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RESUMO

Foi realizado um estudo caso-controle para avaliar possiveis associagbes entre
as infestacbes por Rhipicephalus sanguineus, ou por Ctenocephalides felis
felis, e a deteccdo de anticorpos anti — Leishmania em caes de uma area
endémica para leishmaniose visceral. Foi avaliado, também, a capacidade
vetorial de R. sanguineus na transmissao da leishmaniose visceral canina
(LVC), utilizando condigbes controladas de laboratério. Para o estudo caso-
controle, foi utilizada uma amostra de 200 caes soropositivos e 200
soronegativos provenientes de um inquérito sorolégico censitario em 5556
caes, dos quais 7,8% (432) foram positivos na deteccado de anticorpos anti —
Leishmania pelos testes de ELISA e RIFI (Bio-Manguinhos). Os caes foram
considerados infestados ou nao por carrapato e pulga com base em inspecéao
direta para deteccdo dos ectoparasitas. Foi realizado o georreferenciamento
dos caes soropositivos e da presenca dos ectoparasitos na area de estudo. O
estudo em condigdes controladas para a deteccdo da infeccdo de R.
sanguineus por Leishmania sp., assim como uma possivel interacao entre
estas duas espécies, foi realizado utilizando a PCR, isolamento em cultura e
esfregaco em laminas coradas por Panético-Laborclin. Os exames foram
realizados em estadios do carrapato provenientes de infestacdo artificial em
caes com LVC. Os caes utilizados no experimento foram infectivos para
Lutzomyia longipalpis pelo exame de xenodiagnostico . Antes da realizacéo dos
exames os estadios foram mantidos de 4 a 15 dias em condi¢des controladas
de laboratério. A prevaléncia de infestacdo por R. sanguineus nos caes
soropositivos (38,5%) foi significativamente maior que nos caes soronegativos
(29%) (p=0,04); para C. felis felis também houve diferenca significativa nas
prevaléncias de infestacdo (36,5% e 15,5%, respectivamente) (p<0,01). A
chance de positividade para Leishmania sp. foi 53% mais alta nos caes
infestados por carrapato (Odds ratio [OR] = 1,53; intervalo de 95% de confianca
[1IC95%] = 1,01-2,33 ) e cerca de 3 vezes mais alta nos caes com infestacao
por pulga (OR = 3,13; IC95% = 1,94-5,06). Ambos os ectoparasitos estiveram
amplamente distribuidos na area de estudo com uma tendéncia em
acompanhar a distribuicado dos caes soropositivos. A presenca de anticorpos
anti — Leishmania mostrou — se associada tanto a infestacao por R. sanguineus
quanto por C. felis felis. No estudo controlado, foram positivos pela PCR 10
“pools” de estadios do carrapato, incluindo estadios de ecdises sem alimentar.
Nos esfregagos ndo foram observadas formas parasitolégicas sugestivas de
Leishmania spp., embora pode — se observar a presenga de uma estrutura
flagelada em um estadio de larva ingurgitada sugestivo de um
tripanosomatideo. Na cultura em meio NNN/LIT de todos os estadios
analisados nao foi observado o crescimento de Leishmania spp. Potenciais
explicagdes para estes resultados recaem sobre a capacidade vetorial dessas
espécies em transmitir Leishmania sp. para a populagao canina, porém mais
estudos sao necessarios para rejeitar ou nao essa hipétese.
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ABSTRACT

The association between the prevalence of infestation by Rhipicephalus
sanguineus and Ctenocephalides felis felis and the presence of anti-Leishmania
antibodies has been evaluated in dogs located in an area of Brazil endemic for
canine visceral leishmaniasis. Blood samples from 5556 domestic dogs were
submitted to enzyme linked immunosorbent assay and indirect
immunofluorescent antibody assay, and 432 (7.8%) animals tested positive.
Seropositive (n = 200) and seronegative (n = 200) dogs were randomly selected
and examined for the presence of ticks and fleas, the results of which were
expressed qualitatively as infested or non-infested, irrespective of the intensity
of infestation. The vectorial capacity of R. sanguineus in the transmission of
canine visceral leishmaniasis has been evaluated through a laboratory-
controlled experiment. One healthy Leishmania-free dog, and two dogs
naturally infected with Leishmania, were infested with R. sanguineus in various
stages of development. Engorged larvae, unfed nymphs, engorged nymphs,
unfed adults, engorged female adults and fed male adults were collected from
the experimental animals and examined for Leishmania infection by optical
microscopy, polymerase chain reaction (PCR) and parasite culture. All pools of
R. sanguineus that had fed on the infected dogs tested PCR-positive for
Leishmania DNA, with the single exception of the pool of engorged larvae. In
contrast, all pools of ticks that had fed on the Leishmania-free dog were PCR-
negative. Leishmania growth was not observed in any of the tick colonies
following incubation on culture medium. Leishmania forms were not detected in
any of the 433 smears prepared from engorged colonies and in none of the 118
smears prepared from unfed colonies. However, one flagellate structure was
identified in one of the smears. The prevalence of infestation by R. sanguineus
was significantly greater (p = 0.04) among seropositive dogs (38.5%) compared
with their seronegative counterparts (29.0%). Similarly, the prevalence of
infestation by C. felis felis was significantly greater (p < 0.01) within the
seropositive group (36.5%) than within the seronegative group (15.0%).
Moreover, the probability of seropositivity for Leishmania was 53% higher in
tick-infested dogs and 300% higher in flea-infested dogs in comparison with
non-infested animals. The study provides evidence of the vectorial capacity of
these ectoparasites in transmitting Leishmania to the canine population,
although further studies are needed to confirm or reject this hypothesis.
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1 Introducao e Justificativa

1.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral no Brasil

1.1.1 Breve historico

As leishmanioses sao zoonoses de grande importadncia meédica e
veterinaria, sendo clinicamente, divididas em duas formas basicas: visceral e
tegumentar. Estao entre as dez endemias mundiais de prioridade absoluta da
Organizagao Mundial de Saude (OMS), devido ao seu carater endémico em 88
paises de varias regides do mundo, principalmente em areas tropicais e
subtropicais das Ameéricas, Africa, Asia e Europa (OMS, 2003). Nas Américas,
a leishmaniose visceral (LV) ocorre desde o sul do México até o norte da
Argentina, sendo que 90% dos casos sao registrados no Brasil, onde esta
distribuida na maioria das unidades federativas, atingindo todas as regides
brasileiras.

Antes de 1934 somente trés casos de LV eram conhecidos no continente
americano, um provavelmente adquirido no Brasil e os outros dois na Argentina
(Migone, 1913). Em 1934, Penna detectou formas de Leishmania sp. em 41
amostras de cortes histologicos de figado provenientes de oébitos por febre
amarela no Nordeste Brasileiro. Evandro Chagas et al. (1936), visitaram a area
de estudo e fizeram o diagnéstico clinico do primeiro caso de LV no Brasil, com
sintomatologia clinica semelhante a LV do Mediterraneo. De 1936 a 1939,
Chagas e colaboradores identificaram um foco no estado do Para com a
confirmacéao histolégica posterior por Penna em oito humanos, alguns céaes e
um gato.

Por alguns anos a doenca nao foi considerada importante do ponto de
vista da saude publica. Somente em 1953, com um achado de 46 pacientes
com LV, em uma expedicao realizada por Aragao em Sobral no estado do
Ceara, o Ministério da Saude criou uma comissao para avaliar o problema e
iniciar um programa de controle.

Os estudos realizados por Deane e Deane em 1955 descreveram os
primeiros aspectos importantes da epidemiologia da doenga no Brasil: o
achado do primeiro hospedeiro silvestre, a raposa Lycalopex vetulus,
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mostrando ser infectiva para Lutzomyia longipalpis; o papel de L. longipalpis
como o unico vetor importante e a aplicacao de inseticidas com uma medida
viavel de controle. Os mesmos autores ao alimentarem exemplares de L.
longipalpis em 14 pacientes, encontraram formas flageladas no intestino
anterior e médio das fémeas alimentadas em quatro pacientes. O estudo
também foi conduzido em 16 caes naturalmente infectados, sendo que 12 dos
animais foram infectivos para os flebotomineos. Desta forma, os caes foram
considerados como os principais reservatorios domésticos da doenca, mas
tendo o homem, também, como um potencial reservatorio.

A partir da década de 70, além do aumento no numero de casos
notificados, observou-se a crescente urbanizacdo da doenca. Esse fendmeno
vem sendo observado em varias regides do pais até os dias atuais (Jerédnimo
et al., 1994; Romero & Boelaert, 2010).

Em 1984, havia notificagdo de casos autéctones em 520 municipios € no
ano de 2000, esse numero aumentou para 930 . Em 1998, foi demonstrado que
a maior ocorréncia de calazar encontrava-se no Nordeste, com 92% do total
das notificagdes, seguida pelas regides Sudeste (4%), Norte (3%) e Centro-
Oeste (1%) (Vieira & Coelho, 1998). Em 2004, as maiores taxas de incidéncia
(casos/100.000 habitantes) foram registradas em Tocantins (12,04), Piaui
(11,05), Mato Grosso do Sul (10,09) e Maranhao (9,76) (Ministério da Saude,
2006).

Atualmente, o crescimento desordenado das cidades ocasionando a
destruicdo do meio ambiente, associado ao aumento da crise social, tém sido
apontados como principais determinantes promotores das condigbes
adequadas para ocorréncia da LV na area urbana. Além disso, a identificacao
da doenca nos centros urbanos é freqientemente postergada devido a
caréncia de informacéao e treinamento adequados para os profissionais da
Saude (Brasil, 2006).

As ac¢des direcionadas ao controle desta doenga buscam atingir cada elo
da cadeia epidemiolégica, devendo ser empregadas de forma integrada. O
controle vetorial tem como principal foco o controle quimico, sendo preconizado
em circunstancias especificas como em areas de registro recente de casos
autoctones, areas de transmissao moderada/intensa ou em surtos da doenca.

O controle do reservatoério canino recomenda a pratica da eutanasia em todos
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0s animais com sorologia e/ou exame parasitolégico positivos para Leishmania.
Quanto ao hospedeiro, as orientagdes sao dirigidas para o diagnostico precoce
e tratamento adequado dos casos humanos. Mais recentemente o manejo
ambiental vem sendo utilizado como uma medida de controle promissora
(Brasil, 2006).

O dificil controle da doencga e consequentemente o aumento significativo da
sua incidéncia parece ser conseqiéncia de um processo multifatorial, sendo
um dos mais relevantes a participagdo cada vez mais significativa do cdo como

reservatorio doméstico (Brasil, 2006).

1.1.2 O agente

Os agentes etiologicos da leishmaniose visceral s&do protozoarios
tripanossomatideos do género Leishmania, parasito intracelular obrigatério de
células do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos, séo eles: Leishmania
donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi todos pertencentes ao
complexo Leishmania donovani (Lainson et al.,1977).

Existe grande polémica em torno da origem da LV no Novo Mundo: se ela
foi introduzida recentemente, na época da colonizagdo européia e causada
pela espécie L. infantum, ou ha varios milhdes de anos, juntamente com a
introducao dos canideos, devendo a espécie ser identificada como L. chagasi
(Mauricio et al., 1999). Os achados de altas taxas de infeccdo em canideos
originarios da Amazdnia sugerem a origem autéctone (Lainson e Shaw, 1987).
Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares consideram
a L. chagasi e a L. infantum uma Unica espécie e aceitam a hipotese de origem
recente nas Américas (Mauricio et al., 1999; Gontijo e Melo, 2004).

A posicao taxondmica da espécie L. chagasi é a seguinte:
Reino: Protista (Haekel, 1887)
Sub-Reino: Protozoa (Goldfuss, 1817)
Filo: Sarcomastigophora (Honiberg & Balamuth, 1963)
Subfilo: Mastigophora (Diesing, 1866)
Classe: Zoomastigophora (Calkins, 1909)
Ordem: Kinetoplastida (Vickkerman, 1976)
Subordem: Trypanosomatina (Kent, 1880)
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Familia: Trypanosomatidae (Grobben, 1905)

Género: Leishmania (Ross, 1903)

Subgénero: Leishmania (Saf Janova, 1982)

Espécie: Leishmania (Leishmania) chagasi (Cunha e Chagas, 1937) (= L.
infantum).

