de alguns meses até vários anos (BANETH, 

2006),  estando muitas vezes associadas com a presença de outros patógenos 

(SCHAER et al., 1985; CIARAMELLA et al., 1997). 

 A coinfecção em cães com infeção natural por L. infantum é um achado 

comum na clínica de pequenos animais, uma vez que em função da presença de 

vetores hematófagos, principalmente ixodídeos, ocorre a transmissão de  um ou mais 

patógenos simultaneamente (YISASCHAR-MEKUZAS, 2013). 

          No Brasil, os principais agentes que podem ser transmitidos pelo carrapato 

Rhipicephalus sanguineus são Ehrlichia canis, Anaplasma platys, Babesia canis 

vogeli, Hepatozoon canis, (RAMOS et al 2010; LABRUNA E PEREIRA 2001; 

DANTAS-TORRES et al. 2004). A ocorrência de coinfecção em cães com LV, 

particularmente B. canis, A. phagocytophilum, A. platys, E. canis e H. canis já tem sido 

registrada em diversas regiões do Brasil (OLIVEIRA et al. 2008; PAULAN et al. 2013; 

GONÇALVES et al., 2014; MORGADO, 2016).  

Mesmo que L. infatum e os hematozoários sejam transmitidos por vetores 

distintos, uma vez inoculados ocorre a disseminação atingindo a circulação e outros 
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órgãos, além que a maioria dos sinais clínicos são semelhantes,  o que dificulta o 

diagnóstico clínico, principalmente em um animal coinfectado, que pode apresentar 

patogenia e sinais clínicos mais graves que um animal apenas com uma infecção 

(ANDRADE et al, 2014; CARVALHO, 2015). 

A medula óssea, principalmente a esternal, embora tenha praticidade e rapidez, 

apresenta limitações, por ser uma técnica invasiva e traumática, que requer muitas 

vezes sedação, além de treinamento para realização da coleta (SUNDAR & RAI, 2002, 

RAMOS, 2012) e com o intuito de facilitar o diagnóstico da LVC na rotina clínica 

veterinária e garantir um resultado o a maior sensibilidade possível, objetivou-se com 

este trabalho avaliar qual melhor amostra a ser utilizada para pesquisa direta de 

formas amastigotas de Leishmania spp, na ausência da citologia de medula óssea.  

Apesar do registro da frequência e coinfecção de hemoparasitos em cães no 

estado de Pernambuco (RAMOS et al 2010), não foi realizado nenhum estudo sobre 

a coinfecção desses protozoários e bactérias em cães com LV. O trabalho tem como 

objetivo a avaliação do diagnóstico citológico da infecção por leishmania infantum e 

detecção molecular da co-infecção de hemoparasitos em cães. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Leishmaniose Visceral  

A Leishmaniose é uma doença parasitária causada por um protozoário 

pertencente à Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae, o gênero Leishmania 

(ROSS, 1903), que acomete os animais silvestres, domésticos e o homem em áreas 

rurais e urbanas (DANTAS-TORRES, 2007). A transmissão ocorre através da picada 

do vetor, flebotomíneos do gênero Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho 

Mundo (ALVAR et al., 2004). 

 Hoje a LV está classificada entre as 10 doenças tropicais negligenciadas, com 

o surgimento de mais de 50.000 casos por ano, e incidência estimada de 500.000 

novos casos por ano no mundo com 90% dos casos concentrados na Índia, Nepal, 

Sudão, Bangladesh, Etiópia, e Brasil segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS, 2017).  

O cão é o principal reservatório urbano da doença no Brasil, fazendo parte da 

manutenção do ciclo epidemiológico da LV devido ao maior número de parasitos 

encontrados na pele íntegra, atração de flebotomineos por compostos aldeídos e 

alcalinos na pele dos cães infectados (MAGALHÃES JUNIOR, 2015), e por manter 

um contato próximo entre humanos e outros cães, sendo assim considerado um elo 

importante na cadeia epidemiológica da doença (DEANE; DEANE, 1955; DI 

LORENZO et al., 2000; FEITOSA et al., 2000; HARHAY, 2011; LAURENTI et al, 2013). 

 

2.2 Leishmaniose Visceral Canina  

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma doença dependente da resposta 

imune e que se apresenta geralmente como infecção crônica, (CIARAMELLA e 

CORONA, 2003), dependendo da interação entre agente e o hospedeiro 

(CIARAMELLA et al., 1997; ARESU et al. 2007; CORTESE et al., 2011). 

Existem relatos que as raças Pastor Alemão, Boxer e Rottweiller apresentam 

maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doença, onde essas raças são usadas 

geralmente para caça ou como cães de guarda, ficando mais expostos aos vetores 

(MORENO e ALVAR, 2002, FRANÇA-SILVA et al., 2003; QUILEZ et al., 2012). Em 

contrapartida, os cães da raça Ibizan Hound possuem resistência, pois apresentam, 

principalmente, a resposta celular, debelando a infecção (SOLANO-GALLEGO, 2000). 
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Com relação a idade, não existe uma diferença significativa por se tratar de 

uma doença crônica que pode ter um tempo de incubação de três meses a sete anos 

(PINELLI et al.,1994; CABRAL et al., 1998; CARDOSO et al., 1998; MORENO; 

ALVAR, 2002). O sexo não se mostrou um fator importante (QUILEZ et al., 2012; 

PENAFORTE et al., 2013), embora segundo Oliveira (2010), os machos foram os que 

apresentaram maior positividade.  

 

2.2.1 Biologia parasitaria 

No momento em que as fêmeas de flebotomineos realizam o repasto 

sanguíneo, (CASTRO, 1996) em um animal vertebrado infectado, são ingeridas as 

formas amastigotas de Leishmania spp junto com o sangue que ao chegar no intestino 

médio, sofrem divisão binária e modificam-se em promastigotas. Quando chegam na 

parede do intestino anterior, transforma-se em promastigotas metacíclicas, que é a 

forma infectante, que são inoculadas na pele de outro hospedeiro pela probóscide do 

mosquito durante um novo repasto sanguíneo (KILLICK-KENDRICK, 2002).  

No hospedeiro vertebrado as formas promastigotas são fagocitadas por 

neutrófilos que podem eliminar a infecção ou dar continuidade dependendo da 

resposta imune. Tanto os promastigotas como neutrófilos infectados podem ser 

fagocitados por células do sistema mononuclear fagocitário, como macrófagos, onde 

se diferenciam por divisão binária em amastigotas até que ocorra o rompimento da 

célula liberando essas formas, que serão fagocitadas por novos macrófagos assim 

continuando o ciclo (PALTRINIERI et al., 2010). 

 

2.2.2 Imunopatogenia 

 

Existe cães que são capazes de resistir a infecção, seja eliminando o parasito 

ou restringindo, ficando na forma subclínica por longos períodos, os animais que 

desenvolvem a doenças após são considerados suscetíveis (GREENE, 2012). No 

entanto, a infecção subclínica não é necessariamente permanente, e fatores que 

causem imunossupressão ou coinfecções podem ocasionar o surgimento de sinais 

clínicos (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).  

