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RESUMO 

 

A leishmaniose é uma doença parasitária infeciosa, causada por protozoários do gênero 

Leishmania e transmitida pelo vetor flebótomo. Caracterizada como Doença Tropical 

Negligenciada, acomete diversas espécies de mamíferos, sendo o cão, atualmente, o principal 

reservatório em área urbanas. Os equinos também podem ser infectados, especialmente 

quando estão em contato com reservatórios ou vetores. No município de Uruguaiana – RS há 

um expressivo número de equinos utilizados na tração de cargas e como meio de transporte, 

com constante movimentação dentro do perímetro urbano. Esses animais vivem em condições 

precárias, submetidos a trabalhos excessivos e má nutrição. Frente a estes fatores somados à 

atual situação epidemiológica da leishmaniose visceral canina no município, o presente estudo 

foi realizado com o objetivo de identificar a presença de Leishmania sp em equinos urbanos 

do município de Uruguaiana-RS. Para a condução do experimento foram utilizadas amostras 

sanguíneas de 192 equinos testadas em três técnicas: sorológica (ELISA), 

imunocromatográfica (TR-DPP) e molecular (PCR). Na técnica de ELISA foi utilizado soro, 

testado com o Kit Ensaio Imunoenzimático para Diagnóstico da Leishmaniose Visceral 

Canina – Bio-Manguinhos e para o teste imunocromatográfico Teste Rápido Dual Path 

Platform utilizaram-se amostras de sangue total. As reações de PCR, após extração de DNA 

de sangue periférico dos animais, foram realizadas com quatro pares de iniciadores distintos. 

Todas as amostras testadas apresentaram-se não reagentes nos ensaios imunológicos. 

Entretanto, com o emprego da técnica PCR, mais sensível, houveram amostras positivas. Dos 

quatro pares de iniciadores testados, 75 amostras foram positivas, 52 com pelo menos um dos 

pares. Contudo, ao analisarmos individualmente os iniciadores, 58,6% foram positivos para 

LITSV/L5.8SR, 44% para LITSV/LISTSR, 28% para RV1/RV2, e 4% LITSR/L5.8S. Os 

resultados apresentados no experimento indicam a possibilidade de existência de Leishmania 

em equinos na região de Uruguaiana, embora os testes sorológicos não tenham apresentado 

reatividade para Leishmania. A técnica molecular possibilitou a detecção do gênero 

Leishmania nas amostras de sangue periférico dos equinos. Este foi o primeiro relato da 

infecção na espécie equina na região do extremo oeste do estado do Rio Grande do Sul. 

Contudo, se faz importante a realização de sequenciamento do fragmento para que se possa 

confirmar a identidade genética de Leishmania sp.  

 

Palavras-chave: Cavalos. Doenças Parasitárias. Métodos de Diagnóstico. Infecção. 



 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is an parasitic infectious disease caused by protozoa genus Leishmania and 

transmitted by the sandfly vector. Characterized as Neglected Tropical Disease, affects 

several species of mammals, and the dog are main reservoir in urban areas. The horses can 

also be infected especially when they are in contact with reservoirs or vectors. In 

Uruguaiana’s city, there is a significant number of horses used in the tensile loads and means 

of transport, with constant movement within the city, living in precarious work’s conditions, 

subjected to excessive and poor nutrition. In view of these factors added to the current 

epidemiological situation of LVC in the city, the present study aim to identify the presence of 

Leishmania in urban horses the municipality of Uruguaiana-RS. For the experiment, blood 

samples from 192 horses were used for holding three techniques: serological (ELISA), 

immunochromatographic (TR-DPP) and molecular (PCR). For conducting ELISA’s Test 

serum was used and tested with Bio-Manguinhos kit and for TR-Dual Path Platform Rapid 

Test whole blood samples were employed. In the PCR technique, DNA was extracted from 

peripheral blood of animals and amplifications were performed with primers RV1 / RV2, 

LITSR / LITSV, LITSR / L5.8S / LITSV / L5.8SR.. All tested samples showed negative 

results in immunoassays. However, employing sensitive techniques such as PCR, positive 

samples were detected. Considering the four primer pairs tested, 75 animals were positive, 52 

with at least one of the pairs. However, when analyzing the individual primers, 58.6% were 

positive for LITSV/L5.8SR, 44% to LITSV/LISTSR, 28% for RV1/RV2, and 4% 

LITSR/L5.8S.In The results presented in the experiment indicate the possibility of 

Leishmania in horses in the region of Uruguaiana city, although serological tests have not 

submitted reactivity to Leishmania. Molecular technich shows results to consider the 

Leishmania’s presence in horse’s peripheral blood samples. This was the first report of 

infection in equine species in westernmost region of the Rio Grande do Sul state. However, it 

is important to conduct sequencing of the fragment so that we can confirm the genetic identity 

of Leishmania sp. 

 

Keywords: Horses. Parasitic Disease. Diagnostic Methods. Infection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A leishmaniose representa um grave problema de saúde pública, presente em 98 

países, com 14 milhões de pessoas infectadas e 350 milhões expostas ao risco de infecção e 

doença (ALVAR et al., 2012). A enfermidade acomete principalmente populações de países 

em desenvolvimento, sendo 90% dos casos diagnosticados provenientes da Índia, Bangladesh, 

Sudão, Sudão do Sul, Etiópia e Brasil (ALVAR et al., 2012). É classificada como uma 

Doença Tropical Negligenciada - DTN (WHO, 2010). 

No Brasil, até o fim da década de 80, a leishmaniose estava restrita às zonas rurais, e a 

transmissão ocorria entre vetores e animais silvestres (BRASIL, 2014). Entretanto, na década 

de 90 iniciou um nítido processo de urbanização da enfermidade, além da sua expansão 

geográfica para os estados mais ao sul do país (ALVES e BEVILACQUA, 2004). 

As leishmanioses são doenças infecciosas, não contagiosas, causadas por protozoários 

do gênero Leishmania Roos, 1903, família Trypanosomatidae (SOARES, 2012). O ciclo do 

parasito é digenético com duas formas principais: sendo a forma promastigota, flagelada e 

localizada no tubo digestório do inseto vetor; e a forma amastigota, sem flagelo livre e 

intracelular obrigatória das células fagocitárias do hospedeiro mamífero (GONTIJO e 

CARVALHO, 2003; LYNN e MC MASTER, 2008). A enfermidade tem sintomatologia 

variada, e as manifestações clínicas em humanos são subdivididas em leishmaniose cutânea, 

mucocutânea, visceral e tegumentar Post-kala-azar - PKDL (CHAPPUIS, 2007). A 

leishmaniose visceral é decorrente da infecção pela espécie Leishmania infantum, proveniente 

de países europeus. Entretanto, nas Américas foi classificada como Leishmania chagasi, 

Cunha & Chagas, 1937.  

O vetor flebótomo nas Américas do Sul e Central é o Lutzomyia longipalpis e, mais 

recentemente, também o Lutzomyia cruzi. Apesar das evidências de que pulgas e carrapatos 

sejam infectados por Leishmania, a atuação como vetores no ciclo de transmissão não está 

clara (COUTINHO e LINARDI 2007; PAZ et al., 2010). 

Os reservatórios habituais são os canídeos, a espécie Canis familiaris é considerada o 

mais importante hospedeiro vertebrado e o principal reservatório para a leishmaniose visceral 

humana (SOARES et al., 2012). Sabe-se que, além dos seres humanos e cães, diversos 

mamíferos também podem ser acometidos por leishmaniose (SOARES et al., 2013), incluindo 

primatas (MALTA et al., 2010), marsupiais (SANTIAGO et al., 2007), edentados (ARAÚJO 

et al., 2013), roedores (PAPADOGIANNAKIS et al., 2010) e equinos (ROLÃO et al., 2005). 
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As evidências de que equinos, incluindo os que residem em áreas endêmicas para 

leishmaniose visceral canina (LVC) e leishmaniose visceral humana (LVH), são capazes de se 

infectar com Leishmania sp (MUKHTAR et al., 2000), reforçam a importância da 

investigação da espécie, que atua como fonte de alimentação para os vetores ou participante 

do ciclo epidemiológico (ROLÃO et al., 2005; KOUAM et al., 2010). No continente europeu 

existem descrições de equinos infectados por L. infantum (SOLANO-GALLEGO et al. 2003; 

ROLÃO et al., 2005). No Brasil, foram detectados anticorpos anti-Leishmania sp (FEITOSA 

et al., 2012), e presença de parasitos através de técnicas sorológicas e moleculares, com 

possível infecção mista causada por L. infantum e L. braziliensis em equinos provenientes de 

regiões endêmicas (SOARES et al., 2013). 

O diagnóstico definitivo das leishmanioses é realizado através da detecção do agente 

causal, preferencialmente nos órgãos ricos em células do sistema mononuclear fagocitário ou 

em lesões de pele no caso de se tratar de LVH e LVC, respectivamente (CORTES, 2008). 