Uma caracteristica comum de Leishmania spp. € a capacidade de
estabelecer um parasitismo intracelular com sua forma de amastigota em
macréfagos de vertebrados, mais precisamente em sobreviver no
compartimento lisossomal dessa célula, um local geralmente de dificil invasao
por outros microorganismos. Esse fato desencadeia todo o processo
etiopatolégico associado as leishmanioses (Chang & Bray, 1985).

O ciclo do parasito se inicia quando uma fémea de flebotomineo se
alimenta sobre um hospedeiro infectado e ingere as formas amastigotas
juntamente com o sangue. Uma vez diferenciadas em promastigotas, os
parasitos exibem uma distribuicdo preferencial dentro do trato digestivo do
vetor, formando “micro-habitats”, o que levou Lainson & Shaw (1987) a
proporem a classificacdo de Leishmania spp. como suprapilaricas ou
peripilaricas.

Parasitos com comportamento peripilarico estabelecem uma infecgao
inicial na regiao posterior do trato digestivo, na regiao pilérica e no intestino
médio abdominal, migrando para as por¢gdes mais anteriores durante o seu
desenvolvimento. Esses parasitos pertencem ao subgénero Viannia, cujos
representantes sao unicamente encontrados no Novo Mundo.

A maior parte de Leishmania spp. que causam doengas em humanos
tem comportamento suprapilarico. O desenvolvimento desses parasitos €&
restrito a porcao do trato digestivo anterior ao piloro, sobretudo nas regides
abdominais e toracicas do intestino médio.

Semelhante ao comportamento peripilarico, os parasitos migram para as
porcées mais anteriores, onde podem ser transmitidos ao hospedeiro
vertebrado (Lainson & Shaw, 1987).

Parasitos com comportamento suprapilarico pertencem ao subgénero

Leishmania, o qual inclui a espécie L. chagasi.
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Os parasitos enfrentam mudancas adversas durante a passagem do
hospedeiro mamifero para o flebotomineo (Killick-Kendrick, 1990; Bates, 2007).
Para sobreviver a variagbes de pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes
e oxigénio, os parasitos diferenciam-se em formas altamente especializadas
que se distinguem quanto ao seu requerimento nutricional, taxa de crescimento
e habilidade de se dividirem, regulacdao da expressdo de moléculas de
superficie e também em sua morfologia (revisado por Sacks et al., 2008).
Diversos trabalhos utilizam variadas denominac¢des para esses morfotipos, os
quais ja foram observados tanto em cultura quanto no vetor (Bates, 2007;
revisado por Sacks et al., 2008;). A figura 1 ilustra esses morfotipos segundo o
trabalho de Bates (2007).
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Figura 1 — Desenvolvimento de Leishmania (Leishmania) spp. no flebotomineo vetor segundo
Bates (2007). (a) Morfologia de amastigota e promastigota. Nucleo (N), kinetoplasto (K) e
flagelo (F). (b) Sequéncia do desenvolvimento das formas de promastigotas; promastigota
prociclica, promastigota nectomona, promastigota leptomona, promastigota haptomona e

promastigota metaciclica.
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Segundo Chang & Bray (1985), algumas caracteristicas sao utilizadas
para a identificacao e classificagdo de Leishmania sp., sao elas: sintomatologia
clinica no hospedeiro vertebrado; distribuicdo geografica; comportamento em
animais de laboratério e em meio de cultura, interagcao com insetos vetores,
morfologia pela microscopia 6ptica e eletrénica, estrutura molecular e fungées,
caracteristicas imunolégicas envolvendo resposta humoral, resposta celular,
analises e detecc¢bes antigénicas.

O DNA do kinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. tem sido alvo de
pesquisa por muitos anos com a existéncia de uma literatura extensa sobre
esse assunto. O kDNA pode ser separado do DNA do nucleo por um processo
de centrifugacao equilibrada em gradiente de densidade utilizando cloreto de
césio. No kinetoplasto esta presente de 10 a 25% do DNA total celular em uma
rede de minicirculos (700 - 900 pares de base) e macrocirculos (20.000 —
40.000 pares de base). Nos macrocirculos estao contidos seqiiéncias do DNA
que sao homologas a outras encontradas no genoma mitocondrial de outros
eucariotas, que codificam os genes mitocondrial para a cytocromo oxidase
subunidades 1 e 2, ATPase subunidade 6 e cytocromo b. A funcdo dos
minicirculos €& incerta, embora suas propriedades heterogéneas tem sido
intensamente exploradas como ferramenta para a diferenciacdo de espécies
(Chang & Bray, 1985).

1.1.3 Flebotomineos vetores

Os flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) séao
conhecidos popularmente por mosquito-palha, birigui, cangalhinha, asinha
branca e tatuquira. Caracterizam-se pelo pequeno porte (1 a 3 mm de
comprimento), ter o corpo e as patas cobertas de cerdas, habitos de véo
crepusculares e abrigarem-se em locais umidos e sombrios. Durante o pouso,
mantém suas asas em posi¢ao vertical caracteristica. Apenas as fémeas sao
hematofagas e, portanto, possuem importancia epidemiolégica. Sao
encontrados no peridomicilio e alimentam-se preferencialmente em animais
domésticos (Sherlock, 1964).

Estes insetos costumam abrigar-se em troncos de arvores, tocas de

animais, folhas caidas no solo, copa de arvores, frestas em rochas. Porém,
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com a destruicao das matas nativas, os habitats naturais destes insetos foram
alterados, havendo entdo, uma restricdo de ambientes por eles utilizaveis.
Desse modo, as espécies que, de alguma forma, resistem as condigdes
adversas, conseguem explorar novos ambientes, aproximando-se cada vez
mais dos peridomicilios (Forattini et al., 1976).

Os seus criadouros sao de dificil localizagcao na natureza, sendo que as
larvas alimentam-se de matéria organica do solo e os adultos, tanto fémeas
quanto machos, de fontes naturais de agucar (seiva e secregdes de plantas)
(revisado em Lainson & Rangel 2005). Além de acgucar, as fémeas necessitam
de alimentag¢ao sanguinea para a ovogénese (Killick-Kendrick, 1990).

Varios trabalhos sugerem que alguns fatores abibdticos, como a
temperatura, pluviosidade e umidade estao relacionados, em diferentes graus,
com a ocorréncia de flebotomineos, seja por influéncia sobre os adultos ou pela
modificacao nos criadouros (revisado em Michalsky et al., 2009).

Sao descritos em torno de 800 espécies de flebotomineos, com
aproximadamente 425 encontradas no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo.
Mais de 100 espécies sao incriminadas como possiveis vetoras de Leishmania
spp., mas pouco menos de 50 sido realmente comprovadas como vetores
(Lainson & Rangel, 2005).

No Velho Mundo, diversas espécies estdo envolvidas na transmissao da
LV, como por exemplo, Phlebotomus argentipes, Phlebotomus perniciosus,
Phlebotomus ariasi e Phlebotomus neglectus (revisado por Sacks et al., 2008).
Ja no Novo Mundo, Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) ¢,
comprovadamente, o principal vetor da LV (Lainson et al., 1977).

L. longipalpis apresenta ampla distribuicdo geografica desde o Sul do
México até o Norte da Argentina e Paraguai, distribuicdo coincidente com a
presenca de LV nessas regides. Esse inseto também tem habilidade de ocupar
diversos nichos ecoldgicos, incluindo aqueles resultantes de agao antropica
(Young & Duncan, 1994).

Outra espécie que vem sendo incriminada como vetora em Corumba-
Mato Grosso do Sul € Lutzomyia cruzi (Santos et al.,1998). Porém, devido a
uma enorme semelhanc¢a morfoldgica, L. longipalpis e L. cruzi estao agrupadas

no complexo longipalpis, sendo as fémeas indistinguiveis nas duas espécies, e
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onde a identificacdo taxondmica especifica se torna possivel através de
pequenas diferencas morfolégicas entre os machos (Martins et al., 1984).

Fémeas de outras espécies também foram encontradas infectadas pelo
mesmo agente (com taxas de infec¢cdo ndo excedendo em sua maioria 0,5%),
como Lutzomyia almerioi na Serra da Bodoquena, Mato Grosso do Sul (Savani
et al., 2009), Lutzomyia neivai e Lutzomyia sallesi em Lassance, Minas Gerais
(Saraiva et al., 2009).

Porém, de acordo com Killick-Kendrick (1990), para ser considerado um
vetor biolégico o flebotomineo deve: (1) se alimentar em humanos e no
reservatério animal; (2) suportar o desenvolvimento do parasito depois que o
bolo sanguineo infectado tiver sido digerido e expulso; (3) possuir parasitos
indistinguiveis daqueles isolados de pacientes e (4) ser capaz de transmitir o

parasito pela picada.

1.1.4 Reservatorios silvestres

O achado do primeiro hospedeiro silvestre, a raposa Lycalopex vetulus,
mostrando ser infectiva para L. longipalpis foi obtido por Deane e Deane
(1955). Courtenay et al.(1996) entretanto, questionam a incriminagdo da
espécie L. vetulus como reservatério da L. chagasi. Acreditam eles, que Deane
et al. equivocaram-se na identificagdo do canideo infectado, tendo o parasita
sido encontrado, na verdade, na espécie Cerdocyon thous.

Sherlock (1964) e Sherlock et al. (1984) isolaram L. chagasi de dois
gambas da espécie Didelphis albiventris, capturados em um foco de LV em
Jacobina — BA, porém essa espécie nao foi considerada como reservatorio
pelos autores, devido a baixa ocorréncia da infecgdo nos animais amostrados
(2 em 84 examinados).

O isolamento de L. chagasi de diversas raposas da espécie Cerdocyon
thous e de diversos gambas da espécie Didelphis marsupialis € a infeccao
experimental em L. longipalpis alimentados nestes animais colocaram essas
duas espécies comprovadamente na categoria de reservatorios de L. chagasi
(Travi et al. 1998; Lainson & Rangel 2005;).

Em relacdo aos roedores, embora os resultados positivos pela PCR nos

tecidos de algumas espécies sugerem que eles sejam reservatérios, o
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isolamento do parasita e a infeccao experimental em L. longipalpis alimentados
nesses animais, sao fundamentais para confirmar essa hip6tese (Lainson &
Rangel, 20095).

Um efetivo reservatério de qualquer parasito seria aquele que
participasse de sua manutencdo e disseminagdo na natureza, sendo aquele
dependente de um vetor hematdéfago para sua transmissdo. Assim, é
necessario demonstrar que esse vetor pode ser infectado ao se alimentar no

hospedeiro em questédo (Lainson & Rangel, 2005).

1.1.5 O reservatorio doméstico (Canis familiaris)

O cado representa um importante elo na manutencdo do ciclo de
transmissao da leishmaniose visceral e seu papel como reservatério tem sido
objeto de estudo de muitos autores.

A doenca no cao é descrita como, inicialmente, acompanhada por febre,
descamacao e eczema, especialmente, no espelho nasal e na orelha. Muitas
vezes, pélo opaco, pequenas Ulceras rasas localizadas; freqiientemente ao
nivel das orelhas, focinho, cauda e articulagbes. Com grande freqiiéncia,
observa-se nas fases mais adiantadas da doenca, esplenomegalia,
linfoadenopatia, alopecia, dermatites, Uulceras de pele, onicogrifose,
ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema das
patas, vomito, além do aparecimento de areas de hiperqueratose,
especialmente, na ponta do espelho nasal. Na fase final da infeccao ocorre, em
geral, a paresia das patas posteriores, caquexia, inanicdo e morte do animal
(Deane & Deane, 1955; Genaro, 1993). Entretanto, caes infectados podem
permanecer clinicamente normais por um periodo muito longo de tempo e
mesmo assim serem infectivos para L. longipalpis (Michalsky et al., 2007).

A resposta imune do hospedeiro canino tem um importante papel em sua
caracterizagcao como reservatério, devido a sua associacdo com a protecao e o
desenvolvimento da infeccao por este patégeno. Em caes, encontramos trés
quadros clinicos relacionados ao parasitismo por leishmaniose: a) caes
sintomaticos: sinais aparentes, caracteristicos da doenga; b) caes oligo-

sintomaticos: apresentam sinais brandos da doenca e apenas dois ou trés
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sintomas relacionados; c) caes assintomaticos: infeccao detectavel apenas por
exames laboratoriais (Mancianti et al., 1988).

