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RESUMO

OBJETIVO

A leishmaniose visceral é causada por Leishmania infantum. No estado de Sao Paulo, essa zoonose esta se expandindo para areas
urbanas e a incidéncia de doencas humanas esta relacionada a infeccao canina. Neste trabalho, foi realizado o diagnostico sorologi-
co e molecular em 152 cées (Canis familiaris) dos bairros Grajau e Ilha do Bororé, extremo sul do municipio de Sao Paulo, Brasil.

METODOS

Observamos a prevaléncia de L. infantum nesses animais que sao identificados como os principais reservatorios do agente eti-
ologico da leishmaniose visceral.

RESULTADOS

Os testes sorologicos mostraram um baixo indice de positividade, enquanto os testes moleculares mostraram animais positivos em
3,94% e 0,65% para a catepsina L-like de Leishmania infantum e ITS do gene ribossomal, respectivamente.

CONCLUSIONS
Diagnostico molecular de 3,94% de positividade sugerindo a introducao de L. infantum nesta localidade de Sao Paulo, que ainda

preserva 80% da Mata Atlantica. Nossos dados apontam para a necessidade de controle efetivo de caes infectados para prevenir
a disseminacao da leishmaniose visceral em humanos.

DESCRIPTORS
Leishmania infantum. Caes. Sorologia. Diagnostico molecular. Sao Paulo. Brasil.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral é causada pelo protozoario Leishma-
nia infantum', e é uma parasitose zoondtica classificada pela
Organizacdo Mundial da Saide como uma das mais importantes
doencas tropicais negligenciadas. A doenca afeta cerca de 80
paises da Asia, Africa e América Latinaz Do total de registros,
90% estao concentrados em Bangladesh, india, Nepal, Sudao
do Sul e Brasil. O Brasil contribui com 90% dos casos documen-
tados no continente americano3.

No intervalo de 2013 a 2015, a transmissao da leishmaniose
visceral foi notificada em 1339 municipios de 21 dos 27 esta-
dos brasileiros; em 2015, o coeficiente de incidéncia atingiu
a média anual de 1,6 casos/100.000 habitantes. No estado
de Sao Paulo, dados de séries epidemioldgicas e de modelos
de projecao estatistica mostram que a doenca esta em clara
dispersao, com rota de difusdao em direcdo a regiao metropol-
itana, com o maior contingente demografico do pais4. O mu-
nicipio de Sao Paulo é classificado como silenciador nao recep-
tivo vulneravel, sendo considerados com transmissdao canina
apenas os municipios de Cotia e Embu, que pertencem a regidao
metropolitana de Sao Paulo.

Na epidemiologia da doenca, os caes sao considerados os
principais reservatorios do patégeno, de modo que as prin-
cipais implicacdes clinicas adquiridas em funcado da infeccao
sdo: alteracoes bioquimicas na urina, onicogrifose, adelgaca-
mento progressivo, formacao de areas de alopecia seguida de
descamacao, presenca de lesdes pustulares, disturbios esfolia-
tivos ou ulcerativos, adenite, envolvimento do baco e do figa-
do, leucocitose e neutrofilia, linfopenia e trombocitopenia’.

Estudar o comportamento da leishmaniose em caes pode
ajudar na compreensao da doenca como um todo e de como
ela se integra a sade humana. No entanto, apesar do impacto
clinico e epidemiolégico da doenca, os dados dos inquéritos
de leishmaniose em populacdes caninas no municipio de Sao
Paulo sao escassos e insipientes.

Neste trabalho, investigamos a ocorréncia de Leishmania in-
fantum, por diagnostico sor olégico e molecular, em caes dos
bairros Grajau e Ilha do Bororé localizados no extremo sul do
municipio de Sao Paulo, Brasil. Nossos dados apontam para a
necessidade de medidas de controle eficazes para caes infec-
tados para prevenir a transmissao da leishmaniose visceral na
populacao humana.

METODOS
Area de estudo e coleta de amostra

Este estudo foi realizado no Grajau e na Ilha do Bororé,
bairros localizados no extremo sul do municipio de Sao Paulo.
Particularmente a Ilha do Bororé é cercada pela Represa Bill-
ings, o bairro tem cerca de 80% de sua area util coberta pela
vegetacdo da Mata Atlantica, preservada em terrenos e pro-
priedades particulares. Alguns pontos de ocupacao irregular
sdo notados no bairro de Sao Paulo, e ha grande quantidade de
caes nas residéncias e/ou abandonados nas ruas.

A amostragem incluiu caes de ambos os sexos, com mais de
trés meses e de racas mistas. No momento da coleta os ani-
mais foram submetidos a uma avaliacao fisica que incluiu ob-
servacao da mucosa oral, pesquisa de lesdes dermatoldgicas,
atribuicao de escore corporal e palpacao de linfonodos pré-es-
capulares e popliteos. Um total de 152 animais foram contidos
para exame fisico e coleta de material biologico. Foram cole-
tadas duas aliquotas de sangue, da veia cefalica ou, caso nao
fosse possivel, da veia jugular de cada animal, uma foi acondi-
cionada em tubos estéreis e a seguir centrifugada para sepa-
racao fisica do plasma e hemacias e uma segunda aliquota de
o sangue foi transferido para tubos estéreis contendo etanol
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para analise de PCR. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais (05/2016).