Diferentemente da infecção em humanos e caninos que já possuem padronização nas 

técnicas de diagnóstico, para a detecção do parasito em outras espécies, como a equina, 

utilizam-se os mais variados testes (sorológicos, moleculares, culturas, biópsias). Os testes 

sorológicos e parasitológicos têm sido amplamente utilizados nos equinos (KOUAM et al., 

2010; FEITOSA et al., 2012; BIGELI et al., 2012; SOARES et al., 2013). Deste modo, 

considerando a predisposição de infecção da espécie equina por protozoários do gênero 

Leishmania sp em regiões endêmicas, houve a necessidade de verificar a possível infecção em 

equinos de zona urbana do município de Uruguaiana, RS, através das técnicas de diagnóstico 

descritas para LVC e LVH. 
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2 CAPÍTULO I - REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Protozoário Leishmania 

 

 

Os primeiros estudos para a identificação do protozoário Leishmania datam do século 

XIX e foram realizados pelos pesquisadores Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, 

Wright, Lindenberg e Vianna, que trabalharam de forma independente na identificação do 

parasito. A primeira espécie descrita foi Leishmania infantum, sendo relatada por Cathoire e 

Laveran, em 1904, após o diagnóstico da enfermidade em uma criança (WHO, 2010). 

As leishmanioses são um complexo de doenças decorrentes da infecção por 

protozoários do gênero Leishmania (família Trypanosomatidae). O gênero engloba mais de 30 

grupos taxonômicos e aproximadamente 20 espécies infectantes para humanos. Classificam-

se em dois subgêneros, Viannia Lainson & Shaw, 1987 e Leishmania Ross, 1903. O 

subgênero Leishmania subdivide-se ainda em complexos, estando as espécies L. donovani, L. 

chagasi, L. infantum e L. arcchibaldi reunidas no Complexo L. donovani (LUKES et al., 

2007). Existe uma grande similaridade genética entre as espécies L. chagasi e L. infantum. O 

status da espécie L. chagasi está sob discussão, pois se concluiu que no Novo Mundo, essa 

espécie é a mesma que L. infantum, sendo identificada por L. infantum (L. chagasi) indicando 

a possível migração da enfermidade de países europeus, onde o protozoário é L. infantum, 

para as Américas, que é usualmente referida como L. chagasi (KUHLS et al., 2007; KUHLS 

et al., 2011).  

 

 

2.2 Genoma  

 

 

Os protozoários do gênero Leishmania possuem um genoma composto por dois DNAs 

distintos (Figura 1), o DNA ribossomal ou nuclear, localizado no núcleo celular e o kDNA 

(DNA mitocondrial do cinetoplasto), localizado no cinetoplasto. O cinetoplasto é uma 

estrutura característica dos protozoários tripanossomatídeos, localizada na base do flagelo no 

interior da mitocôndria (SHAPIRO e ENGLUND, 1995). Esta organela em forma de bastão é 

composta por uma rede compacta de kDNA (corresponde entre 15% e 35% do DNA total)  
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Figura 1 - Organização celular dos protozoários tripamossomatídeos representação do núcleo 

e cinetoplasto, organelas que contém DNA ribossomal e kDNA 

 
Fonte: VARGAS-PARADA (2010) 

 

O kDNA é subdivido em maxicírculos (20 a 50 cópias por células) e minicírculos 

(aproximadamente 10.000 cópias por células). Em todos os tripanossomatídeos, 

aproximadamente 800 pb constituem o minicírculo (Figura 2), sendo possível identificar a 

presença de uma região conservada de 120 a 200 pb e uma região variável de 600 a 680 pb 

(CORTES, 2008). A região conservada do minicírculo do kDNA permite a identificação 

molecular a nível de gênero, ao passo que a utilização de marcadores específicos para a 

amplificação de fragmentos presentes na região variável possibilita a identificação das 

espécies (Tabela 1). A região LT1 (fragmento com 145 pb) é específica para o complexo L. 

donovani (BIGELI et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013) (Figura 2), permitindo a detecção das 

espécies donovani, chagasi e infantum. 

 

Figura 2 - Organização do minicírculo de Leishmania 

 
Fonte: GOMES (2008) 

Diagrama esquemático da organização do minicírculo de Leishmania e localização dos marcadores para 

Leishmania sp.
1
(Passos et al., 1999) e L. (L.) donovani

2
 (Ravel et al., 1995). 
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O DNA ribossomal das espécies de Leishmania também apresentam regiões 

conservadas: SSU (Subunidade menor) e LSU (Subunidade maior) ambas do rDNA e regiões 

variáveis: ITS (Internal Transcribed Spacers) ou espaçadores transcritos internos, com alto 

nível de variação intra e interespecífica, sendo muito utilizadas como marcadores moleculares 

(Figura 3). Na técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) a detecção das regiões ITS 

específicas em fragmentos de DNA de Leishmania é realizada com diferentes pares de 

iniciadores (Tabela 1)  

 

Figura 3 - Organização do locus do DNA ribossomal de Leishmania sp. 

 

Fonte: LIMA (2010) 

Subunidades conservadas: SSU (subunidade menor) e LSU (subunidade maior) / Subunidades variáveis: ITS1 e 

ITS2. 

 

Tabela 1 – Características de iniciadores utilizados na detecção de DNA das espécies do 

Complexo Leishmania donovani 
Fonte: arquivo pessoal 

 

 

 

Iniciadores LITSR/LITSV LITSR/L5.8S LITSV/L5.8SR RV1/RV2 

Espécies 
L. infantum 

L. chagasi                   

L. donovani 

L. infantum 

L. chagasi                   

L. donovani 

L. infantum 

L. chagasi                   

L. donovani 

  Complexo L. 

donovani 

Região 

amplificada  
ITS rDNA ITS1 Rdna ITS2 rDNA LT1 kDNA 

Tamanho das 

bandas 
1020 pb 320 pb 700 pb 145 pb 

Condições 

do PCR 

(El Tai et al., 2001) 

(Kuhls et al., 2005) 

(El Tai et al., 2001) 

(Kuhls et al., 2005) 

(El Tai et al., 2001) 

(Kuhls et al., 2005) 

(Bigeli et al., 2012) 

(Almeida et al., 2013) 

Sequência 

Iniciadores 
5’ - CTGGATCATTT-TCCGATG-3’ 
5’-ACACTCAGGTCTGTAAAC- 3' 

5'-TGATACCACTTATCGCACTT-3’ 
5'-CTGGATCATTT-TCCGATG-3’ 

5’-AAGTGCG-ATAAGTGGTA-3’ 
5’-ACACTCAGGTCTGTAAAC-3’ 

5'-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3'    
5'-CCACCTGGCTATTTTACACCA-3’ 
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2.3 Ciclo Biológico 

 

 

O protozoário Leishmania é hemoflagelado intracelular, apresenta reprodução por 

divisão binária, e ciclo digenético com duas formas distintas (Figura 3). A forma promastigota 

ocorre no tubo digestório do inseto vetor, e a forma amastigota encontra-se no hospedeiro 

mamífero, sendo intracelular obrigatória das células do sistema mononuclear fagocitário 

(GONTIJO e CARVALHO, 2003; LYNN e MC MASTER, 2008). 

Durante o ciclo biológico do parasito no intestino dos vetores ocorre um processo 

complexo envolvendo alterações comportamentais, morfológicas e bioquímicas, diferindo 

entre as espécies de Leishmania (CORTES, 2008). A forma promastigota (Figura 3A) mede 

cerca de 10-20 µm de comprimento e 1,5-3,0 µm de largura, possui flagelo que se origina no 

corpo basal do cinetoplasto e emerge na extremidade anterior celular, permitindo sua 

mobilidade no intestino do inseto. Nesta etapa do ciclo biológico, o parasito apresenta duas 

fases de desenvolvimento. A fase promastigota procíclica tem a morfologia celular alongada 

com flagelo habitualmente mais curto que o corpo celular, e a fase promastigota metacíclica, 

possui estrutura celular relativamente curta e arredondada e flagelo longo (duas a três vezes 

maior que o corpo celular) e com grande mobilidade, esta é a fase final do desenvolvimento 

do protozoário que ocorre no inseto vetor e é a forma infectante que será inoculada no 

hospedeiro vertebrado. 

A fase amastigota (Figura 3B) apresenta células ovoides ou arredondadas, sem flagelo 

aparente. Estas formas estão localizadas no interior das células dos hospedeiros, no sistema 

mononuclear fagocitário. As amastigotas possuem o núcleo arredondado, uma única 

mitocôndria distribuída pelo corpo celular que abriga o cinetoplasto, em forma de bastonete, 

com grande quantidade de kDNA. 
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Figura 4 - Representação esquemática da forma promastigota (3A) e amastigota (3B) de 

Leishmania sp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: FIOCRUZ ©1997 (WebSight Solution Group) 

 

 

 

2.4 Transmissão 

 

 

A perpetuação do ciclo biológico e processo de transmissão do protozoário ocorrem 

por meio do repasto sanguíneo, onde o vetor infectado com as formas promastigotas transmite 

o protozoário aos mamíferos susceptíveis. Os insetos vetores são infectados pela mesma via 

de transmissão, ao ingerir formas amastigotas presentes nas células mononucleadas 

fagocitárias parasitadas dos mamíferos (Figura 5). 