A correlacao entre dados clinicos e a resposta imune tem permitido
identificar dois grupos de animais: a) os que apresentam protecdo, estando
esses imunes contra o parasito ou; b) os que sao susceptiveis a infeccao,
permitindo a evolugdo da doenca. O perfil da resposta imune relacionada a
estes dois distintos grupos de animais € muito diferente. Em diversos trabalhos
correlaciona-se a: a) resposta imune do tipo Th1 em animais resistentes que
combateram a infecgcdo impedindo a evolugdo da doenga; b) auséncia de
resposta Th1, presenca de resposta do tipo Th2 em animais que
desenvolveram a doencga (revisto por Baneth et al.,2008).

A confirmacao do diagnéstico clinico deve ser realizada por exames
laboratoriais, tendo em vista que os sinais e sintomas da doenga nao sao
patognoménicos. O diagnéstico parasitolégico € o método de eleicdo e se
baseia na demonstragdo microscopica do parasita em esfregagos obtidos
através de puncado em tecidos alvos como baco, medula, linfonodo e pele
(Deane & Deane, 1955).

As taxas de positividade do diagnostico parasitolégico podem aumentar,
introduzindo , juntamente com o exame de esfregacos de 6rgaos, a cultura de
fragmentos desses tecidos em meio NNN/LIT, principalmente de medula éssea
(Mayrink, 1967; Genaro, 1993).

Devido a maior rapidez e menor custo, os testes sorolégicos sao os mais
empregados pelos programas de controle sendo seu uso recomendado em
inquéritos caninos amostrais ou censitarios para avaliar a soroprevaléncia
canina e retirada dos animais infectados da area. Os testes mais utilizados sao
0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) (Brasil, 2006). Animais doentes manifestam uma intensa resposta imune
humoral, apresentando altos niveis de IgG anti-Leishmania sp. A
soroconversdo pode ocorrer, em média, apos trés meses da infecgdo e os
titulos podem permanecer altos por, pelo menos, dois anos. Porém em animais
sadios, supostamente infectados, essa resposta nao é tao expressiva (Genaro,
1993).

Dos métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é o

que se apresenta como o melhor, em termos de especificidade e sensibilidade,
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para a deteccao de DNA do parasito. A especificidade pode facilmente atingir
100%, desde que se usem iniciadores apropriados, o que pode ser muito util
em areas onde varias espécies de tripanosomatideos co-existem. A utilidade
da PCR vem sendo demonstrada, repetidamente, mas suas limitagdes,
incluem: o custo, a disponibilidade de reagentes, de equipamentos sofisticados,
a pobre adaptabilidade do método as situagbes de campo e a capacidade de
interpretacao (Romero & Boelaert, 2010).

Embora a transmissao natural de L. chagasi ocorra principalmente pela
picada de L. longipalpis, outros mecanismos de transmissao provavelmente
estejam envolvidos na epidemiologia da leishmaniose visceral canina. Este fato
se justifica devido a baixa taxa de infeccdo natural por L. chagasi nestes
vetores, ndo excedendo em sua maioria 0,5% de acordo com uma revisao
realizada por Montoya — Lerma et al. (2003), assim como a alta prevaléncia de
caes infectados em regides endémicas, encontrados principalmente no Brasil
(Franga-Silva et al., 2005; Dantas-Torres et al.,2006; Malaquias et al.,2007;
Mestre e Fontes, 2007; Michalsky, 2007; Nunes et al., 2008). Além disso, em
algumas areas endémicas L. longipalpis nao é encontrada (Romero & Boelaert,
2010).

Uma das hip6teses a ser considerada seria a participagdo de outros
artrépodes na manutencado e transmissao de L. chagasi para a populacao
canina, fazendo com que a prevaléncia dessa infeccdo se mantenha alta e
crescente nas areas endémicas, independente do controle quimico da
populacao de L. longipalpis.

Um dado também importante, do ponto de vista pratico, sdo os freqiientes
relatos dos agentes de controle de endemias e da populacdo de areas
endémicas, sobre a intensa infestacdo por pulgas e carrapatos nos caes,
principalmente nos que sao submetidos a eutanasia nos Centro de Controle de
Zoonoses (CCZs) devido a deteccdo de anticorpos anti — Leishmania sp.

nesses animais.

25



1.2 Participacao de outros artropodes na epidemiologia da leishmaniose

visceral canina

Sao conhecidas cerca de 825 espécies de carrapatos no mundo, divididas
em trés familias: Ixodidae (625 espécies), Argasidae (195 espécies) e
Nuttallielidae (uma espécie). O carrapato vermelho do cao, R. sanguineus
(Latreille, 1806), & provavelmente a espécie mais distribuida em todo o mundo,
sendo adaptada nas Américas do Norte, Central e do Sul, nas regides Leste e
Oeste da india, China, Australia, Micronésia, Sudeste da Europa, Madagascar
e Africa (Soulsby, 1966).

Originaria do continente africano, onde existem aproximadamente 20
espécies do género Rhipicephalus (Freitas et al., 1978), a espécie R.
sanguineus esta distribuida em todo territério nacional e acredita-se que tenha
sido introduzida no Brasil por volta do século XVI, com a entrada dos
colonizadores europeus e seus animais (Labruna & Pereira, 2001).

R. sanguineus €& um carrapato trioxeno, necessitando de trés hospedeiros
para completar o ciclo biolégico que envolve os seguintes estadios: ovo, larva,
ninfa e adultos macho e fémea. Dentro do ciclo de vida dos carrapatos, o
estagio de fémea ingurgitada € o de maior importancia no crescimento da
populacao, pois € o unico estagio que podera dar origem a mais de um
individuo; ou seja, enquanto uma fémea podera dar origem a milhares de
larvas, uma larva ou uma ninfa podera dar origem a apenas uma ninfa ou um
adulto, respectivamente. Assim, pode-se inferir que no ambiente onde ocorre
um maior desprendimento de fémeas ingurgitadas do hospedeiro, sera
encontrado a maior parte das formas de vida livre do carrapato, especialmente
as fases de fémeas em postura, ovos e larvas nao alimentadas (Paz et
al.,2008).

Este carrapato tem sido encontrado em alta prevaléncia em caes
urbanos, sendo descrita na literatura como uma das principais espécies de
parasitos destes animais domésticos (Soulsby,1966; Balashov, 1968; Linardi &
Nagem, 1973; Labruna e Pereira, 2001; Soares et al.,2006). Com frequéncia,
torna-se em uma importante praga urbana, que comeca a requerer atencao dos
organismos de Saude Publica, sendo ainda, motivo de constante preocupacéao

entre os profissionais veterinarios em seus locais de atendimento. O
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parasitismo humano por R. sanguineus, embora nao seja muito comum, tem
sido relatado em varios paises do mundo, inclusive no Brasil e América do
Norte (Gothe, 1989; Dantas -Torres et al., 2006; Guglielmone et al., 2006).

R. sanguineus é considerado um dos carrapatos de maior importancia
meédico-veterinaria do mundo. Além dos danos diretos causados pelo
parasitismo em si, que nao muito raramente pode levar caes a condicao de
exangue, € também vetor natural da bactéria Ehrlichia canis e dos protozoarios
Babesia canis (=B. vogeli), B. gibsoni e Hepatozoon canis (Smith et al., 1976;
Gothe et al.,1989). Além disto, esta envolvido na transmissdo de riquétsias
para humanos no Velho Mundo (especialmente Rickettsia conorii).

Alguns autores levantam a hip6tese da participacdo de R. sanguineus na
epidemiologia da LVC. Em um trabalho francés foi demonstrado a capacidade
de R. sanguineus ser infectado experimentalmente e manter Leishmania sp. na
transmissao transestadial, assim como transmitir a infeccdo por inéculo de
macerado para o roedor Citellus citellus (Blanc & Caminopetros, 1930), porém
o autor nao descreveu de forma detalhada a metodologia utilizada para uma
melhor interpretacéo de seus resultados.

Alguns pesquisadores do Mediterrdneo, citados por Sherlock (1964),
apresentaram argumentos a favor da transmissao de Leishmania sp. por R.
sanguineus (Figura 2). O mesmo autor salientou que flagelados de género
préximo a Leishmania poderiam nao apenas ser mantidos, como também se
desenvolverem no tubo digestivo de ixodideos. E interessante notar que a
presenca da matriz peritréfica, crucial para o desenvolvimento de Leishmania
spp. no flebotomineo (Pimenta et al., 1997), ja foi demonstrada em outras

espécies de carrapatos (Zhu et al., 1991).
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Figura 2 — Ciclo esquematico da epidemiologia da leishmaniose visceral canina com a
participacéo do carrapato na endemia canina (Sherlock, 1964)

No Brasil foi demonstrado, apesar do pequeno numero de R. sanguineus
coletados (6 fémeas, 11 machos e 22 ninfas) em cées soropositivos para
Leishmania sp., uma taxa de infeccao natural de 15,4% detectada pela técnica
de PCR (reagdo em cadeia da polimerase). A infectividade de Leishmania sp.
encontrada nos carrapatos foi comprovada através de inoculagao experimental
de macerados de carrapatos positivos em hamsters (Mesocricetus auratus),
atingindo taxas de infectividade da ordem dos 58,8% pela técnica de esfregaco
em figado e bago (Coutinho et al., 2005).

Mais recentemente foi encontrada a detecgcdo de kDNA em dois “pools” de
glandula salivar (um de cinco fémeas e outro de cinco machos) provenientes de
R. sanguineus coletados de caes soropositivos para Leishmania sp. no sul da
Italia (Dantas-Torres et al.,2010a). Os mesmos autores, ao infectarem
experimentalmente teleéginas com formas promastigotas de Leishmania
infatum também encontraram kDNA desse parasito nos ovos e larvas
provenientes das mesmas (Dantas — Torres et al., 2010b).

A infeccao natural de R. sanguineus por Leishmania sp., assim como uma
boa interacao entre estas duas espécies, pode ser favorecida por varios fatores
como: a alta prevaléncia de ambas as espécies em caes urbanos de area
endémica para LVC; a grande duragao do repasto sanguineo, assim como um
bom tempo de permanéncia e contato do carrapato com os caes; o processo
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de digestao sanguinea dos carrapatos e a troca de hospedeiros para completar
o ciclo trioxeno.

A capacidade de um agente etiolégico de se manter, multiplicar e em
alguns casos ser transmitido de forma transestadial e transovariana em uma
espécie de ixodideo, € um fator crucial para que se possa pensar na hipétese
da possivel capacidade vetorial deste carrapato em transmitir este agente.

A pulga da espécie C. felis felis também tem sido alvo de pesquisas devido
a sua provavel participacao na epidemiologia da LVC (Coutinho e Linardi 2007,
Ferreira et al. 2009), porém com menos fundamento cientifico que o carrapato.

As pulgas, independente de sua espécie, sdo insetos com metamorfose
completa, sendo seu ciclo biolégico dividido em quatro fases diferenciadas:
ovo, larva, casulo pupal e adulto. O ciclo biolégico dos pulicideos tem inicio
gquando os ovos sao depositados entre os pélos dos hospedeiros. Apds a
oviposicdo, estes caem ao solo, tendendo a acumular-se em grandes
quantidades nos locais habitualmente mais freqiientados pelos hospedeiros. As
larvas eclodem no intervalo entre um e dez dias, de acordo com as condicdes
ambientais de temperatura e umidade relativa, sendo o tempo médio de
desenvolvimento larval de cinco a onze dias, passando por trés instares,
separados entre si por duas mudas de cuticula. No final do seu
desenvolvimento, o terceiro instar larval deixa de se alimentar e esvazia seu
trato digestivo, iniciando a producao de ténues fios de seda viscosos, para a
formacao do casulo pupal, que ira aderir-se a qualquer sujidade ambiental
como graos de areia ou outro tipo de residuo. A emergéncia das pulgas adultas
ocorre em cerca de 5 a 9 dias ap6s o inicio da pupagao, podendo chegar a um
tempo longo como 140 dias. As pulgas emergentes apresentam fototropismo
positivo e geotropismo negativo, além de serem atraidas por vibragdes,
correntes de ar, gas carbdnico, ruidos, odores e outros estimulos quimicos.
Logo apo6s a emergéncia, as pulgas iniciam o repasto sanguineo e a oviposi¢cao
ocorre num tempo maximo de 36 a 48 horas do primeiro repasto (Linardi e
Guimaraes, 2000).