O equilíbrio entre o Th1 e Th2 é crucial para o desenvolver ou não da doença 

(BANETH, 2008; PANARO, 2009). A resposta imune inata é a primeira linha de defesa 
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encontrada pela Leishmania spp ao entrar no hospedeiro (GREENE, 2012). Quando 

inoculadas as formas amastigotas podem ser fagocitadas por macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas e mastócitos (GREEN et al., 1990), onde fica dentro de um vacúolo 

que posteriormente funde-se com lisossomo, que contém enzimas proteolíticas 

capazes de lisar as formas amastigotas, além de ativar elementos contra o parasito 

como peróxido de hidrogênio e óxido nítrico (GREEN et al., 1990). As formas 

amastigotas de Leishmania spp tem capacidade de se replicar no fagolisossomos dos 

macrógagos e impedir sua resposta através da produção de compostos, como 

lipofosfoglicanos, que inibem a maturação dos fagossomas (SACKS et al., 2012). 

 

A ação dos neutrófilos pode, entretanto, colaborar para que as formas 

amastigotas de Leishmania spp não sofram lise pelo complemento, pois o óxido nítrico 

apresenta uma menor atividade oxidativa e inibição ou retardo da apoptose, o que 

facilita para que o neutrófilo seja fagocitado pelo macrófago (BRANDONISIO et al., 

1996; GABRIEL, 2010).  Os macrófagos atuam como células apresentadoras de 

antígeno, estimulando o linfócito T CD4+ auxiliar tipo 1 (Th1) ou auxiliar tipo 2 (Th2) 

gerando então uma resposta favorável ou não para o desenvolver da infecção (LIEW 

e O’DONNELL, 1993). 

 

As células dendríticas quando infectadas produzem IL-12 que estimula as 

células T CD4 + para resposta Th1 e produção de IFN-γ pelas células natural killer, 

levando à ativação dos macrófagos infectados como também para a diferenciação de 

mais Th1, gerando ação pró inflamatória, produção de citocinas, fator de necrose 

tumoral  (TNF- α) e interleucina 2 (IL-2), estimulando outras células e o óxido nítrico, 

responsável pela morte intracelular do parasito, podendo eliminar a infecção (IKEDA 

et al., 2003). 

 

Quando as células Th2 são ativadas, há produção das interleucinas IL-4, IL-6, 

IL-10 e elevada produção de anticorpo pela proliferação de células B, e cadeia anti-

inflamatória, desativando o macrófago infectado e regulando negativamente a 

produção de óxido nítrico que leva a replicação parasitária desregulada, promovendo 

a formação de imunocomplexos que são depositados em vários órgãos, permitindo o 
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desenvolvimento da doença (MAKNI et al., 1989; PINELLI et al., 1994; REIS et al., 

2006).  

Uma falha na produção de IL-12 funcional por células dendríticas, da resposta 

pró inflamatória ou na produção de óxido nítrico, leva à expansão progressiva de 

células Th2, aumento da atividade da arginase em macrófagos e proliferação de 

parasitos (GORAK et al., 1998; DESCHACHT, 2012). 

2.2.3 Sinais Clínicos 

Após a infecção, a evolução clínica pode se fazer presente em meses ou até 

mesmo anos, que através de todos os fatores já citados podem levar até a cura 

espontânea, sendo assim os animais podem se apresentar assintomáticos, ou 

sintomáticos (FERRER, 2002; SOL.ANO-GALLEGO et al., 2009).  

 

As dermatopatias ocorrem na maioria dos casos de LVC, ocorrendo de 80% a 

90% dos casos (SLAPPENDEL, 1988; KOUTINAS, 1999), particularmente lesões 

esfoliativas, papulares, nodulares, ulcerativas e alopecia local ou generalizada, além 

de onicogrifose, são as mais predominantes na doença, sendo as úlceras geralmente 

localizadas nas orelhas, focinho, cauda e articulações (ALVAR et al., 2004; SOLANO-

GALLEGO et al., 2011, SOLANO-GALLEGO et al., 2017; NOLI e AUXILIA, 2005; 

PALTRINIERI et al., 2016). Os nódulos e pápulas são originados nos locais de 

inoculação das formas promastigotas pelos flebótomos (SOLANO-GALLEGO et al., 

2004). Consequentemente é o local com maior densidade formas  

A linfadenomegalia também pode estar presente junto com as dermatopatias, 

apresentando-se com aspecto inicial exsudativo (LUVIZOTTO, 2006).  

Nefropatias ocorrem principalmente pela ação de anticorpo anti-histona, 

deposição de imunocomplexos e presença do parasito nas membranas glomerulares 

e resposta imunocelular eventualmente culminando em glomerulonefrite (COSTA et 

al., 2000; ARESU et al., 2013). Apresenta uma progressão de proteinúria 

assintomática para síndrome nefrótica e / ou doença renal terminal (síndrome 

urêmica), apontado como a principal causa de óbitos em cães com LV (FERRER, 

2002; MIRÓ et al., 2008). 

As oftalmopatias também podem ser observadas, como ceratoconjuntivite e 

uveite que são decorrentes da resposta inflamatória pela presença do parasito, gerado 
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pelo infiltrado linfoplasmocitário, granulomatoso e deposição de imunocomplexos 

(FERRER, 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).  

Os animais apresentam também problemas articulares como poliartrite, 

polimiosite, paresia dos membros posteriores devido a deposição de imunocomplexos 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2011).   

Epitaxes uni ou bilateral, são frequentemente associados a lesões inflamatórias 

e/ou ulcerativas das mucosas nasais, mas também podem estar ligados à distúrbios 

de hemostasia, como trombocitopenia (FERRER. 1992). Atrofia muscular, emese e 

diarreias associadas a colite e hepatite, polidpsia não são achados muito frequentes, 

mas também podem estar presentes (CIARAMELLA, 1997; KOUTINAS, 1999; 

BLAVIER, 2001)   

 

2.2.4 Diagnóstico 

 

Na ausência de um diagnóstico que possua 100% de especificidade e 

sensibilidade (MOREIRA JR, et al., 2003) a LVC precisa, além dos achados clínicos, 

um conjunto de exames laboratoriais para que se chegue a um diagnóstico preciso e 

correto (ALVAR et al., 2004; MAIA e CAMPINO, 2012). O diagnóstico direto das 

formas amastigotas é a técnica mais utilizada nas clínicas veterinárias, embora os 

métodos mais sensíveis sejam sorologia e PCR (SOLANO – GALLEGO, 2009; 

PENNISI, 2015). 