Após a ingestão das formas amastigotas de Leishmania, ocorre a diferenciação em 

formas promastigotas procíclicas no tubo digestório do inseto. Estas possuem moléculas de 

lipofosfoglicanos (LPG) em sua superfície, que permitem a interação com lectinas intestinais 

e, consequente, adesão ao epitélio digestório. Esta adesão é importante, pois garante o 

desenvolvimento completo do protozoário, impedindo que seja eliminado junto com o 

alimento. Após a fixação das formas promastigotas procíclicas no intestino do inseto vetor, o 

parasito sofre metaciclogênese diferenciando-se nas formas promastigotas metacílicas. Este 

processo perdura de 8 a 20 dias e é responsável pela geração das formas infectantes (OLIVER 

et al., 2005). Nesta fase não há reprodução, os parasitos perdem a capacidade de adesão ao 

epitélio digestório, e migram para o esôfago, faringe e probóscida, onde serão eliminadas 

durante o repasto sanguíneo, atingindo as células do hospedeiro.  

No momento em que a fêmea flebotomínea realiza o repasto sanguíneo, necessário 

para a maturação dos ovos, ocorre a inoculação simultânea das formas promastigotas 

3B 

3A 
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metacíclicas na derme do hospedeiro mamífero. As formas promastigotas são rapidamente 

fagocitadas pelos macrófagos, perdendo o flagelo livre e transformando-se em amastigotas. 

Estas formas se multiplicam por divisão binária, provocando o rompimento das células e 

infectando novos macrófagos (CORTES, 2008). As formas amastigotas se disseminam pelos 

sistemas linfático e vascular dos hospedeiros, além de eventualmente atingirem também a 

medula óssea, fígado e baço (CHAPPUIS et al., 2007). 

 

Figura 5 - Ciclo de vida do protozoário Leishmania sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: CDC - Centers for Disease Control and Prevention (Adaptada) 

 

A infecção do inseto vetor ocorre através da ingestão de formas amastigotas presentes 

nos macrófagos do hospedeiro mamífero, que ao serem ingeridas adquirem a forma 

promastigota, com flagelo livre, passando pelas fases procíclicas e metacíclicas no interior do 

tubo digestório do inseto. Após o completo desenvolvimento serão transmitidas aos 

hospedeiros através do repasto sanguíneo, adquirindo novamente a forma amastigota, com a 

perda do flagelo e infecção dos macrófagos. 
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2.5 Vetor  

 

 

Os vetores responsáveis pela transmissão dos protozoários do gênero Leishmania são 

as flebotomíneos (fêmeas) infectados, pertencentes a família Psychodidae e subfamília 

Phlebotominae, que são distribuídos em dois gêneros: Phlebotomus (Velho Mundo) e 

Lutzomyia (Novo Mundo). Estudos indicam que 30 espécies de flebotomíneos são vetores 

comprovados ou suspeitos, apesar de existirem aproximadamente 1.000 espécies já descritas 

(DESJEUX, 2004). Nas Américas, as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi são 

descritas como vetores causadores da LV (SANTOS et al., 2003).  

Os flebotomíneos são insetos pequenos (raramente excedem três milímetros), frágeis, 

com o corpo densamente coberto por finas cerdas e coloração clara (castanho claro ou cor de 

palha) e atividade crepuscular ou noturna (Figura 6). Os flebotomíneos são holometábolos, 

desenvolvendo-se a partir do ovo para estádios larvais, pupa e adultos. Após a cópula, as 

fêmeas colocam seus ovos sobre um substrato úmido no solo, com alto teor de matéria 

orgânica e de baixa incidência luminosa, para garantir a alimentação das larvas. Ao se 

desenvolverem, as larvas aumentam o metabolismo e o tamanho. Quando atingem o estádio 

de pupa, fixam-se no substrato e não se alimentam, iniciando a metamorfose até o inseto 

adulto. O período de desenvolvimento do ovo até o estádio de inseto adulto varia de 30 a 40 

dias, de acordo com a temperatura do ambiente.  

 

Figura 6 - Fêmea flebotomínea adulta 

 

Fonte: BRASIL (2014) 

 

As fêmeas são hematófagas obrigatórias, apresentam hábitos ecléticos podendo 

realizar o repasto sanguíneo em várias espécies de animais vertebrados, inclusive em 

humanos, entretanto, em áreas urbanas, o cão parece ser a principal fonte de alimentação no 
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ambiente doméstico. A longevidade das fêmeas é estimada em média de 20 dias. Na fase 

adulta, as espécies têm se mostrado, ao longo dos últimos 30 anos, altamente adaptadas às 

condições urbanas e peri-urbanas (HARHAY et al., 2011; BRASIL, 2014). 

Apesar das evidências de que espécies de pulgas e carrapatos sejam infectados por 

Leishmania (COUTINHO e LINARDI 2007; PAZ et al., 2010), ainda não está clara a atuação 

destas espécies como vetores. Segundo Coutinho et al. (2005), carrapatos de cães infectados 

apresentaram 15,4% de taxa de infecção, sendo a infecção decorrente do repasto sanguíneo 

das fêmeas infectadas. Entretanto, Paz et al. (2010), constataram, em uma infecção 

experimental de carrapatos a partir de cães infectados, a presença de DNA do parasito em 

diversas culturas de Rhipicephalus sanguineus e apenas uma forma flagelada em esfregaço, 

indicando um baixo número de formas infectantes nesse artrópode. Para os autores, a 

manutenção e multiplicação de Leishmania nos carrapatos parece pouco provável de 

acontecer, havendo a necessidade de desenvolvimento de outros experimentos para elucidação 

da interação entre as espécies.  

Na tentativa de verificar a possível transmissão de leishmaniose através de pulgas de 

cães infectados a outros animais, foi realizada uma infecção experimental em 36 hamsters (via 

oral e peritoneal). Os testes moleculares apresentaram resultados positivos em 16 amostras. 

Entretanto, quando realizada a investigação do parasito em esfregaços, estes resultados foram 

negativos. Os autores relataram a possibilidade de reações cruzadas com leptomonas, na 

técnica molecular (COUTINHO e LINARDI, 2007).  

 

 

2.6 Hospedeiros Mamíferos 

 

 

A cadeia epidemiológica da leishmaniose é tema de diversos estudos em diferentes 

regiões do mundo. A alta capacidade de adaptação aos mais variados ambientes, aliada à 

grande diversidade de espécies de vetores e de protozoários que podem causar a enfermidade, 

bem como diversidade de espécies de mamíferos que podem ser acometidos, torna essa 

afecção um problema de saúde pública.  

Os hospedeiros participam ativamente da cadeia epidemiológica e garantem a 

manutenção do agente etiológico (SOARES et al., 2013). No Novo Mundo, mais de 40 

espécies de mamíferos (de várias ordens) são conhecidas como hospedeiros de Leishmania sp. 

em diferentes ciclos de transmissão (SOARES, 2012). Recentemente, compilou-se sete ordens 
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de mamíferos, Didelphimorphia, Pilosa, Cingulata, Rodentia, Carnivora, Primata, Chiroptera, 

que sabidamente foram infectadas por diferentes espécies de Leishmania sp nas Américas 

(ROQUE e JANSEN, 2014). 

Várias espécies de primatas, incluindo Callicebus nigrifrons, Cebus xanthosternos, 

Leontopithecus crysomelas, Aotus nigriceps, Pithecia irrorata e Saguinus imperator, já foram 

diagnosticados positivos para o protozoário. Três Primatas (Alouatta guariba) conhecidos 

como bugio marrom, mantidos em cativeiro de vida livre procedentes de região endêmica, 

apresentaram infecção por L. infantum, (MALTA et al., 2010; LOMBARDI et al., 2014), 

assim como marsupiais (SANTIAGO et al., 2007) da espécie Didelphis spp., edentados 

Tamandua tetradactyla (ARAÚJO et al., 2013), roedores (PAPADOGIANNAKIS et al., 

2010) e equinos (ROLÃO et al., 2005). 

Os reservatórios identificados como habituais estão relacionados às formas, ou seja, 

ambientes silvestres e urbanos, em que a cadeia epidemiológica é conhecida. Primeiramente, a 

enfermidade foi notificada nas zonas rurais com reservatórios silvestres de espécies de 

carnívoros como Lycalopex vetulus (raposa-do-mato), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), 

Speothos venaticus (cachorro-do-mato-vinagre) e Didelphis albiventris (gambás) 

(COURTENAY et al., 1996; CURI et al., 2006; LOMBARDI et al., 2014). No Brasil, dentre 

os canídeos silvestres, a raposa (Cerdocyon thous) é considerada reservatório natural da 

leishmaniose visceral (SHERLOCK, 1996).  

Os reservatórios em ambientes urbanos são os canídeos. A espécie Canis familiaris é o 

mais importante hospedeiro vertebrado e principal reservatório para a leishmaniose visceral 

humana pelo íntimo convívio entre as espécies (SILVA et al., 2012; SOARES et al., 2012). 

Configuram a principal fonte de infecção para os flebótomos devido ao alto grau de 

parasitismo na pele e à grande susceptibilidade à infecção (HARHAY et al., 2011).  

Eventualmente, os felinos, principalmente o gato doméstico, podem ser acometidos 

por leishmaniose, sendo susceptíveis tanto na forma visceral quanto cutânea, e também estão 

relacionados a infecção em ambientes urbanos (COSTA et al., 2010). 

A infecção por Leishmania sp em equinos tem sido relatada em diferentes países. O 

primeiro caso conhecido foi de animal na Argentina em 1927. A partir deste, foram 

diagnosticados outros casos em diversos países, com uma variedade de espécies responsáveis 

pela infecção, entre elas: Leishmania siamensis nos Estados Unidos (REUSS et al., 2012) 

Leishmania infatum na Alemanha, Espanha, Portugal e Brasil (FERNÁNDEZ-BELLON et 

al., 2006; KOEHLER et al., 2002; LOPES et al. 2013; SOARES et. al., 2013), Leishmania 
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(Viannia) braziliensis e Leishmania chagasi no Brasil (VEDOVELLO FILHO et al., 2008; 

FEITOSA et al., 2012).  