A conseqiiéncia da infestacao por essa espécie em caes, vao desde danos
provocados diretamente pela sua picada e transmissao de varios patégenos |,
até o desencadeamento de uma importante enfermidade, denominada

“‘dermatite alérgica a picada de pulgas - DAPP”, determinada por componentes
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contidos na saliva dos sifonapteros. C. felis felis pode ser hospedeira de
Dipylidium caninum, Dirofilaria immitis e de Dipetalonema reconditum (Linardi
and Guimaraes 2000).

2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliagao da capacidade vetorial de Rhipicephalus sanguineus na transmissao

da leishmaniose visceral canina e a provavel associagdo da infestacdo por

Rhipicephalus sanguineus e Ctenocephalides felis felis e infeccao por

Leishmania sp. em caes de area endémica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a infeccao por L. chagasi em estadios ingurgitados de R. sanguineus

(larva, ninfa e adulto) alimentados em caes infectados naturalmente.

Investigar a provavel transmissao transestadial de L. chagasi em R. sanguineus

alimentados em cées infectados naturalmente.

Determinar a prevaléncia de infestacao natural de R. sanguineus e C. felis felis
em caes soropositivos provenientes de area endémica para leishmaniose

visceral.
Avaliar a importancia da infestacdo por R. sanguineus e C. felis felis em caes

de area endémica para leishmaniose visceral como fator de risco para a

infeccao por Leishmania nestes animais.
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3 Material e Métodos

3 .1 Caes utilizados no experimento

Foram utilizados trés caes, sem raca definida, para as infestacbes
artificiais utilizando estadios de R. sanguineus criados em laboratério, sendo
um cao sadio livre de infeccao por Leishmania spp. (grupo controle) e dois caes
infectados naturalmente com Leishmania sp. Os caes foram considerados
infectados por apresentarem sintomatologia clinica caracteristica de LVC
(Figura 3); testes positivos de ensaio imunoenzimatico (ELISA), reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI)(Bio-Manguinhos) e teste rapido de
diagndéstico para Leishmania donovani (TRALA, Inbios International ). Além da
comprovacgao da infec¢gdo dos animais por Leishmania sp., a infectividade dos
mesmos para L. longipalpis foi comprovada pela realizagdo do xenodiagnostico
de acordo com Michalsky et al.(2007) ( Figuras 4,5,6 ).
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Figura 3 — Cao do grupo infectado com sinais clinicos de leishmaniose visceral canina

Figura 4 — Material utilizado no exame de xenodiagnéstico com Lutzomyia longipalpis
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Figura 5 — Cone de alimentagéo utilizado no xenodiagnéstico com L. longipalpis

Figura 6 — Exposicdo das fémeas de L. longipalpis na regido interna da orelha de um

cao em fase de triagem do xenodiagnostico

O cao do grupo controle apresentou dois exames negativos de RIFI e
ELISA, intervalados de 30 dias. Os caes foram mantidos em baias separadas
padronizadas e teladas pertencentes ao canil do Departamento de
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biol6gicas, Universidade Federal de Minas
Gerais (Figura 7).
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Figura 7 — Canil telado do Departamento de Parasitologia ICB - UFMG

3.2 Colénia de Rhipicephalus sanguineus

3.21 Criagcdo e manutencao de larvas de R. sanguineus livres de

Leishmania sp.

Fémeas ingurgitadas de R. sanguineus foram coletadas de caes adultos
soronegativos para Leishmania sp. nos testes de ELISA e RIFI. Os caes eram
provenientes de uma area ndo endémica para LVC. As teledginas foram
limpas, lavadas em agua destilada e secas em papel filtro. Foram selecionadas
e identificadas 30 fémeas (Aragdao & Fonseca, 1961), que foram
acondicionadas, individualmente, em placas de cultivo de 24 wells e incubadas
em estufa climatizada, com temperatura de 24 + 1 °C e umidade relativa = 80%
(Figura 8).
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Figura 8 — Teleéginas de R. sanguineus acondicionadas em placas de cultivo.

Durante o periodo de postura foram coletados ovos a cada cinco dias,
acondicionando 50mg de ovos em seringas plasticas descartaveis, previamente
preparadas. As seringas foram fechadas com o préprio émbolo e com algodao,
e mantidas na estufa climatizada nas mesmas condi¢cdes citadas

anteriormente.

Figura 9 — Acondicionamento de larvas de R. sanguineus em seringas.

As larvas eclodidas (aproximadamente 1.250 por seringa)
permaneceram na estufa em jejum de 15 a 20 dias antes das infestacbes
(Figura 9).

Cada cao foi infestado com aproximadamente 2.500 larvas, utilizando
duas camaras de infestacdo (aproximadamente 1.250 larvas/camara). O
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modelo de camara de infestacao foi o mesmo utilizado por Pinter et al. (2002)
modificado para caes. As camaras foram fixadas na regido dorsal da cabeca
abrangendo o aparelho auditivo Para prevenir a retirada da cémara, foi

colocado um colar de elizabetano nos animais (Figura 10).

Figura 10 — Camara de infestacdo artificial de R. sanguineus fixada na base do aparelho

auditivo e protegida pelo colar de elizabetano

Apos a infestacdo, de dois em dois dias foi realizada a abertura da
camara de infestacdo para a coleta das larvas ingurgitadas desprendidas

naturalmente (Figura 11).

Figura 11 — Coleta dos estadios ingurgitados de R. sanguineus desprendidos naturalmente
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3.2.2 Criagao e manutencao de ninfas de R. sanguineus

As larvas ingurgitadas coletadas foram armazenadas em seringas
devidamente identificadas. As seringas foram fechadas como anteriormente
descrito, e mantidas na estufa climatizada. Apdés a ecdise, as ninfas
permaneceram por 15 a 20 dias antes de serem utilizadas (ninfas p6s —
ecdise). Foram utilizadas aproximadamente 400 ninfas para cada cao, sendo
inoculadas em duas cémaras de infestacdo (200 ninfas/camara). Apds a
infestacdo, de trés em trés dias foi realizada a abertura da camara de
infestacdo para a coleta das ninfas ingurgitadas desprendidas naturalmente
(Figura 12).

Figura 12 — Ninfas ingurgitadas de R. sanguineus desprendidas naturalmente

3.2.3 Criagao e manutengao de adultos de R. sanguineus

As ninfas ingurgitadas coletadas foram mantidas nas mesmas condi¢ées
laboratoriais das larvas ingurgitadas. Apos a ecdise os adultos permaneceram
em jejum por 15 a 20 dias antes de serem utilizados (adultos pos — ecdise). Os
adultos foram separados por sexo e inoculados em duas camaras de
infestacdo, sendo aproximadamente 75 fémeas e 75 machos para cada
camara. Apoés a infestacao, de quatro em quatro dias foi realizada a abertura da

camara de infestacdo para a coleta das fémeas ingurgitadas desprendidas
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naturalmente (Figura 13). Os machos foram coletados quando todas as fémeas

haviam sido retiradas das camaras de infestacéo.
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Figura 13 — Fémeas ingurgitadas de R. sanguineus desprendidas naturalmente

3.3 Deteccao da infeccao por Leishmania sp. em diferentes estadios de R.
sanguineus (larvas, ninfas e adultos) provenientes de infestagcao artificial

em caes com leishmaniose visceral canina

O estudo da deteccao da infeccao de R. sanguineus por Leishmania foi
realizado em estadios ingurgitados (larvas, ninfas e adultos) e nos estadios
pos-ecdises. Antes da realizacdo dos exames laboratoriais, os estadios
ingurgitados ficaram de 4 a 7 dias incubados em estufa climatizada e os
estadios pos — ecdises 15 dias. A determinacado da infeccao foi através de
exames parasitolégico, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e isolamento
em cultivo.

O exame parasitologico foi realizado em estadios ingurgitados (larvas,
ninfas e adultos) provenientes dos caes infectados. O numero de cada estadio
a ser estudado foi determinado através de calculo amostral considerando uma
prevaléncia esperada de 15% de acordo com Coutinho et al.(2005), 95% de
confianga, uma margem de erro de 5%, encontrando 196 exemplares de cada
estadio de larva ingurgitada e ninfa ingurgitada. Para os estadios de fémeas

ingurgitadas foram utilizadas apenas 10 amostras e para os estadios de
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machos alimentados 31 amostras. As larvas e ninfas foram prensadas entre
duas laminas de vidro, e os adultos foram dissecados e realizado esfregaco do
intestino (Figura 14). As laminas foram coradas pelo método rapido (Panético-
Laborclin) e examinadas em microscopio sob imersao.

A mesma metodologia foi utilizada para os estadios pos - ecdise de R.
sanguineus, com exce¢ao do numero de amostras necessarias para o estudo
da transmissao transestadial e do tempo de permanéncia na estufa (15 dias).
Foram utilizadas 59 amostras de ninfas e adultos cada (com uma probabilidade
de 95% de detectar pelo menos um estadio positivo, adotando o limite de
confianga [£* 0,05).

Figura 14 — Intestino de teleégina de R. sanguineus dissecado para exames parasitolégicos de
infecgéo por Leishmania sp.

A PCR foi realizada de acordo com Michalsky et al. (2007) utilizando os
seguintes iniciadores genérico: (5 GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA 3’; 5
CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC 3’; 5 GGCCCACTATATTACACCAACCCC 3’), para
amplificacdo da regido conservada do KDNA de minicirculo de Leishmania spp.
(Degrave et al.,1994). Foram utilizados “pools” de 10 amostras dos estadios de
cada colbnia (larva ingurgitada, ninfa pés — ecdise, ninfa ingurgitada e adultos
pos - ecdise).

Como controle positivo de extracdo de DNA dos estadios de R.

sanguineus, utilizou a inoculagdo de 10ul de cultura de formas promastigotas
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da cepa MHOM/BR/74/PP75 de L. chagasi em fase estacionaria em cada
“pool” de estadios do grupo controle macerado no LI/T.

Para a determinacao pelo cultivo, “pool” de 10 a 20 amostras de cada
estadio proveniente dos céaes infectados foi preparado como inéculo para a
tentativa de isolamento de Leishmania em meio NNN/LIT. Para a preparacao
do inéculo cada “pool” de R. sanguineus foi imerso em alcool 70%, lavado em

PBS 1% e macerado em meio LI/T.

3.4 Estudo de prevaléncia de infestagido por R. sanguineus e

Ctenocephalides felis felis e associagdoes com a soropositividade canina

3.4.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no municipio de Belo Horizonte, estado de Minas
Gerais, Brasil. O clima de Belo Horizonte é classificado como tropical de
altitude, caracteristica advinda de sua altitude média de 900 metros acima do
nivel do mar e da latitude de 19,9°S e longitude de 43,9°W, em que o periodo
de verado registra chuvas e temperaturas elevadas, enquanto o inverno é
caracterizado por baixas temperaturas e pouca precipitacao (INMET,2009).

A temperatura € amena durante o ano, variando em média de 15°C a
28°C sendo a média anual de 21°C. O més mais frio geralmente é julho, com
uma temperatura minima absoluta registrada de -4,1°C. O més mais quente
costuma ser janeiro, com uma temperatura maxima absoluta registrada de
35,4°C (INMET,2009).

A cidade conta com a protecao da Serra do Curral, que barra os ventos
mais fortes. A umidade relativa do ar gira em torno de 65% e a média anual de
chuvas é de 1.600mm, sendo mais frequentes de outubro a marco.

As diferencas entre as quatro estagcdes anuais ndo costumam ser tao
pronunciadas como em localidades de climas temperados e os climatologistas
dizem que, na maior parte do territério brasileiro, podemos caracterizar duas
estacdes anuais bem vistas (uma quente e umida de outubro a marco, e uma
mais fria e seca de abril a setembro). As caracteristicas mais bem vistas do
clima tropical € enchentes/inundagcées no verdo e queimadas no inverno.

Ambas situagdes bem vividas na capital mineira e entorno.