O exame direto é um dos exames mais utilizados no diagnóstico devido ao 

baixo custo, sendo considerado o padrão ouro. O material pode ser obtido através da 

punção da medula óssea, linfonodo ou citologia esfoliativa da pele íntegra ou 

lesionada (GENARO, 1993; SILVA, 2007; GREENE, 2012). Apesar de ter uma 

especificidade de 100%, a sensibilidade depende de diferentes fatores, podem levar 

a diferença entre positividade, como a carga parasitária, a espécie de Leishmania 

envolvida, o tempo de evolução da lesão, qualidade do material coletado, a 

hemodiluição no momento da coleta de amostras da Medula Óssea, o tipo de corante 

utilizado, o tempo e o número de campos microscópicos examinados e a experiência 

do profissional que realiza o exame (RAMIREZ et al., 2000; CASTILLO & ROJAS, 

1997; FARIA; ANDRADE, 2012). 
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O segundo método mais utilizado é a sorologia, através da detecção de 

anticorpos IgG anti Leishmania sp. No Brasil, o Ministério da Saúde recomenda o 

diagnóstico da infecção pelo Dual Path Platform (DPP) – BioManguinhos/Fundação 

Oswaldo Cruz® como triagem e o ELISA como teste confirmatório (GRIMALDI et al., 

2012; BRASIL, 2014), mas a interpretação exige experiencia do Médico Veterinário, 

já que pode ocorrer reações cruzadas, gerando um falso positivo (RIBEIRO, 2007; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BARROS et al, 2012). 

 O diagnóstico molecular através da Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) 

é o que chega o mais próximo de 100% tanto na sensibilidade como especificidade, 

que pode variar de acordo com a amostra utilizada e sua respectiva carga parasitária, 

podendo ser usado medula óssea, baço, linfonodos, pele, suabe conjuntiva e sangue. 

(MAIA e CAMPINO, 2008; FERREIRA, 2013; SILVEIRA et al., 2018). 

 

2.3. Principais hemoparasitos transmitidos por artrópodes em coinfecção com 

L. infantum 

 

2.3.1. Ehrlichia canis 

A Ehrlichia canis foi descrita inicialmente por Donatien e Lestoquard, (1935) os 

quais observaram no esfregaço sanguíneo de um cão da raça Pastor Alemão 

infestado por Rhipicephalus sanguineus a presença de pequenos organismos 

semelhantes a Rickettsia no interior de monócitos, que foram nomeados Rickettsia 

canis. Posteriormente no ano de 1945, Moshkovshi renomeou a para Ehrlichia canis 

por conter caracteres morfológicos e biológicos compatíveis com o gênero Ehrlichia 

(RISTIC et al., 1984; McDADE, 1990).  Apenas na década de 60 é que a doença 

ganhou destaque quando acometeu 300 cães do exército americano na guerra do 

Vietnã (HUXSOLL et al., 1970; COSTA, 2018).  

A transmissão desta bactéria aos cães tem sido realizada primariamente pelo 

R. sanguineus em regiões urbanas (BREMER et al., 2005) e Amblyomma cajennense 

em áreas rurais (COSTA JR et al., 2007), além de Dermacentor variabilis em 

condições experimentais (JOHNSON et al., 1998).  

A infecção depende de fatores climáticos, influenciada principalmente pela 

distribuição do vetor, comportamento animal e habitat (DAGNONE et al., 2001). Por 

outro lado, a suscetibilidade racial, notadamente animais de raça Doberman, Pincher 
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e Pastor Alemão (TILLEY; SMITH; FRANCIS, 2003), idade do animal, alimentação e 

coinfecções também influenciam na severidade da doença (SILVA, 2001; SILVA et al., 

2010).  

 Após a infecção, o período de incubação dura de oito a 20 dias. Os animais 

apresentam sintomatologias que podem evoluir de aguda, subclínica, crônica ou 

assintomáticas (NEER, 1998).  A trombocitopenia é uma das principais alterações 

hematológicas encontradas e vários mecanismos estão envolvidos na  sua 

patogênese, que incluem aumento do consumo de plaquetas e diminuição da meia-

vida plaquetária, provavelmente como resultado do sequestro esplênico e destruição 

imuno mediada ocasionada pela ação de anticorpos antiplaquetários (GRENEE, 

2006). 

 A fase aguda tem duração entre duas a quatro semanas e os cães 

apresentam sinais clínicos como anorexia, apatia, vômitos, febre, linfadenopatia, 

hepatomegalia, esplenomegalia, perda de peso, petéquias, epistaxe e uveíte 

(AGUIAR et al., 2007; BORIN et al., 2009). A maioria dos cães se recupera da fase 

aguda com tratamento adequado, porém os não tratados ou aqueles tratados 

inadequadamente podem se recuperar clinicamente, mas depois entrar na fase 

subclínica, onde apenas apresentam trombocitopenia (GRENEE, 2006). 

 Na fase subclínica, após seis a nove semanas, o peso dos animais normaliza 

e a febre cessa (UENO et al., 2009), e estão clinicamente saudáveis, mas não 

eliminam totalmente a bactéria, permanecendo como potenciais portadores 

persistentes por anos.  E. canis é encontrada em maior quantidade no baço, sendo 

este o último órgão a acomodar o parasito antes da sua eliminação 

(BREITSCHWERDT, 2004; GREENE, 2006).  

 Já na fase crônica o animal apresenta sinais clínicos semelhantes à aguda, 

porém de forma mais grave, com supressão medular e sangramentos por mucosa e 

conjuntivas (DAGNONE et al., 2001). Os achados hematológicos são anemia 

arregenerativa, leucopenia e trombocitopenia intensas (MOREIRA et al., 2003; BORIN 

et al., 2009), levando à letalidade pela intensa hemorragia ou por infecções 

secundárias (GREENE, 2006). 

 

2.3.2. Anaplasma platys  
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O primeiro relato da A. platys foi descrito por Harvey em 1978, na Florida, após 

observar a presença de estruturas basofílicas em plaquetas de animais 

trombocitopênicos. A A. platys já foi descrita na Grécia, França, Itália, Israel, China, 

Japão, Tailândia, Estados Unidos, Venezuela (BROWN et al., 2001) e em várias 

regiões do Brasil (MACHADO, 2004), sendo R. sanguineus o provável vetor conhecido 

(SIMPSON et al., 1991; INOKUMA et al., 2000; SOUZA et al., 2004.; RAMOS et 

al.,2014).  

Pela capacidade de sobreviver em ambientes diversificados e por longo período 

sem se alimentar, além de uma ampla distribuição geográfica, os carrapatos são um 

dos ectoparasitos mais importantes em termos de transmissão de doenças (DANTAS-

TORRES, 2008). 

  A transmissão natural da A. platys ocorre quando um carrapato infectado se 

alimenta em um animal susceptível transmitindo os microrganismos por meio das 

secreções salivares durante o momento da picada (PREZIOSI; COHN, 2002). A 

transmissão também pode ocorrer durante a transfusão sanguínea (GASPARNI et al., 

2012).  A célula de predileção é a plaqueta, mas já foi demonstrado que a bactéria 

pode infectar promegacariócitos e megacariócitos, células precursoras de plaquetas 

provenientes da medula óssea (TOMMASI et al., 2014). 