No continente europeu, as descrições de cavalos infectados por L. infantum apontam 

esta espécie como o agente etiológico da leishmaniose. Equinos que vivem em áreas 

endêmicas estão mais expostos a contrair a enfermidade (SOLANO-GALLEGO et al. 2003; 

MUHKTAR et al., 2000). Foram relatados casos em Portugal, Espanha e Alemanha (ROLÃO 

et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al. 2003; FERNÁNDEZ-BELON et al., 2006; 

KOEHLER et al., 2002). No Brasil, foram detectados anticorpos anti-Leishmania sp. em 

equinos na cidade de Araçatubada (SP), região endêmica para LVC e LVH (FEITOSA et al., 

2012). Também houve relato da presença de L. infantum nesta espécie no estado de Minas 

Gerais, cujo diagnóstico realizado em três animais detectou presença de parasitos em lesões e 

aspirado de medula óssea, sendo a identificação realizada através de técnicas sorológicas e 

moleculares. O resultado do PCR sugeriu uma infecção mista causada por L. infantum e L. 

braziliensis nos três animais estudados (SOARES et al., 2013). 

Cerqueira et al. (2003) sugerem a participação dos equinos na cadeia epidemiológica 

da leishmaniose, por serem comumente utilizados como meio de transporte ou de carga, 

movimentando-se constantemente por diversas regiões das localidades endêmicas. A espécie 

constitui adequada fonte sanguínea para a alimentação dos flebótomos, o que pode estimular a 

proliferação dos vetores, aumentando a reprodução, densidade e elevando o risco de 

transmissão do agente etiológico. 

 

 

2.7 Epidemiologia 

 

 

As doenças transmitidas por vetores são limitadas por variáveis ambientais como 

temperatura, umidade, uso do solo e vegetação. O ciclo de vida dos vetores, assim como dos 

reservatórios e hospedeiros que participam da cadeia de transmissão de doenças está 

fortemente relacionada à dinâmica ambiental dos ecossistemas onde vivem. Porém, além dos 

fatores ambientais, existem outros que influenciam nesta dinâmica, como os fatores sócio-

demográficos, biológicos e médico-sociais (BARCELOS et al., 2009).  

Neste panorama, a leishmaniose apresenta-se como uma enfermidade em grande 

processo de expansão geográfica em diversos países ao redor do mundo, sendo classificada 

pela Organização Mundial de Saúde como uma das Doenças Tropicais Negligenciadas - DTN 
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de maior importância que acomete, com maior frequência, a população dos países em 

desenvolvimento, com 90% dos casos diagnosticados concentrados na Índia, Bangladesh, 

Sudão, Sudão do Sul, Etiópia e Brasil (WHO, 2010; ALVAR et al., 2012).  

Estima-se que cerca de 98 países já identificaram casos positivos, representando um 

grave problema de saúde pública, pois anualmente são cerca de 14 milhões de pessoas 

infectadas e 350 milhões de pessoas expostas ao risco de infecção e doença pelo parasito 

(ALVAR et al., 2012). 

O Brasil concentra o maior número de casos de LVH (90%) na América Latina, 

representando um dos maiores focos da doença no mundo. Entre os anos de 1980 e 2005, 

foram notificados pelo Ministério da Saúde 59.129 casos de LVH no nordeste brasileiro que 

gradativamente foram expandindo-se para outras regiões (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). 

Até o final da década de 80, estava restrita às zonas rurais do nordeste do país e o ciclo de 

transmissão ocorria entre vetores e animais silvestres. Na década de 1990, a região nordeste 

concentrava 89% dos casos positivos de leishmaniose. A partir de então, verificou-se a 

ocorrência de uma nítida expansão geográfica para os estados mais ao sul do país e franco 

processo de urbanização do vetor em regiões distintas.  

O Estado do Rio Grande do Sul era considerado área indene para leishmaniose 

visceral até 2007. No entanto, em outubro de 2008, foi diagnosticado um cão residente no 

município de São Borja. Nos meses seguintes, foram efetuadas capturas de vetores na cidade 

para corroborar a autoctonia do caso canino, sendo comprovada a presença da espécie 

Lutzomyia longipalpis. Em janeiro de 2009, foi confirmado o primeiro caso humano 

autóctone do município (SES, 2014). No mesmo ano, a doença passou a ocorrer em todas as 

regiões do país, sendo que a principal condição de transmissibilidade nesses novos ambientes 

está relacionada à adaptação do vetor L. longipalpis ao peridomicílio (CEVS/RS, 2010).  

Conforme Nota Técnica do Centro Estadual de Vigilância em Saúde do Estado do Rio 

Grande do Sul (CEVS – RS, 2010), até abril de 2010 foram identificados sete municípios com 

a presença do vetor (L. longipalpis), localizados na fronteira com a Argentina (Barra do 

Quaraí, Uruguaiana, Itaqui, São Borja, Garruchos, Pirapó e Porto Xavier). Também foram 

registrados 11 municípios com a presença de cães sorologicamente positivos para LVC, sem 

isolamento da espécie de Leishmania, sendo que cinco dessas cidades fazem fronteira com o 

território argentino (Barra do Quaraí, Uruguaiana, Itaqui, São Borja e Porto Xavier). As 

cidades de São Borja e Uruguaiana foram incluídas como municípios pertencentes à área de 

transmissão, onde foram encontrados vetores e houveram casos positivos humanos e caninos 

autóctones, com caracterização do parasito (TARTAROTTI et al., 2011).  
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A urbanização da leishmaniose visceral no Brasil é multifatorial, estando associada à 

fatores ambientais, biológicos do vetor e demográficos. Como principal fator ambiental, pode-

se inferir o desmatamento desordenado das zonas rurais que resultou na invasão do ambiente 

peridomiciliar pelas espécies vetoras. Estes ambientes, com a presença dos vetores e grande 

população do cão doméstico susceptível à infecção por L. infantum, contribuíram para a 

disseminação e manutenção do ciclo peridomiciliar da endemia. (ROSAS FILHO e 

SILVEIRA, 2007).  

Algumas características biológicas do vetor também propiciam disseminação da 

doença, especialmente a alta capacidade de adaptação do vetor a variadas condições de 

temperaturas, assim como sua permanência e reprodução em diversos ambientes, fatores estes 

que justificam a expansão geográfica da leishmaniose em todo território brasileiro, desde 

climas mais quentes como nas regiões do nordeste até climas amenos no sul do país. Em 

regiões urbanas, o vetor é encontrado principalmente nas zonas de periferias, entretanto em 

alguns municípios, a enfermidade apresenta uma distribuição mais ampla abrangendo além 

das zonas periféricas, as áreas centrais. Os vetores são bem adaptados aos peridomicílios, 

intradomicílios, galinheiros, chiqueiros, canis, paióis (ALVES e BEVILACQUA, 2004; 

BRASIL, 2014). 

Outra característica peculiar dos vetores, é que as fêmeas possuem hábitos ecléticos 

para realizar o repasto sanguíneo, o que explica a grande quantidade de animais vertebrados 

mamíferos que podem ser infectados pelo protozoário, e desta forma, tornando o 

entendimento da cadeia epidemiológica mais complexo (BRASIL, 2014; SOARES, 2012).  

Frente a essas condições epidemiológicas, o Ministério da Saúde implementou, em 

2006, o Programa de Controle da Leishmaniose Visceral e instituiu algumas metas para a 

eliminação da doença, incluindo o diagnóstico e tratamento precoce dos casos humanos, 

identificação e eutanásia dos cães diagnosticados soropositivos, controle do inseto vetor e 

educação em saúde. Embora exista o programa, suas ações apresentam pouco impacto sobre a 

situação epidemiológica da leishmaniose no país. Os dados apontam uma grande expansão do 

vetor e dos casos diagnosticados dentro do território brasileiro, com significativo aumento 

anual. 

Por ser uma enfermidade relativamente nova no estado, com casos diagnosticados a 

partir da década de 2000, o sistema de controle e prevenção está em estruturação. Entretanto, 

tem se observado um grande aumento de cães infectados, principalmente em áreas urbanas. 

Como a urbanização da doença é um fenômeno recente, são escassas as informações sobre a 
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epidemiologia e as relações entre os componentes da cadeia de transmissão nesse novo 

cenário no estado do Rio Grande do Sul.  

 

 

2.8 Formas Clínicas da Leishmaniose em diferentes hospedeiros  

 

 

A leishmaniose apresenta variadas manifestações clínicas intimamente relacionadas à 

espécie de vetor e parasito envolvidos na infecção (CHAPPUIS et al., 2007; DESJEUX, 

2004). A presença de sinais clínicos ocorre dependendo da resposta imunológica 

desencadeada pelo organismo do hospedeiro. 

A infecção em humanos é subdividida em quatro quadros clínicos distintos: 

leishmaniose cutânea, leishmaniose muco-cutânea, leishmaniose visceral e PKDL 

(leishmaniose tegumentar Post-kala-azar), podendo permanecer assintomático por meses até 

anos (CHAPPUIS et al., 2007; WHO, 2010). 