40



O trabalho foi conduzido em uma area da regidao noroeste do municipio
(Figuras 15 e 16); durante os meses de Janeiro, Fevereiro e Margo de 2009
(estacao de verao). De acordo com estimativas de 2009, a populacao de Belo
Horizonte € de 2 452 617 habitantes. Na area de estudo ha aproximadamente
62.000 habitantes (IBGE,2009). A area é considerada endémica para
leishmaniose visceral, sendo que no periodo de 2005 a 2009 foram
confirmados a ocorréncia de 19 casos humanos autéctones da doenca, de

acordo com dados da Secretaria Municipal de Saude.

Belo Horizonte — MG, Brasil

Figura 15 - Mapa do municipio de Belo Horizonte com destaque para a area de estudo

na regido Noroeste
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Figura 16 — Caracteristica da area de estudo: area urbanizada com ocupacdo densa por
edificagbes de um a dois pavimentos em sua maioria, presenca de vegetagdo arboérea no

interior dos lotes e relevo pouco acentuado.
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3.4.2 Animais amostrados

Inicialmente foram coletadas amostras sanguineas de todos os caes
domiciliados presentes na area de estudo durante os meses de janeiro a margo
de 2009, totalizando 5.556 animais. A coleta foi realizada em papel filtro e a
deteccao de anticorpos anti — Leishmania sp. foi feita pelos testes de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Bio
Manguinhos) de acordo com o Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral no Brasil (Brasil ,2006). O teste de ELISA foi utilizado
como triagem e a RIFI como confirmatério, sendo considerado como
soropositivo os caes com resultado positivo nos dois testes.

Apos o resultado da sorologia foram selecionados, por sorteio, 200 caes
soropositivos e 200 soronegativos , baseado no calculo amostral para estudos
caso-controle considerando uma prevaléncia esperada de infestagbes por
pulga e carrapato nos caes de 35% e poder de 90% para detectar com
significante (p<0,05) um Odds Ratio [OR] = 2 entre infestacdo por pulga e
carrapato e positividade para Leishmania. Os animais soronegativos tiveram o
resultado confirmado 30 dias apdés os primeiros exames. Os animais
amostrados, assim com a presencga de ectoparasitas foram georreferenciados e
os dados analisados no programa Mapinfo 7.5 e na ferramenta para construcao

do mapa de kernel

3.4.3 Inspegao para pulgas e carrapatos

Nos 400 animais amostrados foram realizadas inspec¢des para deteccéo
da presenca de pulga e carrapato. O resultado da inspecdo para os
ectoparasitos foi expresso de forma qualitativa, sendo o cao considerado
infestado ou nado independente da intensidade da infestacdo. A inspecao foi
realizada na seguinte seqiiéncia: rosto, aparelho auditivo externo, pescoco,
regides dorsal e ventral do térax, abdémen e espacos interdigitais das patas
(Figura 17). Foram coletadas 50 amostras de pulga e de carrapato
aleatoriamente durante a inspe¢ao sendo colocadas em tubos contendo alcool

70° e levados ao laboratorio para identificacdo. Os carrapatos foram

43



identificados segundo Aragao & Fonseca (1961) e as pulgas segundo Linardi &
Guimaraes (2000).

Figura 17 — Infestacdo de R. sanguineus no espaco interdigital da pata do céao

Para o estudo das associagbes entre as infestagcbes por pulga ou
carrapato e a presenca de anticorpos anti-Leishmania foi utilizado o teste qui-
quadrado e calculados odds ratios e respectivos intervalos de 95% de

confianca.

4 Resultados

No exame parasitologico das 433 laminas confeccionadas dos diferentes
estadios ingurgitados e das 118 dos estagios pds-ecdise nao foram observadas
formas sugestivas de Leishmania. Em um esfregaco de larva ingurgitada
proveniente de um céao infectado foi verificada a presengca de uma estrutura
flagelada (Figura — 18).

No estudo pela PCR, os estadios evolutivos de R. sanguineus
provenientes dos caes infectados foram denominados de col6nia A e do cao
sem infecgao de colénia B (grupo controle). Foram utilizados 140 estadios de
R. sanguineus divididos em 14 “pools” com 10 amostras cada, sendo: (1) larvas
ingurgitadas da colénia A — LiA; (2) larvas ingurgitadas da colénia B — LiB; (3)
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larvas ingurgitadas controle de extracdo — LIE; (4) ninfas pds-ecdise da colbnia
A — NA; (5) ninfas pds-ecdise da colénia B — NB; (6) ninfas pds-ecdise controle
de extracdo — NE; (7) ninfas ingurgitadas da colénia A — NiA; (8) ninfas
ingurgitadas da col6nia B — NiB; (9) ninfas ingurgitadas controle de extragéo —
NiE; (10) adultos po6s-ecdise colénia A — A1; (11) adultos pds-ecdise colénia A
— A2; (12) adultos pds-ecdise colénia A — A3; (13) adultos pds-ecdise colénia A
— A4; (14) adultos pés-ecdise coldénia A —A5. O maior numero de “pools” de
adultos pés-ecdise da colénia A se deu ao grande numero de estadios
recuperados. Dos “pools” de estadio de R. sanguineus alimentados no cao
infectados todos foram positivos, com exce¢ao do “pool” de larvas ingurgitadas
(Li) (Figura 19 e Figura 20). Todos os “pools” de estadios obtidos do cao
controle foram negativos. O cao do grupo controle permaneceu soronegativo
para Leishmania sp. e sem sintomalologia clinica até o término do experimento

Quanto a cultura em meio NNN/LIT em todos os “pools” analisados nao

foi observado o crescimento de Leishmania.
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Figura 18 - Estrutura flagelada encontrada em larva de R. sanguineus alimentada em cdo com
Leishmaniose Visceral (Microscopia optica 100 x / 1.25 objetiva de imersao)
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Figura 19 - Visualizagdo da PCR com iniciadores genéricos para Leishmania em gel de
poliacrilamida 6% corado pela prata. (MM) peso molecular Phi X 174; (Pool 1) larvas
ingurgitadas caes positivos ; (Pool 2) larvas ingurgitadas cdo negativo; (Pool 3) larvas
ingurgitadas controle de extragéo; (Pool 4) ninfas pds-ecdise cées positivos; (Pool 5) ninfas
poés-ecdise cdo negativo; (Pool 6) ninfas pos-ecdise controle de extragdo ; (Pool 7) ninfas
ingurgitadas caes positivos; (Pool 8) ninfas ingurgitadas c&o negativo; (Pool 9) ninfas
ingurgitadas controle de extragao ; (PC) controle positivo; (NC) controle negativo
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MM Pool 10 Pool 11 Pool12  Pool 13 Pool 14 PC NC

Figura 20 - Visualizagdo da PCR com iniciadores genéricos para Leishmania em gel de
poliacrilamida 6% corado pela prata. (MM) peso molecular Phi X 174; (Pool 10) adultos pos-
ecdise caes positivos ; (Pool 11) adultos pods-ecdise cades positivos; (Pool 12) adultos pés-
ecdise caes positivos; (Pool 13) adultos pds-ecdise caes positivos; (Pool 14) adultos pds-ecdise

caes positivos; (PC) controle positivo; (NC) controle negativo.

Com relacdo ao estudo de campo, foram coletadas 5556 amostras
sanguineas de caes da area de estudo das quais 432 (7,8%) apresentaram
anticorpos anti — Leishmania detectados pelo ELISA e pela RIFI. Este resultado
permitiu a formagcdo dos grupos dos animais soropositivos e soronegativos
necessarios para o estudo .

As pulgas coletadas foram identificadas como sendo da espécie C. felis
felis e todos os carrapatos foram da espécie R. sanguineus. A prevaléncia de
infestacao por R. sanguineus foi significativamente maior (p=0,04) no grupo de
animais soropositivos (38,5%) quando comparado com o grupo soronegativo
(29,0%). O mesmo foi observado com a infestacdo por C.felis felis onde o
grupo de soropositivos apresentou maior prevaléncia (36,5%) que a do grupo
soronegativo (15,0%) (p<0,01).
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A chance de positividade para Leishmania sp foi 53% mais alta nos caes

infestados por carrapato (OR = 1,53; IC95%

1,01-2,33 ) e cerca de 3 vezes

mais alta nos caes com infestagéo por pulga (OR = 3,13; IC95% = 1,94-5,06). A

presenca de ambos os ectoparasitas na area mostrou — se bem distribuida com

uma tendéncia em acompanhar a distribuicao dos caes soropositivos (Figura 5

e Figura 6).
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Figura 21 — Georreferenciamento dos cées amostrados na area de estudo com destaque para
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Figura 22 — Distribuicdo espacial de R. sanguineus na area de estudo
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Figura 23 — Distribuicao espacial de C. felis felis na area de estudo
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Abstract The vectorial capacity of Rhipicephalus sanguineus
in the transmission of canine visceral leishmaniasis has been
evaluated through a laboratory-controlled experiment. One
healthy Leishmania-free dog and two dogs naturally infected
with Leishmania were infested with R. sanguineus in various
stages of development. Engorged larvae, unfed nymphs,
engorged nymphs, unfed adults, engorged female adults and
fed male adults were collected from the experimental animals
and examined for Leishmania infection by optical microsco-
py, polymerase chain reaction (PCR) and parasite culture.
Leishmania forms were not detected in any of the 433 smears
prepared from engorged colonies nor in any of the 118
smears prepared from unfed colonies. However, one flagellate
structure was identified in one of the smears. All pools of R.
sanguineus that had fed on the infected dogs tested PCR-
positive for Leishmania DNA, with the single exception of
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the pool of engorged larvae. In contrast, all pools of ticks that
had fed on the Leishmania-free dog were PCR-negative.
Leishmania growth was not observed in any of the tick
colonies following incubation on culture medium. Consider-
ing that no Leishmania forms were identified in any of the
meticulously analysed smears derived from engorged colo-
nies of R. sanguineus, it appears somewhat unlikely that the
maintenance and multiplication of Leishmania occurs within
the tick.

Introduction

Female sand flies of the species Lutzomyia longipalpis
(Diptera: Psychodidac) are responsible for the natural
transmission of Leishmania chagasi in the Americas,
although it has been proposed that other vectors might also
be involved in the epidemiology of canine visceral
leishmaniasis (CVL). Such a hypothesis is based on the
finding that the rate of infection of L. longipalpis by L.
chagasi is very low (<0.5%; Montoya-Lerma et al. 2003),
while the prevalence of CVL in endemic regions of Brazil
is very high (Franga-Silva et al. 2005; Dantas-Torres et al.
2006; Malaquias et al. 2007; Mestre and Fontes 2007;
Michalsky et al. 2007; Nunes et al. 2008).

The brown dog tick Rhipicephalus sanguineus (Latreille
1806) is the most prevalent parasite amongst urban dogs
(Soulshy 1966; Balashov 1972; Linardi and Nagem 1973;
Labruna and Pereira 2001; Soares et al. 2006) and is known
to be involved in the transmission of various pathogens
including Ehrlichia canis and Babesia canis (Smith et al.
1976; Gothe et al. 1989). Despite the lack of information
concerning the interaction between Leishmania, host and
vector or the capacity of ticks in transmitting Leishmania
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either mechanically or biologically, some researchers have
hypothesised that R. sanguineus is involved in the epidemi-
ology of CVL. In this context, there is evidence that some
Leishmania-like flagellates are able to survive and develop
within the digestive tube of Ixodidae ticks (Sherlock 1964).
Moreover, since the process of intracellular digestion in
Ixodidae parasites is slow, it is possible that Leishmania
protozoa would not immediately be exposed to the proteo-
Iytic enzymes present in the gut and, hence, could remain
viable for a prolonged period (Obenchain and Galun 1982).

Blanc and Caminopetros (1930) demonstrated that
experimentally infected R. sanguinens is able to carry
Leisfunania during transstadial transmission and that the
inoculation of tick macerates can produce infection in the
European ground squirrel Citellus eitellus. In a more recent
study conducted in Brazil, Coutinho et al. (2005) collected
ticks from dogs that were seropositive for Leishmania and
reported a rate of natural infection of 15.4% as established
by polymerase chain reaction (PCR). Additionally, the
experimental inoculation of hamsters (Mesocricetus auratus)
with macerates prepared from Leishmania-positive ticks
revealed an infectivity rate of approximately 58.8% as
determined by examination of liver and spleen smears.