Analise sorolégica

Os soros desses animais foram utilizados para a realizacao de
diferentes técnicas sorologicas: a) Teste rapido da leishmaniose
canina DPP® (Biomanguinhos/FIOCRUZ); b) Teste imunoen-
zimatico ELISA (Kit Canine Visceral Canine Leishmaniose, Bio-
manguinhos/FIOCRUZ) e c) Reacao de imunofluorescéncia indi-
reta (IFAT) com antigeno da forma promastigota de Leishmania
infantum obtido de um cao do Estado do Maranhao-Brasil e de-
positado na Colecao Brasileira de Tripanossomatideos do Depar-
tamento de Veterinaria Preventiva e Zootecnia da FMVZ-USP. O
ponto de corte para determinacao do resultado do reagente foi
a diluicao 1:80. Para todos os testes, as instrucdes do fabrican-
te foram seguidas e amostras de animais sabidamente infecta-
dos e nao infectados foram usadas como controle.

Extracdo e amplificacdo de DNA de sangue de cées

Amostras de sangue armazenadas em etanol absoluto tiveram
seu DNA extraido com o kit Purelink Genomic DNA (Thermo
Fisher Scientific) de acordo com as instrucdes do fabricante. O
DNA extraido foi quantificado em espectrofotometro e utiliza-
do nas reacdes de PCR convencionais utilizando como marca-
dores os genes de um espacador ribossomal interno transcrito
(ITS SSUrDNA)¢ e catepsina L-like’. Como controle positivo da
reacao, foi utilizado DNA de culturas de L. infantum.

RESULTADOS

Foram coletadas 152 amostras de cédes nos bairros do Grajau
e Ilha de Bororé. Destes, treze animais apresentavam alguma
lesdo dermatologica, seis apresentavam mucosas hipercora-
das, dois apresentavam caquexia € nenhum animal apresenta-
va linfonodomegalia alterada.

0 teste imunocromatografico revelou apenas um animal pos-
itivo (0,65%), enquanto o ensaio imunoenzimatico ELISA nao
mostrou positividade para nenhum dos caes testados. O teste
baseado na técnica RIFI demonstrou positividade para o mes-
mo animal que também foi positivo no teste imunocromato-
grafico (Tabela 1).

O ensaio molecular revelou seis animais positivos para o gene
catepsina L (3,94%) e um animal positivo para o gene ITS (0,65%),
sendo este animal positivo no gene ITS igualmente positivo para
0 gene catepsina L-like. O animal positivo sorologicamente por
ELISA e método imunocromatografico foi positivo para o teste
molecular baseado no gene catepsina L-like (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem de positividade das amostras de caes
testadas pelos métodos diagndsticos de leishmaniose visceral.

Metodologia de Diagnéstico

Caes testados Teste Sorologico Ensaio Molecular

DPP® ELISA RIFI Catepsina ITS

01 00 06 01
Animais Reagentes (%) 01 (0,65%)

(0,65%) (0%) (3,94%) (0,65%)

151 152 151 146 151
Animais nio reativos (%)

(99,35%) (100%) (99,35%)  (96,06%) (99,35%)

DISCUSSAO

No estado de Sao Paulo, a primeira identificacao da presenca
de vetores da leishmaniose visceral ocorreu na cidade de Salto
de Pirapora, este achado epidemioldgico foi o primeiro a
chamar a atencao para uma eventual possibilidade de trans-
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missao da doenca no estado®. No entanto, a doenca adquiriu
intenso status de transmissdo apenas na década de 1990, com
o surgimento na regiao noroeste do estado. Esses achados con-
centraram-se inicialmente no municipio de Aracatuba onde o
vetor foi encontrado em 1997, e apenas dois anos depois foram
registrados os primeiros casos autoctones em humanos’.

Durante a década seguinte, a propagacao da doenca foi
acentuada; em 2011, a doenca ja acumulava notificacdes em
73 municipios da regiao oeste de Sao Paulo™.

Os principais fatores que explicam essa ampla dispersao sao
o aumento das densidades dos artropodes vetores e a migracao
de hospedeiros suscetiveis e infectados, ambos causados por
intervencdes antrépicas no espaco natural, entre elas a ex-
pansao da monocultura da cana-de-aclcar, a interconexao
com o Mato Grosso do Sul via rodovia Marechal Rondon, rodo-
via Noroeste e obras do gasoduto Brasil-Bolivia'®-2,

Os dados retrospectivos da série epidemiologica e a analise
dos fatores de risco permitiram inferir modelos preditivos que
indicam uma rota de dispersao da doenca que parte desta
regidao do noroeste paulista em direcao a regido leste do Esta-
do?, passando a representar uma ameaca para a regiao metro-
politana e consequentemente para a cidade de Sao Paulo que
possui uma populacao elevada.

Os resultados deste trabalho corroboram a hipétese de dis-
persao da doenca ao mostrar que existem caes infectados por
L. infantum no municipio de Sao Paulo, contribuindo para o
aumento de dados referentes a esta importante zoonose em
salde puUblica na maior cidade da América Latina e corrobora
os dados de presenca parasitoldgica de L. infantum na regido
metropolitana de Sao Paulo®.

Considerando o protocolo diagnostico recomendado pela
vigilancia sanitaria brasileira, nenhum animal do estudo pode
ser classificado sorologicamente como positivo para leishma-
niose visceral canina, uma vez que apenas o teste (ELISA) imu-
nocromatografico de triagem foram positivos.

A incidéncia de reservatorios infectados somada a presenca
de vetores potenciais para o protozoario na regiao metropoli-
tana indica um alto risco de aumento da prevaléncia de leish-
maniose visceral nesses ciclos urbanos. Portanto, esse contex-
to de expansao da doenca indica que as medidas amplamente
utilizadas desde a segunda metade do século 20 e baseadas
puramente na aplicacdao de inseticidas e eutanasia de caes
soropositivos sdo insuficientes, sendo necessaria a adocao de
estratégias integradas de prevencao e controle que funcionem.
em todos os pontos da dindmica ambiental de transmissao.
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