Na leishmaniose cutânea, os sinais clínicos mais aparentes são nódulos ulcerados na 

pele. A forma muco-cutânea causa ulceração nas mucosas estendendo-se do nariz e boca para 

a faringe e laringe, permanecendo por meses ou anos. A leishmaniose visceral é uma 

enfermidade fatal quando não é tratada. Os principais sintomas são anemia, febre, 

hepatoesplenomegalia, manifestações hemorrágicas, linfadenomegalia, perda de peso, 

taquicardia, diarreia, tosse seca e desnutrição. A forma tegumentar PKDL é frequentemente 

observada após seis meses até um ano ou mais, do tratamento e cura aparente da leishmaniose 

visceral. Esses casos são altamente infecciosos devido ao elevado parasitismo nas lesões 

(WHO, 2010). 

Essa classificação adotada para as formas de leishmaniose em humanos não se aplica 

para infecção em outros mamíferos (ROQUE e JANSEN, 2014). Os cães, praticamente todos, 

desenvolvem doença visceral ou sistêmica, sendo que 90% dos animais sintomáticos também 

apresentam algum envolvimento cutâneo. A evolução da doença é lenta e o início insidioso, 

as manifestações clínicas estão intrinsecamente dependentes do tipo de resposta imunológica 

expressa pelo animal infectado. O quadro clínico dos cães infectados apresenta um espectro 

de características que varia do aparente estado sadio a um severo estágio final (BRASIL, 

2014). Os sinais viscerais mais comuns são: linfadenopatia, emaciação, sinais de insuficiência 

renal (poliúria, polidipsia, vômito), neuralgia, poliartrite, polimiosite; sendo que 

aproximadamente um terço dos pacientes apresenta febre e esplenomegalia. Dentre os sinais 
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cutâneos estão hiperqueratose, pelagem seca e quebradiça, perda de pêlos e unhas 

anormalmente longas ou quebradiças, o que se constitui em um achado específico em alguns 

pacientes. A pele dos cães é a região do corpo que mais manifesta sinais clínicos, local onde 

acontece a primeira interação entre o parasito e o sistema imune do cão e também onde se 

encontra grande quantidade de formas amastigotas do parasito (CIARAMELLA et al., 1997). 

Um desafio enfrentado no diagnóstico canino é a identificação dos animais 

assintomáticos. Segundo Solano – Gallego et al., (2004) as lesões de pele (alopecia e 

dermatites) são comuns na leishmaniose visceral canina, no entanto, a maioria dos cães 

infectados não apresenta sinal clínico, e mesmo na pele clinicamente sadia pode haver 

presença de parasitos. Devido a este fato, Solano – Gallego et. al (2004) alertam para a 

relevância desses animais no ciclo de transmissão da doença. Complementando, Otranto et al. 

(2009) descreveram que nas regiões da América do Sul e Mediterrânea a maior parte dos cães 

infectados (soropositivos) é assintomática, e mesmo assim, reservatórios do protozoário.  

Os relatos da infecção em equinos não apresentaram indícios de acometimento 

sistêmico, a sintomatologia conhecida até o presente momento é cutânea, sem padrão 

característico (KOEHLER et al., 2002; MÜLLER et. al., 2009). 

Um equino de 3,5 anos, proveniente da região sul da Alemanha, apresentou um 

pequeno nódulo dérmico na região dos olhos, que após remoção evoluiu, em dois meses, para 

ulceração na pele com múltiplas lesões. Entretanto, após detectada a presença de formas 

amastigotas e material genético de L. infantum, o animal apresentou cura espontânea, com 

cicatrização completa das lesões em seis meses (KOEHLER et al., 2002). Por outro lado, 

animais saudáveis, frequentemente expostos à infecção pelo protozoário em áreas endêmicas 

e na presença de cães, também podem estar infectados por leishmaniose, apresentando 

resposta imunológica para L. infantum, mesmo sem manifestações clínicas aparentes 

(FERNÁNDEZ-BELLON et al., 2006). 

Ainda, dentro deste contexto, sabe-se que equinos provenientes da Alemanha e Suíça, 

apresentaram nódulos na pele e lesões cutâneas na cabeça, orelha, tórax, axila e flancos. 

Também complementaram que, em geral, as lesões de pele relatadas na leishmaniose equina 

são pápulas ou nódulos, solitários ou múltiplos, que podem ser ulceradas, e são mais 

comumente presente na cabeça, ouvidos, pescoço, escroto e membros. Outros sinais clínicos 

geralmente não estão presentes (MÜLLER et al., 2009).  

No Brasil, recentemente, foram diagnosticados os primeiros casos de leishmaniose em 

equinos pela infecção por L. infantum (FEITOSA et al., 2012; SOARES et al., 2013). No 

entanto, já existiam relatos de equinos com lesões cutâneas, causadas pela espécie L. 
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braziliensis (VEDOVELLO FILHO et al., 2008). Os sinais clínicos aparentes incluíram lesão 

ulcerada grande, granulomatosa e exsudativa com um grau moderado de prurido, somado à 

baixa condição corporal. Outro animal apresentou lesões ulcerativas na região vulvar e 

problemas locomotores (SOARES et al., 2013).  

Os resultados apresentados pelos diferentes autores na Europa, assim como no Brasil, 

mostram que a enfermidade em equinos, assim como em outras espécies, pode causar uma 

série de manifestações clínicas, ou até mesmo, manter o hospedeiro assintomático, tornando o 

diagnóstico muitas vezes inconclusivo, tardio ou inexistente e, desta forma, aumentando o 

risco de infecção na população humana e animal nas regiões endêmicas, propiciando a 

expansão destes protozoários através de vetores infectados a regiões indenes.  

 

 

2.9 Diagnóstico  

 

 

No Brasil, com a crescente expansão e urbanização geográfica da leishmaniose, o 

Ministério da Saúde desenvolveu o Manual de Vigilância Epidemiológica da Leishmaniose, 

Visceral e Tegumentar. Este manual padronizou o diagnóstico da leishmaniose visceral 

humana e canina, os quais se fundamentam na detecção do agente causal, baseando-se nas 

técnicas imunológicas ou parasitológicas (BRASIL, 2014; SES, 2014).  

Os testes laboratoriais de rotina mais utilizados são os imunológicos, como as técnicas 

sorológicas ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a Reação de Imunofluorescência 

Indireta (RIFI) que são baseados na detecção de anticorpos anti-Leishmania ou de antígenos 

específicos. Tais testes são empregados em levantamentos soroepidemiológicos (TÁVORA et 

al., 2007), sendo considerados um importante avanço tecnológico para o diagnóstico da LV, 

pois permitem a avaliação de um grande número de amostras em um curto espaço de tempo 

(SOARES, 2012). Contudo, nas técnicas sorológicas a presença de reações cruzadas com 

outras espécies de parasitos da família Trypanosomatidae, em especial o Trypanosoma cruzi 

podem apresentar resultados falsos positivos (INIESTA et al., 2002; MATOS el al., 2015). 

Também é utilizado o teste imunocromatográfico (Teste Rápido Dual Path Platform), como 

método de triagem, o qual detecta anticorpos específicos de LVH e LVC. Este método 

destaca-se pela praticidade da execução e interpretação dos resultados, além disso, apresenta 

alta especificidade (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011; SES, 2014). Uma limitação encontrada 

na utilização das técnicas sorológicas é o diagnóstico de leishmaniose visceral em animais 
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assintomáticos, pois frequentemente, nestes casos os testes sorológicos não apresentam 

reatividade pela baixa carga de infecção e consequentemente baixos níveis de anticorpos 

(INIESTA et al., 2002; FERNÁNDEZ-BELLON et al., 2006).  

Entre as técnicas laboratoriais, o método parasitológico é considerado de maior 

especificidade para o diagnóstico de LV, embora nem sempre este seja de fácil execução, pois 

a coleta do material biológico é invasiva (QUEIROZ et al., 2010; MATOS et al., 2015). O 

diagnóstico parasitológico busca a presença de parasito, nas formas amastigotas, nos órgãos 

infectados, através das técnicas de observação microscópica, cultura ou exame direto 

(CORTES, 2008). O material biológico para a visualização das formas amastigotas deve ser 

obtido preferencialmente da medula óssea (por ser um procedimento mais seguro), aspirado 

de linfonodos ou biópsia hepática (SES, 2014).  

A técnica molecular PCR tem sido muito utilizada para o diagnóstico da LVC. Este 

método permite a amplificação de sequências de DNA específicas do parasito, mesmo em 

amostras biológicas com baixos níveis de infecção parasitária, apresentando viabilidade de 

diagnóstico inclusive em animais assintomáticos e soronegativos nas técnicas imunológicas 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2004; INIESTA et al., 2002). Amostras de aspirados ou 

biópsias de linfonodo, baço, medula óssea e fígado apresentam melhores resultados, contudo, 

amostras de sangue periférico, pele e conjuntiva proporcionam uma colheita menos invasiva 

(MANNA et al., 2004). Embora a técnica molecular PCR apresente maior sensibilidade no 

diagnóstico de leishmaniose visceral, é pouco utilizada na rotina de laboratórios e não está 

padronizada pelo Ministério da Saúde do Brasil por ser onerosa inviabilizando inquéritos 

epidemiológicos (QUEIROZ et al., 2010). 