The somewhat limited success in the control of CVL that
has been achieved so far indicates that our knowledge
conceming the epidemiology of CVL is still insufficient
and that the involvement of other vectors in the transmis-
sion of Leishmania to canine reservoirs is very plausible.
With the aim of evaluating the vectorial capacity of R.
sanguinens and its possible participation in CVL transmis-
sion, a laboratory-controlled experiment involving the
exposure of ticks at several stages of development to dogs
naturally infected with Leishmania has been conducted.
Engorged larvae, unfed nymphs, engorged nymphs, unfed
adults, engorged female adults and fed male adults were
collected from the experimental animals and examined for
Leishmania infection by optical microscopy, PCR and
parasite culture.

Materials and methods
Study animals

One healthy Leishmania-free dog (control animal) and two
dogs that had been naturally infected with Leishmania
(experimental animals) were used in the experiment. All
three dogs were maintained in separate standardised cages
at the kennel of the Parasitology Department of the Institute
of Biological Sciences at the Universidade Federal de
Minas Gerais. Infection in the experimental dogs was
previously confirmed by clinical examination (symptoms
compatible with CVL), enzyme-linked immunosorbent

'1'2 Springer

assay (ELISA), indirect immunofluorescent antibody test
(IFAT), rapid immunochromatographic test (TRALd/rK39;
InBios International, Seattle, WA, USA) and xenodiagnosis
with L. longipalpis as described by Michalsky et al. (2007).
Absence of infection in the control dog was demonstrated
by negative ELISA and IFAT assays carried out twice at 30-
day intervals.

Establishment and maintenance of Leishmania-free
and Leishmania-infected R. sanguineus colonies

Engorged R. sanguineus females were collected from adult
seronegative (as determined by ELISA and IFAT) dogs and
immediately cleaned, washed with distilled water and blot-
dried over filter paper. Thirty selected engorged females
were placed separately in 24-well culture plates and
maintained in an incubator at 24+1°C at a relative humidity
=80%. Eggs were collected at 5-day intervals during the
oviposition period and transferred to disposable plastic
syringes (50 mg/syringe). The harvested eggs were kept in
the syringe (closed at one end by the plunger and at the
other by a cotton wool plug) and incubated under the
conditions described above. Hatched larvae (approximately
1,250 larvae/syringe) were maintained in an incubator for
15-20 days until required for infestation experiments.
Each of the study dogs was infested at the dorsal region
of the head with approximately 2,500 larvae by fixing two
infestation chambers (1,250 larvae/chamber) prepared
according to Pinter et al. (2002) with slight modification
for dogs. In order to prevent removal of the chambers, the
head and ears of the dog were screened off using an
Elizabethan dog collar (Fig. 1). Every 2 days, the
infestation chambers were opened in order to collect the

Fig. 1 Experimental dog being prepared for experiments. The
infestation chambers were fixed on the top of the head, which was
screened off using an Elizabethan collar
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naturally released engorged larvae, which were then placed
into labelled syringes, closed and maintained in an
incubator under the conditions described above. Following
ecdysis, nymphs were kept in an incubator for 15-20 days
until required for further infestation experiments. Each
study dog was infested with approximately 400 unfed
nymphs using two infestation chambers (200 nymphs/
chamber). Every 3 days, the infestation chambers were
opened in order 1o collect the naturally released engorged
nymphs, which were then placed into labelled syringes,
closed and maintained in an incubator under the conditions
described above. After ecdysis, adults were kept in an
incubator for 15-20 days, following which they were
separated according to sex and immediately employed in
further infestation experiments. Each smudy dog was infested
with 300 unfed adults using two infestation chambers (75
females and 75 males per chamber). Every 4 days, the
infestation chambers were opened for the collection of
naturally released engorged female adults. The males were
removed from the infestation chambers after the engorged
females had been collected.

Investigation of infection of R. sanguineus larvae, nymphs
and adults with Leishmania

R sanguineus at various stages of development (i.e.
engorged larvae, unfed nymphs, engorged nymphs, unfed
adults, engorged female adults and fed male adults) were
tested for Leishmania infection using parasitological (mi-
croscopic examination of smears), molecular (polymerase
chain reaction—PCR) and biological (parasite culture)
methods. Prior to analysis, ticks were incubated at 24+1°C
at a relative humidity =80% for 4-7 days for those in
the engorged phases or for 15 days for those in the unfed
phases.

Parasitological examination was performed on engorged
larvae, nymphs and adult ticks collected from infected
dogs. The number of individuals that needed to be
examined was calculated on the basis of an expected
prevalence of 15% (Coutinho et al. 2005), within a
confidence interval of 95% and an error margin of 5%.
Thus, 196 engorged larvae and 196 engorged nymphs were
analysed. For adult ticks, ten engorged females and 31 fed
males were analysed. Larvae and nymphs were squashed
between two glass slides, whereas adults were dissected and
smears of the intestine were prepared. Slides were stained
with Panotic stain (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil) and
examined under the optical microscope at 1,000 magnifi-
cation. A similar methodology was employed for the unfed
colonies of R. sanguineus, except that the number of unfed
nymphs and adults was 59 individuals each (95% proba-
bility of detecting at least one positive individual and
confidence limit of a=0.05).

PCR was conducted according to Michalsky et al. (2007)
using generic primers (3’ GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA 3 5
CCGOCCCCTATTTTACACCAACCCC 3" §' GGCCCACTATATTACAC
caaccec 3') in order to amplify the conserved region within
the minicircles of Leishmania KDNA (Degrave et al. 1994).
DNA was extracted from 14 different tick pools (each
consisting of ten individuals) characterised as follows: pool
|—engorged larvae from experimental dogs; pool 2—
engorged larvae from the control dog; pool 3—positive
control comprising macerate of engorged larvae from the
control dog mixed with 10 puL of stationary-phase promas-
tigotes of L. chagasi (strain MHOM/BR/74/PP75) previously
cultured in liver infusion tryptose (LIT) medium; pool 4—
unfed nymphs from experimental dogs; pool 5—unfed
nymphs from the contral dog; pool 6—positive control
comprising macerate of unfed nymphs from the control
dog mixed with Leishmania promastigotes (as in pool 3);
pool 7—engorged nymphs from experimental dogs; pool
8—engorged nymphs from the control dog; pool 9—positive
control comprising macerate of engorged nymphs from the
control dog mixed with Leishmania promastigotes (as in
pool 3); pools 10 to 14—unfed adults from experimental
dogs.

In order to isolate Leishmania from the various tick
colonies, parasite cultures were established in Nowy,
McNeal and Nicolle (NNNYLIT medium from engorged
larvae, engorged nymphs, engorged females and fed males
using 10-20 individuals for each isolation. Inocula of the
various colonies were prepared by immersing each colony
pool in 70% commercial alcohol, washing in 1%
phosphate-buffered saline and macerating in LIT medium.
In the case of engorged females, the intestines were
dissected and macerated in LIT medium. All cultures were
incubated at 25°C for 50 days with periodic subculture at 7-
day intervals,

Results

Leishmania forms were not detected in any of the 433
smears prepared from colonies of engorged ticks or in any
of the 118 smears from unfed colonies. However, one
flagellate structure was identified in one of the smears
prepared from engorged larvae fed on one of the experi-
mental dogs (Fig. 2).

PCR assays revealed that pools 4, 7 and 10-14 of R.
sanguineus that had fed on the experimental dogs were
positive for Leishmania DNA, while pool 1, comprising
engorged larvae from experimental dogs, presented a
negative PCR test. All of the pools fed on the control dog
(i.e. pools 2, 5 and 8) were negative. It is important to note
that the control dog remained seronegative for Leishmania
and without CVL symptoms until the end of the experi-
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Fig. 2 Flagellate structure (arrowed) found in a smear prepared from
R sanguineus engorged larvae fed on Leishmania-infected dogs
(%1,000 magnification: 1.25 objective)

ment. As expected, the PCR of the positive controls (pools
3, 6 and 9) were positive for the presence of Leishmania

DNA (Figs. 3 and 4). Leishmania growth was not observed
in any of the tick colonies cultured in NNN/LIT medium.

M Pooll Pool? Poald Poold ool Prold Pool7 Poold Pool®@ PC NC

120 bp

Fig. 3 Polyacrylamide gel clectrophoresis (6%: silver stain) of PCR
amplicons obtained using Leishmania generic primers. DNA was
extracted from nine different tick pools (each consisting of ten
individuals) characterised as follows: pool I engorged larvae from
experimental dogs; pool 2 engorged larvae from the control dog; pool
3 positive control comprising macerate of engorged larvae from the
control dog mixed with 10 pL of stationary-phase promastigotes of L.
chagasi (strain MHOM/BR/74/PP75) previously cultured in liver
infusion tryptose medium; pool 4 unfed nymphs from experimental
dogs; pool 5 unfed nymphs from the control dog: poo! 6 positive
control comprising macerate of unfed nymphs from the control dog
mixed with Leishmania promastigotes (as in pool 3): pool 7 engorged
nymphs from experimental dogs: poo/ 8 engorged nymphs from the
control dog; pool 9 positive control comprising macerate of engorged
nymphs from the control dog mixed with Leishmania promastigotes
(as in pool 3). MM molecular marker, PC positive control (L.
braziliensis/M2903), NC negative control (no DNA)

@ Springer

Discussion

The importance of R. sanguineus as a vector for pathogenic
organisms such as B. canis and E. canis is unquestionable
(Smith et al. 1976; Gothe et al. 1989). With regard to
Leishmania, the natural infection of R. sanguineus is
favoured by many factors including the high prevalence
of both ectoparasite and protozoan, in urban dogs within
CVL-endemic areas, the prolonged duration of the blood
feeding process, the prolonged contact between ticks and
dogs, the slow digestion of ticks and the swapping of hosts
during the life cycle of the tick. However, in order to
confirm the postulated role of R. sanguineus as a vectorial
agent in CVL, it is necessary to establish the capacity of the
tick in supporting the growth and multiplication of
Leishmania, together with the subsequent transstadial
transmission of the protozoan.

The results obtained in the present study offer only
limited support for a vectorial role of R. sanguineus but are
insufficient to confirm or reject the hypothesis outright.
Leishmania DNA was evidently present in the various
developmental stages of R. sanguineus, including in unfed
(post-ecdysis) nymphs and adults, suggesting the possibility
of maintenance and transstadial transmission of Leishmania
by the tick. However, PCR is a very sensitive technique,
and small amounts of Leishmania DNA (<l ng) can be
detected in samples (Prichard 1997). The results obtained
with PCR can be misleading because DNA from just a few
protozoa or from a single organism can give a positive

MM Pool 10 Pool1t Poci12 Pod13 Podi14 PC NE

+———120bp

Fig. 4 Polyacrylamide gel electrophoresis (6% silver stain) of PCR
amplicons obtained using Leishmania generic primers. DNA was
extracted from five different colonies (pools 10-14) of unfed adults
collected from experimental dogs, each consisting of ten individuals,
MM molecular marker, PC positive control (L. braziliensis/M2903),
NC negative control (no DNA)
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result, and the technique can also detect fragments of the
target DNA. Hence, a positive PCR does not necessarily
characterise a valid interactive infection of this protozoa
with R. sanguineus.

According to the study conducted by Coutinho et al.
(2005), 15.6% of the R. sanguineus forms collected from
naturally infected dogs were infected with Leishmania, and
the viability of such forms were confirmed by inoculating
macerates into C. citellus. However, the methodology used
by these authors is questionable since the macerates of R.
sanguineus were inoculated immediately after collection of
the ticks. It is possible, therefore, that ticks still contained
undigested blood monocytes from the vertebrate host in
which infecting Leishmania amastigotes were present. In
the study described here, tick colonies were incubated
under controlled conditions for between 4 and 15 days
following removal from the experimental animals in order
to assess the survival of Leishmania in the gut of R.
Sanguineus.

The study of the digestion process in Ixodidae species is
rendered somewhat difficult because of the slow and
prolonged feeding process that occurs continuously whilst
the tick is in contact with the host. Indeed, ticks feed during all
developmental stages from engorgement until the drop-off
point. Another problem is that protease activity in the gut
depends on a number of factors including the development
stage of the tick, the feeding period and the sex of the parasite
(Obenchain and Galun 1982). There is, however, no evidence
that the Leishmania forms ingested with blood are destroyed
in the intestine by the direct action of digestive enzymes
(Balashov 1972).