Depois de um período de oito a 15 dias após a inoculação é possível detectar 

um grande número de plaquetas parasitadas em estiraços sanguíneos, e logo em 

seguida o número de plaquetas diminui, pois são removidas da circulação por 

macrófagos no fígado, baço, medula e mecanismos imunomediados levando a 

episódios trombocitopênicos cíclicos, tornando difícil o diagnóstico através de exame 

direto. Após o desaparecimento dos microrganismos, a plaquetometria volta ao normal 

em três ou quatro dias (NEER E HARRUS, 2006; EDDLESTONE et al., 2007).  

A infecção pode se manifestar de forma aguda, subclínica e crônica. Na forma 

aguda os animais apresentam vômito, diarreia, anorexia, perda de peso, letargia e 

depressão (MACHADO E SILVA, 2010). No hemograma é possível observar 

trombocitopenia cíclica em intervalos de sete a 14 dias que após um período tendem 

a retornar a valores normais após três a quatro dias (ALMOSNY et al., 2002).  

A fase subclínica é geralmente assintomática, podendo durar meses ou anos 

(BREITSCHWERDT, 1995). É encontrado alteração na função plaquetária, 

hiperplasia megacariocítica e dificilmente as inclusões são observadas no estiraço 
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sanguíneo, porém os valores do eritrograma e do leucograma permanecem normais 

(ALMOSNY et al., 2002) 

Na fase crônica é possível observar fraqueza, depressão, anorexia, perda 

crônica de peso, mucosas pálidas, febre, além de tendências hemorrágicas, 

linfadenomegalia, esplenomegalia, sinais oculares e alterações secundárias como 

pneumonia, glomerulonefrite e artrite (GREENE, 1995). O processo cíclico das 

trombocitopenias tende a reduzir com a cronificação da doença, resultando em 

esporádicas aparições do parasito e trombocitopenias moderadas (HIBLER et al., 

1986; WOODY E HOSKINS, 1991). 

 

 2.3.3 Babesia canis 

 Babesia é um protozoário da Ordem Piroplasmida e Família Babesiidae que 

compreende duas espécies: Babesia gibsoni e Babesia canis (SILVA et al., 2013). 

Babesia canis foi descrita pela primeira vez em 1895, por Piana e Galli-Valerio, 

na Itália e B. gibsoni foi descrita pela primeira vez na Índia, por Patton (1910) 

(BARREIRA et al., 2005; O´DWYER et al., 1997). Logo, a partir das primeiras 

descrições, B. canis foi observada na Europa, África, Ásia, Índia, América do Norte e 

América do Sul (ALMOSNY, 2002).  

A partir de estudos moleculares e genéticos ela também pode ser subdividida 

em três subespécies: B. canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi parasitando os 

eritrócitos (CARRET et al., 1999). Sendo assim B. canis canis tem como vetor o 

carrapato Dermatocentor reticulatus, na Europa; B. canis rossi é transmitida pelo 

carrapato Haemophysalis leachi, comum na África do Sul e B. canis vogeli é 

transmitida pelo R. sanguineus que também pode ocorrer entre eles de forma 

transestadial e transovariana (CHAUVIN et al., 2009).  

 No Brasil o primeiro relato de B. canis vogeli ocorreu em 2005 , diagnosticado 

através de PCR em cães naturalmente infectados, sendo então a espécie mais 

comum (PASSOS et al., 2005; RAMOS, 2010;), com relatos também de B. canis rossi 

(VASCONCELOS, 2010) e B. gibsoni (TRAPP et al., 2006). 

A babesiose canina também tem sido reportada em vários estados do Brasil, 

como o Paraná (TRAPP et al., 2006), Pernambuco (DANTAS-TORRES et al., 2006), 

Bahia (UNGAR DE SÁ et. al., 2007), Goiás (DUARTE et al., 2008), Distrito Federal 

(VASCONCELOS et al., 2010), Minas Gerais (BASTOS et al., 2004), São Paulo 
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(DELL´PORTO et al., 1993), Rio de Janeiro (GUIMARÃES et al., 2004), e Rio Grande 

do Sul (BRACCINI et al., 1992). 

A patogenia da babesiose está relacionada com a ação hemolítica, intra e 

extravascular, variando com a espécie de Babesia, cepa, dose infectante, imunidade 

e idade do hospedeiro vertebrado (ALMOSNY, 2002). Eritrócitos infectados 

incorporam antígenos do parasito na sua superfície induzindo os anticorpos a fazerem 

a opsonização dessas hemácias que são removidas da circulação pelo sistema 

fagocítico mononuclear (GREENE, 2006). 

  Os cães podem ser acometidos por infecções superagudas, agudas, crônicas, 

subclínicas e complicadas (NELSON; COUTO, 1998). A forma superaguda da doença 

é mais observada em cães jovens e os sinais clínicos são anemia intensa, 

hemoglobinúria, icterícia, temperatura baixa, podendo ocorrer, mesmo que raramente, 

babesiose cerebral, choque, coma ou morte a menos de um dia de anorexia e letargia, 

podendo, ainda, ser observada hematúria (TABOADA E MERCHANT, 1997). 

  A forma aguda da doença é caracterizada por anorexia, letargia, vômitos e 

febre, podendo ainda ser observado hematúria, icterícia, linfadenopatia generalizada 

e edema periorbitário. A anemia hemolítica imunomediada é importante para o 

diagnóstico diferencial da Babesiose (TABOADA E MERCHANT, 1997). 

Quando a doença se apresenta na forma crônica ocorre febre intermitente, 

anorexia, emaciação, fraqueza, esplenomegalia e raramente hemoglobinúria e 

icterícia. Pode haver acidose metabólica e coagulação intravascular disseminada e 

pancreatite aguda (ALMOSNY, 2002). 

Já na subclínica os animais apresentam sinais brandos como apatia e febre, 

recuperam-se rapidamente tornando-se portadores do parasito. Entretanto, animais 

portadores podem adoecer quando são submetidos a estresse intenso como doenças 

concomitantes ou terapia com corticoides (ALMOSNY, 2002). 

Na fase complicada, além dos vários sinais clínicos já referenciados é possível 

encontrar sinais como estomatite ulcerativa, convulsões, astenia, ataxia, edema, 

ascite, artrite e evidência de doença respiratória (NELSON; COUTO, 1998).  A 

coinfecção com outros patógenos, como E. canis e A. platys, pode ser o motivo da 

diversidade de sinais clínicos observados nas diversas manifestações da babesiose 

(TABOADA E MERCHANT, 1997). 
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A gravidade dos sinais clínicos varia com a espécie ou subespécie, com a 

idade, resposta imune do hospedeiro e presença de infecções concomitantes 

(SCHETTERS et al., 1997; BOOZER E MACINTIRE, 2003). B. canis rossi causa, 

frequentemente, infecção fatal; B. canis vogeli causa infecção moderada ou subclínica 

e B. canis canis apresenta patogenicidade variando entre B. canis rossi e B. canis 

vogeli (UILENBERG et al., 1998).  