No Rio Grande do Sul, casos suspeitos para a LVC são testados pelo Laboratório 

Central do Estado (LACEN), com a utilização do teste de triagem teste rápido 

imunocromatográfico (TR-DPP) e pela técnica de ELISA, que é o teste confirmatório, 

preconizados pela Nota Técnica do Ministério da Saúde Nº1/11. Quando os dois testes são 

positivos, o cão é considerado portador da doença (sintomático ou assintomático), sendo a 

eutanásia a única medida recomendada, segundo as normas do Programa de Vigilância e 

Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) do Ministério da Saúde.  

Diferentemente das LVC e LVH, que já possuem padronização das técnicas 

diagnósticas, utilizam-se os mais variados testes para a verificação da infecção nas demais 

espécies, sendo os testes sorológicos e parasitológicos amplamente utilizados (KOUAM et al., 

2010; FEITOSA et al., 2012; BIGELI et al., 2012; SOARES et al., 2013). 
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2.9.1 Diagnóstico da Leishmaniose equina 

 

 

O diagnóstico da enfermidade em equinos tem sido realizado em diversas regiões 

endêmicas, tanto na Europa quanto nas Américas, através de diferentes técnicas e materiais 

biológicos como sangue total, soro, biópsia de lesões de pele e nódulos, aspirado de medula 

óssea (Tabela 2).  

MÜLLER et al. (2009) descreveram as técnicas comumente utilizadas (histologia e 

sorologia) e ressaltaram também a utilização da técnica de Polimorfismo de Fragmentos de 

Restrição (RFLP) e PCR utilizadas por Koehler et al.(2002), nos casos provenientes da 

Alemanha.  

Na tentativa de se obterem resultados confiáveis, tem-se utilizado técnicas já 

conhecidas para as espécies humanas e caninas, para o diagnóstico da leishmaniose visceral 

em equinos. O método molecular PCR tem sido amplamente utilizado no diagnóstico e 

também na identificação das espécies infectantes, por apresentar um alto índice de 

sensibilidade e especificidade (KOEHLER et al., 2002; MÜLLER et al.,2009; SOARES et. 

al., 2013).  

São também frequentemente utilizadas para o diagnóstico as técnicas sorológicas, 

principalmente o ensaio imunoenzimático ELISA (FERNÁNDEZ – BELLON et al., 2006; 

KOUAM et al., 2010; FEITOSA et al., 2012; LOPES et. al., 2013). 

Nos animais que apresentam alterações cutâneas, também pode ser realizada a biópsia 

das lesões para a averiguação da presença de formas amastigotas infectantes nos macrófagos 

através de exames histopatológicos e observação em microscopia eletrônica (KOEHLER 

et al., 2002).  
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Tabela 2 - Técnicas de diagnóstico utilizadas para a detecção de leishmaniose em equinos, 

com diferentes materiais biológicos. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

Verificar a ocorrência de Leishmania sp, em equinos de zona urbana do município de 

Uruguaiana – RS, por meio de diferentes técnicas de diagnóstico. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

- Verificar a presença de material genético de Leishmania sp no sangue periférico pela 

técnica de Reação em Cadeia da Polimerase em equinos de zona urbana do município de 

Uruguaiana – RS; 

- Investigar presença de anticorpos anti-Leishmania sp pela técnica sorológica ELISA 

nos equinos do município; 

- Empregar o ensaio de triagem imunocromatográfico Teste Rápido Dual Path 

Platform para a detecção de anticorpos específicos para Leishmania nos equinos do município 

de Uruguaiana - RS. 
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4 CAPÍTULO II – ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 

Os resultados desta dissertação estão apresentados sob a forma de artigo científico, 

formatado de acordo com as normas de submissão da Revista Ciência Rural. As seções 

Introdução, Material e Métodos, Resultados e Discussão e Referências Bibliográficas 

encontram-se no manuscrito a seguir. 
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Presença de Leishmania sp em equinos de zona urbana no município de 1 

Uruguaiana – RS. 2 

Leishmania sp in equines of urban area in Uruguaiana’s city – RS. 3 
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RESUMO 8 

O estudo foi realizado com o objetivo de identificar a presença de Leishmania sp em equinos 9 

urbanos do município de Uruguaiana-RS, utilizando a técnica sorológicas (ELISA e TR-DPP) 10 

e molecular (PCR). Para a condução da técnica de ELISA foi utilizado soro, testado com o Kit 11 

Ensaio Imunoenzimático para Diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina – Bio-12 

Manguinhos e para o Teste Rápido Dual Path Platform Bio-Manguinhos, utilizaram-se 13 

amostras de sangue total. Na técnica de PCR, o DNA foi extraído do sangue periférico e as 14 

amplificações foram realizadas com os iniciadores RV1/RV2, LITSR/LITSV, LITSR/L5.8S/ 15 

LITSV/L5.8SR. Todas as amostras testadas apresentaram-se não reagentes nos ensaios 16 

imunológicos. Entretanto, com o emprego do PCR, técnica mais sensível, houveram 75 17 

amostras positivas, 39,06% do total de 192 equinos testados. Na análise individual de cada 18 

iniciador, observamos que 58,6% das amostras foram positivas para LITSV/L5.8SR, 44% 19 

para LITSV/LISTSR, 28% para RV1/RV2, e 4% LITSR/L5.8S. Os resultados apresentados 20 
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na técnica molecular indicam a infecção por protozoários do complexo Leishmania donovani 1 

em equinos na região de Uruguaiana-RS. 2 

Palavras-chave: Leishmania, Método Diagnóstico, Infecção 3 

 4 

ABSTRACT 5 

The aim of the present study was to identify the presence of Leishmania infection in urban 6 

equines in the city of Uruguaiana, RS, using serological (ELISA and TR-DPP) and molecular 7 

(PCR) techniques. For conducting ELISA’s Test serum was used and tested with Bio-8 

Manguinhos kit and for TR-Dual Path Platform Rapid Test whole blood samples were 9 

employed. In the PCR technique, DNA was extracted from peripheral blood of animals and 10 

amplifications were performed with primers RV1 / RV2, LITSR / LITSV, LITSR / L5.8S / 11 

LITSV / L5.8SR. All tested samples showed negative results in immunoassays.However, 12 

employing PCR, sensitive technique, 75 (39,06%) positive samples were detected. In the 13 

individual analysis of each primer observed that 58.6% of the samples were positive for 14 

LITSV/L5.8SR, 44% to LITSV/LISTSR, 28% for RV1/RV2, and 4% LITSR/L5.8S. The 15 

molecular technique results showed possibility of infection by protozoa Leishmania donovani 16 

complex in horses in Uruguayana - RS. 17 

Key Words: Leishmania, Diagnostic Methods, Infection 18 

 19 

INTRODUÇÃO 20 

A leishmaniose é um complexo de doenças causadas por protozoários de diferentes 21 

espécies do gênero Leishmania, Ross, 1903, pertencentes à família Trypanossomatidae, e 22 

transmitida pelo vetor flebótomo. Tem ocorrência em 98 países e estima-se que 350 milhões 23 

de pessoas estejam expostas ao risco de infecção e doença (ALVAR et al., 2012), 24 

representando um grave problema de saúde pública. Atualmente, sabe-se que além dos seres 25 

humanos, diversos mamíferos também são acometidos por leishmaniose, participando 26 
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ativamente da cadeia epidemiológica e garantindo a manutenção do agente etiológico 1 

(SOARES et al., 2013). 2 

MUKHTAR et al. (2000) relataram que equinos podem ser infectados quando vivem 3 

em áreas endêmicas. Os animais de tração utilizados como meio de transporte ou carga, 4 

movimentam-se intensamente por diversas regiões em localidades endêmicas e podem 5 

participar da cadeia epidemiológica da leishmaniose (CERQUEIRA et al., 2003). A espécie 6 

constitui adequada fonte sanguínea para a alimentação dos vetores estimulando a sua 7 

proliferação, aumentando a reprodução, densidade e elevando o risco de transmissão do 8 

agente etiológico. Nos países do continente europeu existem descrições de equinos infectados 9 

por L. infantum (SOLANO-GALLEGO et al. 2003), possível agente etiológico da 10 

leishmaniose em equinos. No Brasil, também foram evidenciados casos de infecção por 11 

Leishmania sp em equinos de áreas endêmicas (FEITOSA et al. 2012; SOARES et al., 2013). 12 

Apesar das evidências de que equinos são capazes de se infectar com Leishmania infantum, a 13 

investigação em animais provenientes de regiões endêmicas se faz importante, uma vez que o 14 

papel desta espécie na transmissão da enfermidade, como fonte de alimentação para os 15 

vetores ou participante do ciclo epidemiológico, ainda não está esclarecido (KOUAM et al., 16 

2010). 17 

Nos últimos anos tem-se verificado o aumento significativo de casos caninos da 18 

enfermidade no município de Uruguaiana, aliado às condições ambientais propícias à 19 

adaptação do vetor. Os equinos de zona urbana são frequentemente utilizados como meio de 20 

transporte e fonte de renda para muitas famílias, estão em intenso contato com animais 21 

domésticos, habitando residências onde geralmente existe acúmulo de lixo e matéria orgânica. 22 