The tlagellate structure found in one of the smears prepared
from engorged R. sanguineus larvae suggests the presence of
organisms belonging to the family Trypanosomatidae since
similar flagellates have been previously detected, but not
characterised, in Ixodidae ticks (Sherlock 1964). Moreover,
the occurrence of Crithidia hvalommae flagellates within
eggs and haemolymph of Hyalomma and Boophilus calcar-
atus ticks has been reported (Balashov 1972), and Tivpano-
soma theileri epimastigotes have been found in haemolymph
from Ixodidae larvae (Ribeiro et al. 1988).

Considering that no Leishmania forms were identified in
any of the numerous (433 in total) meticulously analysed
smears derived from engorged colonies of R. sanguineus, it
appears somewhat unlikely that the maintenance and
multiplication of Leishmania occurs within R. sanguineus.
Hence, the hypothesis conceming the possible vectorial
capacity of R. sanguineus remains in doubt, and the
interspecific relationship between Leishmania and R
sanguinens demands further investigation. In particular,
information is essential concerning which of the develop-
mental stages of R. sanguineus might be susceptible to
Leishmania infection, whether Leishmania can survive and

multiply within the gut of the tick during digestion and
subsequently develop into an infecting form for the
vertebrate host and the possibility of transstadial transmis-
sion of Leishmania by R. sanguineus.

The two infected dogs, which had their infection
checked through serology and xenodiagnosis with L.
longipalpis, were sufficient to provide the number of R.
sanguineus stages previously determined by the statistical
method employed. The PCR results showed that different
stages of R. sanguineus ingested Leishmania, thus demon-
strating that the number of dogs was enough to reach our
objective. Further investigations should be designed so as
to eliminate any possible effects of the characteristics of the
individual vertebrate host on the interaction between R.
sanguineus and the infected animals.
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The association between the prevalence of infestation by Rhipicephalus sanguineus and
Ctenocephalides felis felis and the presence of anti-Leishmania antibodies has been evaluated
in dogs located in a city of Brazil endemic for canine visceral leishmaniasis, Blood samples

Rhipicephalus sanguineus
Ctenocephalides felis felis

Arcepted 26 August 2010 from 5556 domestic dogs domiciliated in the urban area of Belo Horizonte (Minas Gerais

state) were submitted to enzyme linked immunosorbent (ELISA) and indirect immunofluo-
fz;‘:ﬁ;‘ifﬂﬂ rescent antibody (IFAT) assays, and 432 (7.8%) animals tested positive. Seropositive (n=200)
Dogs and seronegative (n=200) dogs were randomly selected and examined for the presence of

ticks and fleas, the results of which were expressed qualitatively as infested or non-infested,
irrespective of the intensity of infestation. The prevalence of infestation by R. sanguineus
was significantly greater (o =0.04) among seropositive dogs (38.5%) compared with their
seronegative counterparts (29.0%). Similarly, the prevalence of infestation by C. felis felis
was significantly greater (< 0.01) within the seropositive group (36.5%) than within the
seronegative group (15.0%). Moreover, the probability of seropositivity for Leishmania was
53% higher in tick-infested dogs and 300% higher in flea-infested dogs in comparison with
non-infested animals. Our data provide evidence of the vectorial capacity of these ectopar-
asites in transmitting Leishmania to the canine population, although further studies are
needed to confirm or reject this hypothesis.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is endemic in a
number of Brazilian cities, including Belo Horizonte, the

* Corresponding author, Tel.: +55 31 33497758; fax: +5531 33497758,
E-mail address: edel@cpgrr.fiocruz.br (E.S. Dias).

0167-5877/% - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/).prevetmed.2010.08.006

capital of the State of Minas Gerais (Margonari et al., 2006;
Borges et al., 2008). CVL is caused by protozoa of the genus
Leishmania, among which Leishmania chagasi is the princi-
pal agent responsible for the infection of dogs (Canis famil-
iaris) and humans. The natural transmission of L. chagasi
occurs via females of Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psy-
chodidae), a species of phlebotomine sand flies, that have
been shown to occur in Belo Horizonte (Souza et al., 2004).
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Table 1

Association between infestation by Rhipicephalus sanguineus and Ctenocephalides felis felis and the presence of anti-Leishmania antibodies in dogs from an

area of Brazil that is endemic for visceral leishmaniasis.

Ectoparasite infestation Seropositive dogs, n (%) Seronegative dogs, n (%) Odds ratio 95% confidence interval pvalue
R sanguineus
Yes 77(38.5) 58(29.0) 1.53 1.01-233 0.04
No 123(61.5) 142(71.0) 1.00
C. felis felis
Yes 73(36.5) 31(15.5) 3.13 1.94-5.06 <0.01
No 127 (63.5) 169(84.5) 1.00

A number of studies relating to the epidemiology
of CVL have indicated that in some endemic areas the
rate of infection of L. longipalpis with L. chagasi is very
low (Montoya-Lerma et al., 2003). It has, therefore, been
proposed that transmission of CVL might involve the par-
ticipation of other vectors including ticks of the family
Ixadidae, in particular Rhipicephalus sanguineus, and the
cat flea Ctenocephalides felis felis (Coutinho et al.,, 2005;
Coutinho and Linardi, 2007; Ferreira et al., 2009; Otranto
and Dantas-Torres, 2010; Paz et al.,, 2010). Both arthro-
pods are cosmopolitan and are considered by veterinarians
to be the most important ectoparasites of domestic ani-
mals by virtue of their direct and indirect involvement with
various other diseases, especially in cases of severe infesta-
tion (Linardi and Nagem, 1973; Labruna and Pereira, 2001;
Gehrke et al,, 2009; Otranto and Wall, 2008; Paz et al.,
2008).

The aim of the present study was to evaluate the associa-
tion between the prevalence of infestation by R. sanguineus
and C. felis felis and the presence of anti-Leishmania anti-
bodies in dogs from an area of Brazil that is endemic for
CVL.

2. Materials and methods

The study was submitted to and approved by the
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/FIOCRUZ)
under protocol number L-044/08. All procedures involv-
ing experimental animals were conducted according to the
guidelines of the Colégio Brasileira de Experimentacdo Ani-
mal (COBEA).

The described case-control study was conducted dur-
ing the summer of 2009 (January-March) in an area to the
northeast of Belo Horizonte that is endemic for CVL. The
study area was selected based on similar environmental
and socio-economical characteristics.

The annual prevalence of the canine disease is about
10%, according to the local Health Department. In order
to identify domestic dogs that were seropositive for anti-
Leishmania antibodies, blood samples were collected from
a total of 5556 animals, corresponding to almost every
resident dog in the area in the period of our study. A
first screening for the presence of anti-Leishmania anti-
bodies canine sera was performed by ELISA. Samples with
absarbance values equal or higher than 3 times the stan-
dard deviation of the cutoff value were considered positive.
These samples were then submitted to indirect immunoflu-
arescence antibody test (IFAT) and those with fluorescence
at 1:40 dilution were confirmed to be positive. Both assays
were performed according to established protocols (Bio-

Manguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, R], Brazil) and the
recommendations of the Ministério da Satide do Brasil
(2006). Only the dogs that tested positive in both assays
were considered as such. Based on this survey, 200 seropos-
itive and 200 seronegative animals were randomly selected
according to a case-control sample size calculation in
which the expected prevalence of infestation by ticks and
fleas was taken to be 35%, with a power of 0.9 (error type
I1=0.1) to detect as significant (error type [=0.05) an odds
ratio (OR) = 2 between arthropod infestation and positiv-
ity for Leishmania. For seronegative animals, confirmation
of seronegativity was obtained 30 days after the first tests
had been applied.

All 400 animals were examined for the presence of ticks
and fleas and the results were expressed qualitatively as
infested or non-infested, irrespective of the intensity of
infestation. Inspection was performed in the sequence:
muzzle and cheek, ears, neck, back, flanks, under the chest
and within the paws, especially in the spaces between the
toes. During the inspection procedure, 50 samples of fleas
and ticks were randomly collected and transferred to tubes
containing 70% ethanol for subsequent identification.

Associations between infestation by ticks and fleas and
the presence of anti-Leishmania antibodies were evaluated
using the x2 test, and the ORs and respective 95% confi-
dence intervals (Clgsy ) were calculated.

3. Results

A total of 432 (7.8%) of tested animals living in the study
area were seropositive for anti-Leishmania antibodies as
indicated by ELISA and IFAT tests. [t was, therefore, possible
to randomly select sufficient seropositive and seronega-
tive animals (n=200 each) for the case—control study. The
ticks and fleas collected during examination of the study
animals were unambiguously identified as R. sanguineus
and C. felis felis. As revealed in Table 1, the prevalence of
infestation by R. sanguineus or C. felis felis was significantly
greater (p=0.04 and p<0.01, respectively) among seropos-
itive dogs compared with their seronegative counterparts.
Moreover, the probability of seropositivity for Leishmania
was 53% higher in tick-infested dogs and 300% higher in
flea-infested dogs in comparison with non-infested ani-
mals.

4. Discussion
R. sanguineus is the main species of tick that plagues

dogs living in the large urban areas of Brazil. In Belo Hor-
izonte, 222 (7.8%) of 2848 dogs that had attended a pet
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clinic, were exclusively infested with this tick species all
year around (Silveiraet al., 2009). Additionally, a study can-
ducted in a veterinary hospital in Belo Horizonte revealed
that 100% of engorged female ticks collected from dogs
originating from different zones within the city were R.
sanguineus (Paz et al., 2008).

With respect to flea infestation, it is well-documented
that C. felis felis is the predominant species in dogs from
urban areas in every month of the year (Linardi and Nagem,
1973; Linardi and Guimaraes, 2000; Gracia et al., 2008;
Rodrigues et al., 2008).

The specificity of ELISA and IFAT assays for CVL is
between 86-100% and 100%, respectively. The sensitivity
varies into the range 71-98% for ELISA and 72-100% for
IFAT when the parasitological methad is taken as reference.
The variation may be due to the clinical state of the animal
(Romero and Boelaert, 2010).

The present study shows a statistical association
between flea or tick infestation and risk of visceral leish-
maniasis in dogs. Whilst such an association may be
deduced from the evidence supporting the vectorial capac-
ity of these arthropods in the transmission of Leishmania
(Coutinho et al., 2005; Coutinho and Linardi, 2007 ; Ferreira
et al., 2009) some authors called attention to the need of
more detailed studies to confirm or to reject this hypoth-
esis (Otranto and Dantas-Torres, 2010; Paz et al., 2010).
According to Killick-Kendrick (1990), a series of concomi-
tant features are needed to incriminate any given species as
a Leishmania vector, such as feeding in both host and reser-
voir, supporting the parasite development after digestion
and expelling of the infected blood meal, showing parasites
undistinguishable from those isolated from sick patients
and being able of parasite transmission by biting.
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5 Discussao

Um estudo que possa comprovar ou rejeitar a possibilidade da participacao
de um vetor na epidemiologia de uma doenca, deve possuir metodologias que
nos permitam avaliar possiveis interacdes interespecificas.

A importancia de R. sanguineus como vetor de agentes patogénicos
para caes ¢€ indiscutivel e bem fundamentada na literatura com destaque para
a transmissao de Babesia canis e Ehrlichia canis (Gothe et al.,1989; Smith et
al., 1976).

A capacidade de um agente etiolégico de se manter, multiplicar e em
alguns casos ser transmitido de forma transestadial e transovariana em uma
espécie de ixodideo, € um fator crucial para que se possa pensar na hipétese
da possivel capacidade vetorial deste carrapato. Nossos resultados
demonstraram a presenca de kDNA de Leishmania em diferentes estagios de
R. sanguineus, incluindo os estadios de pds- ecdises, sugerindo a manutencao
e transmissao transestadial de Leishmania nessa espécie de carrapato.