O achado hematológico mais consistente é anemia hemolítica, do tipo 

regenerativa, mas a anemia normocítica normocrômica também é encontrada nos 

primeiros dias da infecção (GREENE, 2006). Também é observada trombocitopenia, 

leucocitose, neutrofilia, neutropenia, linfocitose e eosinofilia (GREENE, 2006). 

 

2.3.4 Hepatozoon canis 

    Sendo classificado a princípio como Leucocytozoon canis por BENTLEY (1905) e 

JAMES (1905), o gênero Hepatozoon, que foi descoberto na Índia, teve seu nome 

mudado para H. canis por Wenyon (1940).  Atualmente são conhecidas duas espécies 

que acometem os cães, a H. americanum que foi descrito nos Estados Unidos 

(VINCENT-JOHNSON et al., 1997; BANETH e SHKAP, 2003), e a H. canis que é 

encontrada na Europa, África, Ásia, e América do Sul (BANETH et al., 2003).  

  No Brasil a infecção por H. canis foi relatada pela primeira vez no Rio de Janeiro 

(MASSARD, 1979) e hoje em dia já foi descrita em vários estados como São Paulo 

(RUBINI et al., 2008), Espirito Santo (SPOLIDORIO et al. 2009) e  Pernambuco 

(DANTAS-TORRES et al., 2010; RAMOS et al., 2010). Os diferentes trabalhos 

publicados no Brasil revelaram que H. canis está presente em todas as regiões, sendo 

a sua prevalência muito variável, dependendo da região, da origem dos animais, ou 

seja, se os cães são de áreas rurais ou urbanas, e da metodologia de diagnóstico 

utilizada, se esfregaços de sangue ou PCR (OLIVEIRA, 2018). 

O ixodídeo Rhipicephalus sanguineus era o único responsável pela 

transmissão do protozoário Hepatozoon canis (CRAIG et al.,1978); mas Murata e os 

seus colaboradores (1995) apontaram Haemaphysalis longicornus e Haemaphysalis 

flavas como potenciais vetores. No Texas, Estados Unidos, o Hepatozoon 

americanum é transmitido pelo vetor Amblyomma maculatum (BANETH et al., 2000; 

CRAIG et al.,1978; MATHEW et al., 1998). 
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    Já no Brasil o carrapato Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) é o principal 

vetor, além do Amblyomma ovale (FORLANO, 2005) e do R. (Boophilus) microphilus 

(DE MIRANDA et al. 2011), que já foram sugeridos como potenciais vetores quando 

são ingeridos pelo animal.  

Cães com idade inferior a um ano são mais predispostos ao desenvolvimento 

da hepatozoonose em razão da imaturidade do sistema imunológico (CHHABRA et al. 

2013; GOMES et al., 2010), mas até o momento acredita-se que não exista 

predisposição racial e sexual (EL-DAKHLY et al., 2013, GOMES et al., 2010). 

  No Brasil a maioria dos cães infectados apresenta sinais subclínicos por H. 

canis, encontrado com bastante frequência em associação simultânea com outros 

patógenos (O‟DWYER, 2011; BORGEST, 2015).  De acordo com O`Dwyer e 

colaboradores (2001), a patogenicidade e manifestações clínicas da infeção por H. 

canis varia de acordo com a idade do hospedeiro, grau de infecção e coinfecções. 

Apesar disso, os sinais clínicos mais observados são febres, depressão, letargia, 

corrimento ocular, linfoadenomegalia, perda de peso, palidez das mucosas e anorexia 

(BANETH et al., 1995; MYLONAKIS et al., 2005; PALUDO et al., 2003). 
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4.OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 

 Avaliar o diagnóstico citológico em diversas amostras biológica para detecção 

de Leishmania infantum e co-infecção por hemoparasitos 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar a sensibilidade citológica de amostras biológicas para diagnóstico de 

Leishmania sp na ausência de medula óssea; 

2. Determinar a frequência de coinfecção dos hematozoários em cães com 

infecção natural por L. infantum no estado de Pernambuco; 

3. Realizar a detecção molecular dos hemoparasitos encontrados em cães com 

infecção natural por L. infantum no estado de Pernambuco. 
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DIAGNÓSTICO PARASITOLÓGICO DE Leishmania infantum: NA AUSÊNCIA DE 

MEDULA ÓSSEA, QUAL MELHOR AMOSTRA BIOLÓGICA? 

 
RESUMO 
 

Objetivou-se com este trabalho avaliar qual melhor amostra a ser utilizada para 

pesquisa direta de formas amastigotas de Leishmania spp, na ausência da citologia de 

medula óssea. Foram utilizados 29 cães, de raças e idades variadas provenientes do 

Hospital Veterinário da Universidade Federal de Pernambuco reagentes ao teste Dual 

Path Platform (DPP® Bio Manguinhos) e parasitológico positivo na citologia direta da 

medula óssea. Amostras positivas em medula óssea (MO) e linfonodo corresponderam 

a 61,1% (22/29), para MO e pele 47,2% (17/29) e swab conjuntival e MO 33,3% (12/29) 

(Tabela 1). Para margem de erro fixada (5%) foram registradas diferenças 

significativas (p < 0,05) entre os resultados do exame da medula com swab e com pele. 

Amostras positivas em medula óssea e linfonodo corresponderam a 61,1% (22/29), 

para MO e pele 47,2% (17/29) e swab conjuntival e MO 33,3% (12/29), sendo as 

amostras de linfonodo a melhor amostra menos invasiva.  

Palavras chave: Diagnóstico; Leishmaniose Visceral Canina; Pesquisa direta;  

 

1.INTRODUÇÃO  

         A Leishmaniaose visceral (LV) é uma doença causada por um protozoário 

denominado Leishmania infantum e tem como vetores dípteros da subfamília 

Phlebotominae (GALATI, 2003, LOPES et al, 2017). Os cães, principais reservatórios 

em áreas urbanas, podem desenvolver a Leishmaniose Visceral (LVC)  podendo 

apresentar sinais clínicos variáveis e inespecíficos, o que demostra uma cautela em 

que fazer o diagnóstico na rotina ambulatorial (QUEIROZ et al., 2010; CUNHA et al., 

2014, GODOY et al., 2016; GUIMARAES, 2017).  

Entre os métodos de diagnóstico parasitológico da LVC temos a citologia direta, 

que é considerada “padrão ouro”, sendo a observação de formas amastigotas de 

Leishmania sp rápida e prática, com 100 % de especificidade, embora apresente 

sensibilidade variável (GENARO, 1993; SILVA, 2007; GREENE, 2012).  A cultura e a 

imunohistoquimica, também são métodos parasitológicos mas não são normalmente 
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empregadas na rotina clínica veterinária, uma vez que demandam tempo, estrutura 

laboratorial e mão-de-obra qualificada que torna estes processos onerosos e menos 

práticos (XAVIER et al., 2006; RAMOS-VARA et al., 2008; QUINNELL et al., 2009). 