Neste cenário, o expressivo número de cavalos de tração circulando diariamente dentro do 23 

perímetro urbano, somado às condições precárias de vida dos animais, podem ser fatores de 24 

risco de infecção por Leishmania na espécie. Tal fato nos faz questionar se no município, 25 
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assim como em outras regiões endêmicas do Brasil, os equinos são capazes de albergar o 1 

parasito, visando o conhecimento sobre a dinâmica da enfermidade na espécie e alertar a 2 

comunidade e autoridades competentes para o risco de infecção por Leishmania sp em outras 3 

espécies, além de cães. Portanto, o presente estudo teve como objetivo identificar a presença 4 

de Leishmania sp em equinos de zona urbana do município de Uruguaiana, -RS.  5 

 6 

MATERIAL E MÉTODOS 7 

Foram utilizados 192 equinos de zona urbana, de diferentes bairros e de ambos os 8 

sexos, vinculados ao Projeto “Carroceiro” da Universidade Federal do Pampa, do município 9 

de Uruguaiana, extremo oeste do Rio Grande do Sul - Brasil. A amostra foi determinada a 10 

partir da estimativa de proporção amostral, considerando a prevalência estimada de 14,6% 11 

(FEITOSA et al., 2012), ao nível de confiança de 95%. 12 

Os animais foram submetidos a colheita de sangue por venopunção da jugular externa, 13 

em tubos com EDTA e com gel separador de coágulo, após as amostras foram acondicionadas 14 

a -20ºC até o início do processamento. 15 

A avaliação sorológica dos equinos foi realizada através da técnica ELISA com o Kit 16 

Ensaio Imunoenzimático para Diagnóstico da Leishmaniose Visceral Canina – Bio-17 

Manguinhos fornecido pelo Ministério da Saúde, conduzida no Laboratório Central do Estado 18 

LACEN –RS. As amostras foram processadas conforme indicação do fabricante em duplicata, 19 

com diluições na proporção 1:100, em placas de microtitulação sensibilizadas com antígenos 20 

solúveis de Leishmania major-like (MHOM/BR/76/JOF). O bloqueio da reação foi efetuado 21 

com a adição de ácido sulfúrico 2M e a leitura realizada em espectrofotômetro com 22 

absorbância de 450nm. O ponto de corte foi calculado através do dobro da média da 23 

densidade ótica (DO) dos controles negativos. Foram consideradas reagentes as amostras que 24 
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apresentaram DO igual ou superior ao ponto de corte, e não reagentes, as que apresentaram 1 

densidade inferior ao ponto de corte. 2 

Para a realização da técnica de imunocromatografia, o Teste Rápido Dual Path 3 

Platform Bio-Manguinhos, fornecido pelo Ministério da Saúde foi desenvolvido conforme 4 

manual do fabricante, com sangue total. Consideraram-se positivas as amostras em que 5 

houveram a marcação de duas bandas (referentes ao controle e a amostra testada) e negativas 6 

quando apresentaram apenas a banda referente ao controle, foram utilizados amostras de cães 7 

portadores de LVC como controles positivos. 8 

Para a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), a extração do DNA foi 9 

adaptada de SAMBROOCK et al. (1989). Utilizou-se 500 µL de sangue total periférico e 10 

tampão Cell Lyse (Tris 1M pH 7,4, Sacarose, Triton X 100), com centrifugação à 13.000 rpm 11 

por 1 min. após adicionou-se RCLB (Bicarbonato de Amônio, Cloreto de Amônio) com 12 

centrifugação (5.000 rpm por 6 min.) e descarte do sobrenadante. A lise do precipitado foi 13 

com adição de TEM 1x (Tris HCL, EDTA, NaCl), SDS (Duodecil Sulfato de Sódio) e 14 

proteinase K. Após agitação e incubação a 56 °C por 1 hora, foi adicionado NaCl saturado 15 

(5M) e centrifugação (13.000 rpm por 5 min.). A precipitação do material foi com álcool 16 

isopropílico a –20 °C por 30 minutos, seguida de três lavagens com Etanol 70% e 17 

centrifugação (10.000 rpm por 2 min.). O DNA foi ressuspenso em tampão TE (Tris HCL, 18 

EDTA). A amplificação dos fragmentos de DNA foi realizada com 4 protocolos distintos, 19 

visando aumentar as chances de detecção do protozoário no sangue periférico. Foram 20 

empregados quatro pares de iniciadores, os quais amplificaram separadamente as regiões 21 

ribossomais ITS, ITS1, ITS2 e a sequência LT1 do kDNA, do complexo L. donovani (Tabela 22 

1). Nas reações, foram utilizados 10 µL de DNA e o mix contendo 10 mM de dNTP, 10 pmol 23 

de cada iniciador, 2µL solução tampão, 1,5 mM MgCl2, 2,5 U de Taq DNA polimerase, e 8 24 

µL de água ultra pura, totalizando 25 µL. As amplificações, em termociclador Amplitherm 25 
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Thermal Cyclers TX96 Plus, seguiram as indicações das condições de desnaturação, 1 

anelamento, extensão para cada iniciador (Tabela 1). Os controles positivos foram o DNA das 2 

espécies L. (L.) infantum (MOHM/BR/1974/PP75 e MOHM/BR/2002/LPC-RPV) e L. (L.) 3 

donovani (MOHM/ET/1967/HU3) cedidos pelo Laboratório de Referência Nacional para 4 

Tipagem de Leishmania – CLIOC FIOCRUZ. Como controles negativos utilizaram-se os 5 

reagentes sem material genético e amostras de equinos de região não endêmica para 6 

leishmaniose. 7 

A análise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de agarose 8 

corados com brometo de etídeo (SAMBROOK et al., 1989) visualizados em sistema de 9 

fotodocumentação com luz ultravioleta (AlphaImager). As amostras foram consideradas 10 

positivas a partir da visualização de fragmentos com bandas específicas referentes a cada par 11 

de iniciador (Tabela 1).  12 

 13 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 14 

No diagnóstico molecular, a utilização dos quatro pares de iniciadores específicos para 15 

as regiões conservadas das espécies L. donovani, L. infantum, L. chagasi (complexo L. 16 

donovani) permitiu a visualização de fragmentos de DNA de Leishmania em 75 equinos, 17 

totalizando 39,06% dos 192 animais testados (Tabelas 2 e 3). Estes animais eram 18 

provenientes de sete bairros distintos do município, sendo utilizados na tração de cargas e 19 

meio de transporte, com constante movimentação dentro do perímetro urbano. 20 

Entre os animais positivos, 21 (28%) amostras apresentaram a região LT1 do kDNA 21 

do parasito amplificada e no DNA ribossomal houveram amplificações de fragmentos nas 22 

regiões variáveis ITS em 33 amostras (44%), ITS1 em 44 amostras (58,6%) e ITS2 em 3 23 

amostras (4%) (Tabela 3). Três animais apresentaram resultados positivos para três pares 24 

distintos de iniciadores e vinte mostraram-se positivos para dois pares (Tabela 2). 25 
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A amplificação da região ITS2 (LITSV/L5.8SR) evidenciou maior desempenho nos 1 

resultados, apresentando 22,9% de positivos em relação ao número total de amostras testadas 2 

(Figura 1), embora os demais iniciadores também tenham codificado fragmentos de DNA do 3 

complexo L. donovani. Corroborando com os resultados apresentados no presente trabalho, os 4 

iniciadores LITSV/L5.8SR e LITSR/L5.8S foram empregados no diagnóstico de leishmaniose 5 

cutânea em equinos em diferentes países europeus como Alemanha e Suíça (KOEHLER et 6 

al., 2002; MÜLLER et al., 2009). A utilização dos iniciadores RV1/RV2 em amostras de cães, 7 

para a detecção de material genético do complexo donovani no Brasil, também foi eficiente 8 

(BIGELI et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013).  9 

Os resultados apontados são compatíveis com outros estudos nos quais a técnica 10 

molecular de PCR foi amplamente utilizada como método diagnóstico de leishmaniose em 11 

diferentes espécies animais e permitiu a detecção do parasito em diversas amostras (GOMES 12 

et al., 2007; SOUZA et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2010; LOMBARDI et al., 2014). 13 

O diagnóstico sorológico (ELISA) e o teste imunocromatográfico (TR-DPP) não 14 

detectaram a presença de anticorpos anti-Leishmania nas amostras testadas. Os resultados 15 

negativos, mesmo naquelas amostras positivas no diagnóstico molecular, podem estar 16 

associados à utilização de controles de cães (positivos e negativos) na técnica sorológica, 17 

devido à inexistência de controles equinos, o que poderia ter influenciado o cálculo da linha 18 

de corte (cut-off) dos testes. Em equinos, a ausência de anticorpos específicos pode estar 19 

associada ao fato da espécie apresentar resposta imune humoral fraca comparada à resposta de 20 

cães (FERNÁNDEZ-BELLON et al., 2006). Para GRAMICCIA (2011), além da ausência de 21 

anticorpos específicos, os animais apresentam cura espontânea, sendo sugerido os testes 22 

parasitológicos e moleculares para o diagnóstico. Também pode-se considerar que a baixa 23 

resposta humoral característica dos indivíduos assintomáticos frequentemente coloca seus 24 
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níveis de anticorpos abaixo da linha de corte (cut-off) ou no seu limite de detecção 1 