Dantas-Torres et al. (2010a) detectaram kDNA de Leishmania infantum em
dois “pools” de glandula salivar (um de cinco fémeas e outro de cinco machos)
provenientes de R. sanguineus coletados de caes soropositivos para
Leishmania sp. no sul da Italia. Entretanto, este fato nao representa
necessariamente que este 6rgao possa estar realmente infectado por formas
de Leishmania. Deve - se levar em consideracao uma possivel contaminacao
pelo proprio sangue do intestino no momento da dissecagéo das glandulas. Os
mesmos autores, ao infectarem experimentalmente teled6ginas com formas
promastigotas de Leishmania infatum também encontraram kDNA desse
parasito nos ovos e larvas provenientes das mesmas (Dantas — Torres et al.,
2010b). Da mesma forma nao pode — se afirmar que esse agente é transmitido
verticalmente nessa espécie de carrapato

A técnica da PCR tem sido muito utilizada em pesquisa e diagnéstico na
parasitologia veterinaria, porém muitas das vezes os seus resultados sao
interpretados equivocadamente. Devido a sua alta sensibilidade, pode — se
detectar aproximadamente 1 ng de DNA alvo na amostra examinada ou até
menos. Assim essa pequena quantidade pode representar poucos parasitas,
um unico parasita e ou até mesmo fragmentos deste agente (Prichard, 1997).
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Todas as amostras de estadios de R. sanguineus analisadas pela PCR
nesse nosso trabalho, passaram por um periodo de 4 a 15 dias em condicoes
controladas de laborat6rio, com o objetivo de avaliar a sobrevivéncia de
Leishmania durante e apds o processo de digestdo destes estagios. A fase
inicial do processo de digestao nos ixodideos é dificil de estudar devido ao
processo lento e longo de alimentagcdo durante o periodo em que o carrapato
fica em contato com o hospedeiro.

O processo de digestdo nos carrapatos é intracelular e lento. A atividade
mais lenta da digestdo nos ixodideos indica que os patdgenos nao sao
imediatamente expostos as acgdes proteoliticas dessas enzimas dentro dos
intestinos  desses  ectoparasitos  (Obenchain &  Galun, 1982).
Consequentemente a viabilidade de Leishmania sp., ao longo do tubo
digestivo de R. sanguineus, pode ser prolongada, indicando ser mais um fator
favoravel ao processo de manutengao do parasito.

As atividades das proteases digestivas dependem de varios parametros
como estadio evolutivo do carrapato, tempo de alimentacdo e sexo do
carrapato (Obenchain & Galun, 1982). Muitos parasitas que entram no intestino
dos carrapatos juntamente com o sangue alimentado podem ser destruidos,
mas nao ha evidéncia que isto possa ser acao direta do processo de digestao
sanguinea (Balashov, 1968).

Assim, os nossos achados pela PCR, assim como os achados de outros
autores, podem ser apenas fragmentos de Leishmania nao caracterizando uma
infeccao ou interacao deste agente com R. sanguineus. Todavia ndo podemos
descartar a provavel infeccao destes estagios pelo parasito. Segundo Coutinho
et al. (2005) 15,4% dos estagios de R. sanguineus analisados pela PCR
estavam infectados por Leishmania e a viabilidade deste agente foi
comprovada pela inoculagdo de macerados de estagios infectados no roedor
Citellus citellus. Um ponto a se discutir € que pela metodologia realizada pelos
autores, os estadios de R. sanguineus oriundos de infestacdo natural de caes
infectados com Leishmania foram macerados e inoculados apés a coleta dos
mesmos. Assim, os fatores relacionados a fisiologia do carrapato, como o
processo de digestdo, nao tiveram provavelmente influéncia na sobrevivéncia
da Leishmania nos estadios de R. sanguineus. Provavelmente as formas que

foram infectantes para os roedores eram formas amastigotas presentes ainda
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em células do sistema monocitico fagocitario do hospedeiro vertebrado. O
poder infectante das formas amastigotas intracelulares entre hospedeiros é
pouco discutido na literatura, merecendo mais estudos concisos.

Os exames parasitolégicos de laminas e isolamento foram negativos,
apesar da identificacdo de uma estrutura flagelada em um estadio de larva
alimentada em um dos caes infectados com Leishmania. O achado de
estruturas flageladas em ixodideos, sugestivas de serem da familia
Tripanosotomatidae, também foi relatado por Sherlock (1964), apesar do autor
também nao ter identificado o género e a espécie do possivel flagelado.
Relatos de varios autores, citados por Balashov (1968), descrevem flagelados
da espécie Crithidia hyalommae em hemolinfas e ovos de carrapatos de
espécies de Hyalomma e de Boophilus calcaratus. A ocorréncia de
Trypanosoma theileri foi descrita por varios autores, encontrando
principalmente as formas epimastigotas em hemolinfas de varias teleéginas de
carrapatos ixodideos (Ribeiro et al.,1988). Pelo numero expressivo de amostras
de estadios de R. sanguineus analisadas (433) pelo método Panético-Laborclin
,mesmo levando em consideracdo a baixa sensibilidade dos testes
parasitologicos, pode — se sugerir também que a manutencao e multiplicacao
de Leishmania em estadios de R. sanguineus seja pouco provavel. Porém essa
hipétese ndo pode ser ainda totalmente rejeitada. Cabe ressaltar que os
estagios de larvas utilizados na infestacao artificial foram criados em condi¢des
laboratoriais. Assim, a estrutura flagelada sugestiva de um tripanosomatideo
encontrada nesse estagio ingurgitado, provavelmente estava presente no céo
infectado.

Apesar de termos utilizados somente dois caes infectados com
Leishmania, ambos os caes eram infectivos para L. longipalpis, incriminado
como vetor biolégico de LVC no novo mundo. Mesmo assim este estudo deve
ser repetido em estadios de R. sanguineus provenientes de uma infestacao
natural de caes com LVC, de maneira a eliminar possiveis variaveis especificas
de cada individuo que possa interferir na interagao entre o agente, hospedeiro
e vetor.

A espécie de carrapato de importancia epidemiolégica que parasita caes
de area urbana de grandes cidades do Brasil € predominantemente R.

sanguineus, estando de acordo com os nossos resultados de campo. Szab6 et
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al. (2001) verificaram que em 102 caes de area urbana de Sao Paulo, 27,5%
estavam infestados exclusivamente com R. sanguineus. Silveira et al. (2009)
observaram que de 2848 caes atendidos num petshop de Belo Horizonte, 222
(7,8%) apresentavam infestacdo exclusiva por R. sanguineus em todos os
meses do ano. Os mesmos autores sugerem que essa espécie de carrapato
desenvolve trés geragdes por ano nas condigdes climaticas de Belo Horizonte,
completando o ciclo de vida em aproximadamente 121 dias. Paz et al. (2008)
realizaram coleta de 100 teleéginas no canil de um Hospital Veterinario em
Belo Horizonte, com caes provenientes de diversos bairros da cidade, e todas
foram identificadas como R. sanguineus .

Quanto as pulgas é incontestavel que a C. felis felis esta muito mais
disseminada do que sua congénere, C. canis (Linardi and Guimaraes 2000;
Rodrigues et al. 2008; Gracia et al. 2008). No estado de Minas Gerais, Linardi
& Nagem (1973) verificaram que de 4.499 pulgas capturadas de 282 caes
provenientes de 11 municipios a C. canis foi identificada em somente 0,76%
das pulgas e estavam em 3,19% dos caes.

Coutinho & Linardi (2007) coletaram 207 exemplares de pulgas (todos
identificados como da espécie C. felis felis) provenientes de 59 caes
soropositivos para Leishmania sp. Apo6s dissecacado de todo o material, em 4
pulgas (1,9%) foram identificadas formas promastigotas de tripanosomatideos.
Em 144 exemplares foi realizado a PCR, sendo 43 amostras (29,9%) positivas.
Em outra amostra de 409 pulgas, coletadas de 9 caes soropositivos, realizou —
se um macerado desses exemplares sendo, posteriormente, inoculado pelas
vias oral e peritoneal em 36 hamsters. Destes animais, 6 morreram antes do
término do experimento (6 meses pds in6cuo), 16 animais (53,3%) tiveram
sorologia e PCR positivos para Leishmania sp., porém em nenhum foi
encontrado formas amastigotas.

Em outro estudo mais recente realizado em Aragatuba — Sao Paulo, 22
exemplaes de C. felis felis coletados de 22 caes soropositivos (sendo um
exemplar por cao) foram submetidos ao exame de PCR e inoculados no
peritdbnio de 22 hamsters. Os resultados demostraram que 59% das pulgas
deram PCR positivo e 18% dos animais foram positivos pelo ELISA e PCR
(Ferreira et al., 2009).
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Outro dado importante € que as pulgas apresentam alta taxa de infeccao
natural por outros tripanosomatideos como Leptomonas, Herptomonas e
Crithidia (Linardi e Guimaraes, 2000; Coutinho & Linardi, 2007). Assim, a
infeccdo por Leishmania nessa espécie parece ser provavel mantendo a
hipétese de sua capacidade vetorial na transmissao da LVC.

Em nosso trabalho, a prevaléncia de infestacdo por pulga e carrapato
nos caes soropositivos foi significativamente maior (P<0,05) quando
comparada com os caes soronegativos. Este dado demonstra a ocorréncia de
uma associacdo direta entre as infestacbes por pulga ou carrapato com a
presenca de anticorpos anti — Leishmania.

A especificidade dos testes de ELISA e RIFI, utilizados para a detecgao
de anticorpos anti — Leishmania esta entre 86% - 100% e 100%
respectivamente e a sensibilidades variando de 71 - 98% para ELISA e 72 —
100% para a RIFI, utilizando o método parasitologico como referéncia. Essa
variagdo é decorrente, principalmente, do quadro clinico do animal (Romero &
Boelaert, 2010). Especificidade de 100% na RIFI também foi encontrada
quando os testes de ELISA - leishmaniose - visceral — canina — Bio-
Manguinhos e RIFI — leishmaniose — visceral- canina - Bio-Manguinhos foram
utilizados de maneira consecutiva, ou seja, sendo considerado soropositivo o
cao com amostra positiva nos dois testes (Lira et al. 2006), sendo essa a
metodologia aplicada nesse trabalho e, também, utilizada em programas de
controle da doenga no Brasil.

As analises pela OR mostraram que as infestagbes por carrapato ou
principalmente por pulga, representam um importante fator de risco para a
LVC. Assim, os caes com a presenca desses ectoparasitos teriam uma maior
probabilidade de serem eutanasiados, tendo em vista que uma das medidas
para o controle da LV no Brasil consiste na eutanasia dos caes soropositivos
para Leishmania detectados pelos testes de ELISA e RIFI (Bio - Manguinhos)
(Ministério da Saude, 2006).

Essa associacao pode estar relacionada com a possivel capacidade
vetorial de ambas as espécies em transmitir Leishmania para a populagéao
canina (Coutinho et al., 2005;Coutinho & Linardi, 2007; Ferreira et al., 2009).

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para rejeitar ou nao essa hipotese.
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O mapa de kernel dos caes soropositivos demonstra uma boa
distribuicao espacial da doenga com alguns focos de alta densidade na area de
estudo. A distribuicdo espacial de R. sanguineus e C. felis felis sugere estar
associada com os caes soropositivos, porém outros estudos s&o necessarios
para comprovar essa hipétese. Essa ferramenta pode ser muito util em
programas de controle da LV, por permitir uma delimitacdo dos focos de

transmissao e um maior direcionamento das medidas de controle da doenca.

6 Conclusoes

Foi detectada a presenca de kDNA de Leishmania sp. nos estagios de ninfa e

adultos de R. sanguineus alimentados nos caes com leishmaniose visceral

kDNA de Leishmania sp. se mantém e & transmitido transestadialmente para os

estagios de ninfas e adultos p6s - ecdise de R. sanguineus.

Foi encontrada uma estrutura flagelada sugestiva de um Tripanosomatideo
infectando o estagio de larva de R. sanguineus alimentado em cédo com

leishmaniose visceral.

As prevaléncias de infestacao natural de R. sanguineus e C. felis felis em caes
soropositivos para Leishmania sp. mostraram — se relevantes e com taxas

bastante semelhantes para as duas espécies.

A infestacao por R. sanguineus é um fator de risco para a leishmaniose visceral
canina, com uma probabilidade de 53% a mais dos caes infestados adquirirem

a infeccgao.
A infestagao por C. felis felis € um fator de risco para a leishmaniose visceral

canina, com uma probabilidade de 313% a mais dos caes infestados

adquirirem a infeccéo.
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