          O diagnóstico da LVC, conforme preconizado pelo Ministério da Saúde do 

Brasil, é realizado por meio de métodos sorológicos: Dual Path Platform (DPP) – 

BioManguinhos/Fundação Oswaldo Cruz® como triagem e o ELISA como teste 

confirmatório (GRIMALDI et al., 2012; BRASIL, 2014). No entanto, a interpretação 

destes resultados requer experiência do Médico Veterinário, uma vez que pode 

ocorrer reações cruzadas com outros agentes infecciosos como, por exemplo:  

Trypanosoma caninum, Babesia spp, Ehrlichia spp e Anaplasma spp (RIBEIRO, 2007; 

SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BARROS et al, 2012). Este desafio diagnóstico pode 

gerar resultados falsos positivos e não são 100% sensíveis e específicos (RIBEIRO, 

2007; SOLANO-GALLEGO et al., 2009; BARROS et al, 2012).  

A medula óssea, principalmente a esternal, embora tenha praticidade e rapidez, 

apresenta limitações, por ser uma técnica invasiva e traumática, que requer muitas 

vezes sedação, além de treinamento para realização da coleta (SUNDAR & RAI, 2002, 

RAMOS, 2012). Sabe-se que outros locais podem servir como coleta, como linfonodo, 

pele e suabe conjuntival (SILVA, 2007; GREENE, 2012). 

Com o intuito de facilitar o diagnóstico da LVC na rotina clínica veterinária e 

garantir um resultado o a maior sensibilidade possível, objetivou-se com este trabalho 

avaliar qual melhor amostra a ser utilizada para pesquisa direta de formas amastigotas 

de Leishmania spp, na ausência da citologia de medula óssea.  

 

2.MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Aspectos éticos 

O projeto foi aprovado pelo Conselho de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) registrado sob a licença de 

número 011/2019. 

 

2.2 Triagem dos Animais  

Foram utilizados 29 cães, de raças e idades variadas provenientes do Hospital 

Veterinário da Universidade Federal de Pernambuco entre Janeiro de 2018 e Maio de 

2019. Todos selecionados foram reagentes ao teste Dual Path Platform (DPP® Bio 
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Manguinhos) apresentaram parasitológico positivo na citologia direta da medula 

óssea.  

2.3 Diagnóstico Parasitológico  

Foram realizadas citologias esfoliativas de pele lesionada, punção aspirativa de 

medula óssea, aspirado de linfonodo poplíteo e suabe de conjuntiva ocular. Realizou-

se esfregaços em lâminas de microscopia e coloração do tipo Romanowsky. Após, 

examinados em microscópio óptico com objetiva de 100x para pesquisa de formas 

amastigotas de L. infantum. 

 

2.4 Métodos Estatísticos  

Os dados foram analisados descritivamente através de frequências absolutas 

e percentuais. Para avaliar diferença entre os exames realizados utilizou-se o teste 

Qui-quadrado de Mc-Nemar. A margem de erro utilizada na decisão dos testes 

estatísticos foi de 5%. O programa utilizado para obtenção dos cálculos estatísticos 

foi o IMB SPSS na versão 23. 

 

3.RESULTADOS 

Amostras positivas em medula óssea (MO) e linfonodo corresponderam a 61,1% 

(22/29), para MO e pele 47,2% (17/29) e suabe conjuntival e MO 33,3% (12/29) (Tabela 

1). Para margem de erro fixada (5%) foram registradas diferenças significativas (p < 

0,05) entre os resultados do exame da medula com suabe e com pele. 

Tabela 1 – Presença ou ausência de formas amastigotas de Leishmania sp em medula 
ossea, linfonodo, swabe conjuntival e pele de cães, através do método direto. 

 Medula  

Variável  Positivo Negativo Valor p 
 N % N %  
      

Linfonodo     p(1) = 0,549 

Positivo 22 61,1 4 11,1  

Negativo 7 19,4 3 8,3  
 

     

Suabe conjuntival     p(1) < 0,001* 

Positivo 12 33,3 - -  

Negativo 17 47,2 7 19,4   

     

Pele      p(1) = 0,035* 
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Positivo 17 47,2 3 8,3  

Negativo 12 33,3 4 11,1  

      
(*) Diferença significativa a 5% 
(1) Através do teste Exato de Mc-Nemar. 

 

 

4.DISCUSSÃO 

 

Um dos grandes desafios para o diagnóstico da Leishmaniose, principalmente 

no método direto, é a escolha da melhor amostra. De acordo com os resultados 

encontrados, as amostras de linfonodo apresentaram maior positividade levando em 

consideração a MO, e consequentemente foram observados menos falso negativos 

(7/29), representando uma boa opção para coleta e diagnóstico. Apesar da punção 

medular apresentar sensibilidade variando entre 60 e 85% (FERRER, 2002; SUNDAR 

e RAY, 2002), Braz et al., (2016) obtiveram valores em que as amostras de linfonodo 

representaram o maior número de animais positivos à doença, (44%), e 

Saridomichelakis et al. (2005) relataram que o linfonodo foi positivo em 83,3% dos 

cães sintomáticos, também sendo a maioria. O sistema hemolinfático é o primeiro 

envolvido e é caracterizado pela linfadenomegalia, sinal clínico mais presente na LVC, 

apontado por diversos estudos (LUVIZOTTO, 2006; DIAS, 2008; FREITAS et al., 

2012; PALTRINIERI et al., 2016), podendo explicar a alta positividade nas amostras 

de linfonodo. 

Diferentes fatores podem levar a esta diferença entre positividade da medula e 

linfonodo, como a carga parasitária, a espécie de Leishmania envolvida, o tempo de 

evolução da lesão, qualidade do material coletado, a hemodiluição no momento da 

coleta de amostras da MO, o tipo de corante utilizado, o tempo e o número de campos 

microscópicos examinados e a experiência do profissional que realiza o exame 

(RAMIREZ et al., 2000; CASTILLO & ROJAS, 1997; FARIA; ANDRADE, 2012). Com 

relação a combinação entre os resultados encontrados quando as duas amostras, 

medula óssea e linfonodo, são utilizadas, a sensibilidade pode ser de 71% a 91% 

(FERRER, 1999; KOUTINAS et al., 2001). 