(CABRAL, 2007).  2 

A combinação das técnicas de ELISA e imunocromatografia empregadas para o 3 

diagnóstico de equinos na região de Araçatuba, diferiram dos resultados encontrados no 4 

presente trabalho, apresentando reatividade. Entretanto os testes foram adaptados à espécie 5 

equina (FEITOSA, et al., 2012). Por outro lado, KOEHLER et. al., (2002) identificaram um 6 

equino com ausência de anticorpos séricos específicos, embora diagnosticado com presença 7 

de formas amastigotas nas análises histopatológicas e imunohistoquimicas e fragmentos de 8 

DNA no PCR. Para RIERA et al. (2003), a sorologia negativa não descarta a infecção, 9 

principalmente nas formas ocultas, assim como um resultado positivo em técnicas 10 

imunológicas não representa, necessariamente, uma infecção ativa e pode indicar uma 11 

exposição prévia ou contato com o protozoário, o que é comum em áreas endêmicas.  12 

TRUPPEL et al. (2014), ao realizar diagnóstico em equídeos no Estado do Paraná – 13 

Brasil, observaram, pelas técnicas de PCR / ELISA, que a presença de parasito no sangue e 14 

sorologia negativa podem caracterizar uma infecção aguda ou doença relacionada à 15 

deficiência imunitária, enquanto que resultados sororeagentes com PCR negativo foram 16 

obtidos em casos em que o animal teve apenas uma exposição ao parasito, ou está em fase 17 

crônica da infecção e não se encontra presente no sangue. 18 

Na América Latina, incluindo o Brasil, foi identificada a espécie Leishmania infatum, 19 

(Leishmania chagasi) como agente etiológico da leishmaniose visceral em humanos e nos 20 

cães que, além de apresentarem a forma visceral ou sistêmica, podem desenvolver lesões 21 

cutâneas. Em equinos infectados por Leishmania infantum, foi observada a presença de lesões 22 

de pele como a principal manifestação clínica, sendo esta denominada como leishmaniose 23 

cutânea (KOEHLER et al., 2002; MÜLLER et. al., 2009). Contudo, não é possível considerar 24 

as lesões como um sinal clínico característico da infecção, pois animais aparentemente 25 
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saudáveis podem apresentar anticorpos anti-L infantum (FERNÁNDEZ-BELLON et al., 1 

2006), especialmente quando vivem em áreas endêmicas, expostos à infecção. Os resultados 2 

obtidos com a técnica molecular apontam que todos os equinos identificados com fragmentos 3 

de DNA de Leishmania no sangue periférico, com exceção dos animais apreendidos, são 4 

residentes de bairros onde existem notificações de LVC (Tabela 4), sugerindo uma possível 5 

relação de infecção da espécie com contato de cães portadores de LVC. 6 

A carência de controles positivos de equinos, devido a insipiência da identificação do 7 

complexo donovani nesta espécie animal, limitou a análise comparativa entre as técnicas 8 

empregadas. Entretanto, com a inexistência de padronização de diagnóstico somada a 9 

constatação da infecção por Leishmania sp em equinos, percebe-se a necessidade de 10 

desenvolvimento de novas análises a partir dos achados no trabalho, utilizando diferentes 11 

materiais biológicos dos animais estudados. 12 

Não obstante, a presença de reação nas técnicas moleculares indica fortemente a 13 

possibilidade de existência de Leishmania nos equinos em regiões consideradas endêmicas do 14 

município.  15 

 16 

CONCLUSÃO 17 

A técnica molecular possibilitou a detecção do gênero Leishmania nas amostras de 18 

sangue periférico dos equinos. Embora os testes sorológicos não tenham apresentado 19 

reatividade, os resultados apresentados no experimento indicam a possibilidade de existência 20 

de Leishmania sp em equinos de zona urbana na região de Uruguaiana – RS. Este foi o 21 

primeiro relato da infecção na espécie equina na região do extremo oeste do estado do Rio 22 

Grande do Sul.  23 

24 
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ANEXO 1 

Tabela 1 - Características dos quatro métodos de PCR utilizados para a detecção de 2 

leishmaniose em equinos de zona urbana no município de Uruguaiana – RS. 3 

 4 

5 

Iniciadores LITSR/LITSV    LITSR/L5.8S LITSV/L5.8SR RV1/RV2 

     Espécie 
L. infantum 

L. chagasi                   

L. donovani 

L. infantum  

L. chagasi                   

L. donovani 

L. infantum  

L. chagasi                   

L. donovani 

Complexo L. donovani 

 

 

     Região 

amplificada  
ITS rDNA ITS1 rDNA ITS2 rDNA LT1 kDNA 

     
Tamanho das 

bandas 
1020 pb 320 pb 700 pb 145 pb 

     
Condições 

do PCR 
(El Tai et al., 2001)  

(Kuhls et al., 2005) 

(El Tai et al., 2001)  

(Kuhls et al., 2005) 

(El Tai et al., 2001)  

(Kuhls et al., 2005) 

(Bigeli et al., 2012)  

(Almeida et al., 2013) 

     

Sequência 

Iniciadores 

5’ - CTGGATCATTT-TCCGATG-3’ 

5’-ACACTCAGGTCTGTAAAC- 3' 

5'-TGATACCACTTATCGCACTT-3’ 

5'-CTGGATCATTT-TCCGATG-3’ 

5’-AAGTGCG-ATAAGTGGTA-3’ 

5’-ACACTCAGGTCTGTAAAC-3’ 

5'-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3'    

5'-CCACCTGGCTATTTTACACCA-3’ 
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Tabela 2 - Análise global do número de amplificações de DNA de Leishmania em amostras 1 

de sangue equino. 2 

 3 

**Polícia Rodoviária Federal 4 

5 

 N=192  Métodos de PCR 

 

Nº de 

Animais 

positivos 

Região 

 

 
Amostras 

positivas em 1 
método 

 

 
Amostras 

positivas em 2 
métodos 

 

 
Amostras 

positivas em 3 
métodos 

 

 

Amostras 
positivas em 4 

métodos 

 

 1 Vila Bethânia 1 - - - 

 2 Mascarenhas de Moraes 2 - - - 

 1 Tabajara Brites - 1 - - 

 25 Cabo Luiz Quevedo 17 7 1 - 

 1 Francisca Tarrago 1 - - - 

 21 União das Vilas 12 7 2 - 

 8 Apreendidos PRF** 8 - - - 

 16 Salso de Baixo 11 5 - - 

Total 75  52 20 3 - 
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Tabela 3 - Resultados da amplificação de DNA de Leishmania utilizando quatro métodos de 1 

PCR em amostras de sangue de equinos provenientes de diferentes regiões do município de 2 

Uruguaiana - RS. 3 

 4 

 5 

*Casos de leishmaniose visceral canina notificados pelo Vigilância Sanitária em 2012. 6 
** Polícia Rodoviária Federal 7 

8 

 N=192   Iniciadores 

 
Nº de 

Animais 

Região 

 

Notificação 

de LVC * 

 
LITSR/LITSV 

Região ITS 

 

 
LITSR/L5.8S 

Região ITS1 

 

 
LITSV/L5.8SR 

Região ITS2 

 

 
 RV1/RV2 

Região LT1 

 

 1 Vila Bethânia Sim - - 1 - 

 2 Mascarenhas de Moraes Sim - - 2 - 

 1 Tabajara Brites Sim - 1 1 - 

 25 Cabo Luiz Quevedo Sim 11 2 14 7 

 1 Francisca Tarrago Sim - - 1 - 

 21 União das Vilas Sim 14 - 12 6 

 8 Apreendidos PRF** - - - 5 3 

 16 Salso de Baixo Sim 8 - 8 5 

Total 75   33 3 44 21 
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 1 

 2 

Figura 1 – Amplificação de DNA por PCR, eletroforese em gel de agarose (1,8%). Iniciadores LITSV/L5.8SR 3 

(700pb). Linha 1: Marcador molecular 100pb. Linha 2: Controle Positivo L infantum (MOHM/BR/1974/PP7). 4 

Linha 3: Controle negativo (sem DNA). Linha 4-5: Controles negativos equinos região não endêmica. Linhas 6-5 

12: amostras de sangue periférico de equinos de zona urbana de Uruguaiana – RS.  6 
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5 CONCLUSÃO 

 

 

O presente estudo possibilitou a verificação da presença de fragmentos de DNA de 

Leishmania sp em equinos de zona urbana do município de Uruguaiana – RS, a qual foi feita 

através das análises moleculares pela técnica de PCR. Contudo, se faz importante a realização 

de sequenciamento do fragmento para que se possa confirmar a identidade genética de 

Leishmania sp. Dessa forma, pode-se inferir que embora os animais não tenham apresentado 

resposta imunológica nos testes de ELISA e TR-DPP, os resultados dos testes moleculares 

indicam a infecção na espécie. Por ser uma enfermidade relativamente nova na região sul e 

também pouco conhecida em equinos, existe uma grande carência de conhecimentos sobre a 

dinâmica da infecção na espécie. Necessitam-se de mais estudos para padronização de 

técnicas de diagnóstico, incluindo ensaios imunológicos, que auxiliariam em uma análise 

mais acurada da infecção e permitiriam a realização de inquéritos epidemiológicos na espécie 

equina. Também seria imprescindível desenvolver estudos para determinar as alterações 

clínicas e laboratoriais a partir do conhecimento de que a leishmaniose equina pode afetar 

principalmente animais em regiões endêmicas e em contato com os reservatórios caninos. 
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