Andrade et al. (2006) e Dias et al., (2019) não observaram diferença estatísticas 

significativas entre baço, linfonodo e medula óssea, e medula óssea, linfonodo e 

sangue, respectivamente.  
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A pele foi o local que apresentou segunda maior positividade, após as amostras 

de linfonodo. Apesar de não ter sido definido um local de eleição para coleta em pele 

de Cães com LV, já  foi demonstrado parasitismo na pele do focinho, pavilhão 

auricular, abdômen e escápula (DEANE & DEANE 1955; MADEIRA et al., 2004; 

MADEIRA et al., 2006; XAVIER et al., 2006; VERÇOSA et al., 2008; MADEIRA et al., 

2009; CALABRESE et al., 2010). Santos, (2011) visualizou formas amastigotas tanto 

em pele integra como lesionada, sendo esta última obtendo positividade em todas as 

amostras, e a integra apresentando baixa sensibilidade, sendo então variável a 

sensibilidade dependendo do tempo da evolução dermatológica da doença. A pele foi 

considerada por Abranches et al. (1991) um importante reservatório para parasitos em 

cães infectados, saudáveis e doentes, além de ter um importante papel na 

transmissão da LV, pois a alta carga do parasito é acessível ao vetor flebotomíneo 

(DEANE E DEANE, 1962) e a carga parasitária pode ser influenciada pela resposta 

inflamatória, como descrito por Calabrese et at. 2010, onde cães com lesões 

inflamatórias acentuadas, com presença principalmente de mastócitos, apresentaram 

baixa carga parasitária em comparação com a pele de reação inflamatória leve, 

composta de macrófagos, com carga maior.  

 No presente trabalho todas amostras foram coletadas de pele lesionada, se 

mostrando então, um local de eleição para diagnóstico, após pele e linfonodo.  

A citologia da conjuntiva foi a que apresentou o menor número de positivos. A 

presença de sinais oftálmicos em cães com leishmaniose é estimada em 16 a 80% 

dos animais doentes (MOLLEDA et al., 1993; CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS 

et al., 1999; PEÑA et al., 2000).  O resultado neste trabalho foi superior ao encontrado 

por Peña et al., (2000) que obtiveram 18,8% de positivos ao realizarem a citologia de 

esfregaços conjuntivais em cães com alterações oftálmicas decorrentes da 

leishmaniose. Já os valores do presente trabalho se aproximaram do encontrado em 

animais sem sinais oculares (38,1%) observados por Barbosa et al., (2012), porém, 

menores que nos animais com sinais oculares (60%) do mesmo trabalho. Por ser um 

método simples, pouco invasivo e minimamente estressante para os animais 

(OLIVEIRA et al., 2015), é uma vantagem para ser utilizada na rotina de diagnóstico, 

porém há chances de falso negativos.  
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5. CONCLUSÃO  

 Conclui-se que na ausência da citologia medular, a citologia de linfonodo é a 

melhor opção para diagnóstico da LVC, seguida da pele e, por último, swab 

conjuntival, de forma rápida e menos invasiva.  
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Hepatozoon canis AND Babesia vogeli INFECTING DOGS WITH VISCERAL 
LEISHMANIASIS 
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EVALUATION OF Hepatozoon canis AND Babesia vogeli COINFECTION IN DOGS 
WITH NATURAL INFECTION OF Leishmania infantum 

 
 

 
ABSTRACT 

 

The study was conducted in the state of Pernambuco and 72 dogs from January of 

2018 to May 2019, of different breeds and ages positive for L. infantum were used 

through the Dual Path Platform (DPP® Bio Manguinhos) and direct parasitological 

examination. Hematozoa were researched by direct examination and molecular 

biology. Of the animals analyzed in the direct hematozoan survey only 1.39% (1/72) 

were positive for H. canis. In the PCR reaction for hematozoa was observed 8.33% 

(6/72) positive for H. canis and 2.78% (2/72) positive for B. canis. There was no 

coinfection among hemoparasitic diseases in molecular diagnosis. The paper reports 

the first report of coinfection of positive animals for L. infantum in coinfection with 

Hepatozoon canis and Babesia canis in Pernambuco State. 

 

 

1. INTRODUCTION 

 

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is an immunomediated, chronic parasitic 

disease, whose etiological agent in Brazil is Leishmania (Leishmania) infantum which 

is transmitted by Lutzomyia longipalpis (ARIAS, 1996). 

In endemic areas, dogs, immunosuppression caused by L. infantum, during 

active disease, associated with malnutrition and changes in the myeloid system may 

be responsible for the development of secondary infections, increasing the 

susceptibility to various opportunistic or non-opportunistic parasitic infections. 

(Andreotti et al., 2005). 

 Thus, reports of coinfection in animals with CVL by Dirofilaria immitis (MAIA et 

al., 2016), Demodex sp. (MOZOS et al., 1999), Anaplasma platys, Ehrlichia canis, 

Mycoplasma haemocanis, Rickettsia coronii, Babesia sp., Hepatozoon sp., 

Toxoplasma gondii (OLIVEIRA et al., 2017; ATTIPA et al., 2018; BAXARIAS et al., 

2018, ATTIPA et al., 2018), have been described. However, little has been described 
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about the co-infection of other arthropod-borne pathogens in dogs with natural L 

infantum infection in northeastern of Brazil. 

The presence of co-infection with more than one parasitic or infectious 

pathogens has been a common finding in tropical and subtropical areas where there 

are some vectors  and the simultaneous transmission occurs among dogs 

(YISASCHAR-MEKUZAS et al.), particularly Babesia canis, Anaplasma 

phagocytophilum, Ehrlichia canis in various regions of Brazil (Oliveira et al., 2008; 

Paulan et al., 2013; Gonçalves et al., 2014). 

In Pernambuco the tick Rhipicephalus sanguineus sensu lato (sl) acts as a 

biological vector of a number of these agents (Dantas-Torres, 2008) such as 

Hepatozoon sp and Babesia canis vogeli (Dantas-Torres et al. 2004; Ramos et al 2010; 

Araujo et al., 2015). Despite the same vector, Hepatozoon sp. occurs by ingestion of 

the tick (MAKIMURA; KINJO, 1991; MURATA et al., 1993; BANETH; WEIGLER, 

1997), while B. canis is transmitted at the time of tick blood repast (CARRET et al., 

1999; LOBETTI 1998; ALMOSNY 2002) 

Given the similarity of some clinical signs between babesiosis, hepatozoonosis 

and visceral leishmaniasis, allied to the presence of cross-reactions in serological tests 

(FERRER et al., 1995; MANCIANTI et al., 1996; GOMES; CORDEIRO, 2004; 

CIARAMELLA et al. , 1997; MANA et al, 2009; FERREIRA et al. 2007), besides 

repercussion of the general stage of the animal TUTTLE et al., 2003; Baneth et al., 

2015), the conclusive diagnosis reinforces the importance of diagnostic methods that 

differentiate the pathogens involved. 

Thus, the objective of this work was to evaluate the coinfection through the direct 

and molecular diagnosis of H. canis and B. canis in dogs with natural infection by L. 

infantum 

2. MATERIAL AND METHODS 

 

2.1  Study area and ethical approval 

The study was conducted in were attendant in the Small Animal Hospital from 

Federal Rural University of Pernambuco State. This study was approved by the 

Institutional Animal Ethics Committee- CEUA/UFRPE (approval ID number 011/2019). 

The experimental procedures were carried out in accordance of the Brazilian 

regulations relating to experimental biology and medicine. 
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2.2 Animal and sampling 

Seventy-two domiciliated dogs of varying age and race, from January of 2018 

to May 2019 were used.  All dogs with L. infantum infection was determined by clinical, 

parasitological (bone marrow biopsy, lymph node, skin scarification, blood) and 

serological (immunocroatographic rapid test DPP®) diagnoses. All dogs were also 

evaluated for the presence of clinical signs associated with other vector borne disease 

and it was made a parasitological diagnosis by thin blood smears. 

 

2.3 Laboratory procedures 

The collected whole blood was frozen and kept at -20ºC for subsequent DNA 

extraction. For the extraction of DNA from blood the kit Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega), were used according to the manufacturer's 

recommendations. The primers BAB143-167 (5'-

CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3') BAB694-667 (5'-

GCTTGAAACACTCTARTTTCTCAAAG-3' HEPF (5′-

GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3') and HEPR (5′-

ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3') were used.  

After amplification, the PCR product was stained with Blue Green Loading Dye 

I (LGC Biotechnology), plotted on 2% agarose gel and placed in trisacetate-EDTA (1X) 

buffer electrophoresis vat (LGC Biotechnology) for later visualization under ultraviolet 

light. 

 

2.4 Data analysis 

The data were analyzed descriptively using absolute and percentage 

frequencies.  

3.RESULTS 

All animals were positive by at least in one parasitological test (bone marrow 

biopsy, lymph node, skin scarification) and 100% were positive for 

immunocroatographic tests for Leishmaniose. Clinical examination conducted at the 

time of blood sample collection revealed that all dogs did not show any clinical signs 

of babesiosis or hepatozoonosis. The blood smear examination showed 1.39% (1/72) 
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samples positive just for H. canis (Figure 1). Detection by PCR of pathogenic protozoa 

showed 8.33% (6/72) for H canis. and 2.78% (2/72) of samples positive for B.canis.  

 

 

 

Figure 1. Romanowsky-type stained blood smear showing Hepatozoon canis gamonts (arrow) within a 
neutrophil x 100 

. 

 

1. DISCUSSION 

 

In endemic areas visceral leishmaniasis in dogs can be easily diagnosed by 

parasitological methods from different samples presenting a divergent parasite burden, 

even being considered the gold standard (MAIA and CAMPINO, 2008; LAURENTI, 

2009) they still have low sensitivities when compared with serologic tests. 

In point of clinical signs, Babesia infections in domestic dogs include not only 

animals with acute or chronic babesiosis syndrome, but also asymptomatic carriers, 

which one of them may show laboratorial changes (SOLANO-GALLEGO et al., 2009; 

KRAWCZAK et al., 2015).  

On the other hand, only a small proportion of animals were positive for H. canis by 

parasitological examination A thin blood smears are most useful for detecting the 

presence of blood parasites in veterinary medicine, but they present low sensitivity 
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(HARRUS et al., 1997), because the circulating parasite burden usually is less than 

1% (CADMAN et al., 1994). 

In Brazil, the infection with H. canis and B. canis vogeli has been observed in 

various states, and many of these areas are also endemic for visceral leishmaniasis in 

dogs(BASTOS et al., 2004, TRAPP et al., 2006, DANTAS-TORRES et al., 2006 

RUBINI et al., 2008, MIRANDA et al., 2014, RAMOS et al., 2015; MORGADO, 2016), 

but only two reports was made by co-infection of H canis and L infantum at the same 

dog by parasitological diagnosis in different regions of Brazil  (ANTUNES et al 2015; 

DEMONER et al., 2016). 

Otherwise, the detection by PCR of pathogenic protozoa showed the amplicons 

compatible to H. canis and B. canis. The result of the present study for H. canis (8.33%) 

was higher than that reported by Baxarias et al. (2018), who found only 1.3% positivity 

for H. canis in dogs positive for Leishmaniasis in Spain, where a large frequency of 

vectors is found, suggesting the same distribution curve of diseases transmitted by 

these vectors. However, regardless of whether the values found here are also higher 

than Rojas et al. (2014) who observed a prevalence of 7.5% or less than those found 

by Medkour et al. (2020) who obtained 16% of H. canis co-infection in Costa Rica and 

North Africa respectively, it should be considered that animal lifestyle is a risk factor 

for coinfection, in addition to exposure to disease vectors. 

In Brazil, H. canis infection has been described in endemic areas for CVL such 

as São Paulo (RUBINI et al., 2008; DEMONER et al., 2016), Minas Gerais (MIRANDA 

et al., 2014), Mato Grosso in the South (RAMOS et al., 2015; MORGADO, 2016) and 

Rio Grande do Norte (GONÇALVES et al., 2014), through molecular methods, but co-

infection was only reported in the Northeast and dogs and their ticks, (GONÇALVES 

et al., 2014) and in the Brazilian Midwest where the animals presented clinical and 

histopathological alterations (ANTUNES et al, 2015; MORGADO et al. 2016). 

The PCR is an excellent tool for directly identifying some pathogens, include H. 

canis (RUBINI et al., 2005; LASTA, 2008) not only because the sensitivity and 

specificity, but also capability to detect DNA as lower as of 4.5 ng/µL (ADAO et al., 

2017). 

Although the PCR showed 8.33% of positive samples for H. canis from 

Pernambuco State, and Ramos et al., (2010) have been detected a H. canis infection 
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rate of only 0.48% in dogs the immunosuppression in visceral leishmaniasis in dogs 

should be responsible for different rates of prevalence of this pathogen.  

PCR results for B. canis coinfection (2.78%) were close to those found by 

Medkour et al (2020), which detected multiple B canis and L infantum infection in 2.2% 

(5/227) of dogs evaluated in the north. from Africa. 

In Brazil, B. canis infection in dogs with visceral leishmaniasis was reported by 

Sousa et al (2013), who obtained 1.6% co-infected in Mato Grosso do Sul, and Melo 

(2016) and Gama-Melo et al. (2019) both observed only one case of co-infection 

between B. canis and L. infantum in Minas Gerais.  

The same way of H. canis the PCR presents high sensitivity and specificity to 

B. canis detecting DNA as lower as of 19,5 ng/µL (ADAO et al., 2017). 

Although the PCR showed 2.78% of positive samples for B. canis in dogs with 

natural infection of L infantum   from Pernambuco State, Ramos et al., (2010) and 

Araujo et al. (2015) observed the B canis prevalence ranging 7,31% and 57,9% 

respectively. The different methods may cause difference between percentages, 

considering that no dogs are used positive for LVC, but reveals that B. canis is present 

in increasing state. 

The diagnosis of hematozoa coinfection in dogs with natural L infantum infection 

is very important for the small animal clinicians, since dogs with leishmaniasis may 

present haematological abnormalities similar to infection by H. canis and B. canis. 

Thus, the detection of these hematozoa can contribute to an appropriate therapeutic 

approach reducing the death of animals with leishmaniasis. 

 

5. CONCLUSION 

The study is the first report of coinfection of dogs with natural infection with L. 

infantum with H. canis and B. canis in Pernambuco State, Brazil, showing the 

importance in the clinic of small animals, so that it is the correct diagnosis and 

treatment. 
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