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RESUMO

OBJETIVO

As leishmanioses são antropozoonoses consideradas um grande problema de saúde pública e representam um complexo de do-
enças com importante espectro clínico e diversidade epidemiológica. A leishmaniose visceral é uma doença severa com ampla
distribuição geográfica, com uma incidência de dois milhões de casos por ano e 350 milhões de pessoas em áreas de risco, sendo
causada pela espécie Leishmania infantum, que possui nos canídeos domésticos o grupo mais importante de reservatórios en-
volvidos na manutenção da infecção. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presença de parasitas do gênero Leishmania spp. no
município de Itapecerica da Serra, Cotia e Juquitiba, municípios da região metropolitana de São Paulo, Brasil.

MÉTODOS

Foi realizado o diagnóstico molecular, sorológico e parasitológico (isolamento) em 153 amostras de cães oriundos de abrigos.

RESULTADOS

O diagnóstico sorológico apresentou 9,8% (15/153) de positividade para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania e o diagnóstico
molecular específico para Leishmania infantum apresentou 5,2% (8/153) de positividade. O exame parasitológico, nos animais
previamente positivos nas metodologias utilizadas no presente estudo, foi realizado através da punção por agulha fina de linfo-
nodo poplíteo e apenas um animal foi positivo do município de Itapecerica da Serra.

CONCLUSÕES
Os testes moleculares específicos para Leishmania infantum corroboraram a presença e circulação do agente nos municípios
que integram a região metropolitana de São Paulo. Adicionalmente, desperta a particular atenção para uma nova classificação
epidemiológica do município de Itapecerica de Serra, contribuindo com a atualização nas medidas de vigilância epidemiológica
da doença no município.
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INTRODUÇÃO

As Leishmanioses são um grupo de doenças zoonóticas que
estão amplamente distribuídas, são caracterizadas por uma
progressão insidiosa e crônica, causadas por diferentes espé-
cies de protozoários flagelados do gênero Leishmania¹. A do-
ença pode ser classicamente subdividida em formas tegumen-
tares e viscerais, sendo esta última responsável por condições
clínicas mais graves. No continente americano, a leishmanio-
se visceral está etiologicamente ligada à espécie Leishmania
(Leishmania) infantum2,3.

O mecanismo de transmissão da doença envolve vetores in-
setos pertencentes ao grupo taxonômico dos flebotomíneos,
cujas fêmeas inoculam o protozoário num possível hospedei-
ro quando se alimentam do seu sangue4,5. Os cães são epide-
miologicamente considerados os principais reservatórios de
L. infantum, participando no ciclo da doença e sendo o prin-
cipal elo na cadeia de transmissão da leishmaniose visceral.
Esta descoberta baseia-se na prevalência da doença na popu-
lação canina e que os casos humanos são normalmente pre-
cedidos por casos caninos. Os cães tendem a ter um maior
número de parasitas, levando a uma maior possibilidade de
infectar o inseto vetor, que está muito próximo dos nichos
ecológicos ocupados pelas populações humanas6,7. A condição
epidemiológica torna-se mais grave, uma vez que tanto os
cães sintomáticos como os oligossintomáticos (e assintomáti-
cos) são igualmente importantes fontes de infecção para os
vetores competentes8.

Apesar da grande importância desta doença, ainda é difícil a 
padronização de metodologias para o diagnóstico correto com 
elevados valores preditivos. As metodologias de diagnóstico di-
reto estabelecidas, que são geralmente consideradas como o 
padrão-ouro, são invasivas, laboriosas, e têm baixos valores de 
sensibilidade9. Os testes sorológicos também apresentam uma 
série de limitações técnicas, tais como baixos valores de espe-
cificidade devido à reatividade cruzada com outros Tripanoso-
matídeos, baixos níveis de concordância entre diferentes testes 
sorológicos, e nenhum consenso sobre a natureza e utilização 
de produtos antigênicos10,11. Assim, a utilização de metodolo-
gias de diagnóstico molecular que satisfazem positivamente as 
rigorosas fases de validação e demonstração eficazes torna-se 
interessante e plausível, de modo a aumentar a precisão das 
rotinas de diagnóstico clínico e dos inquéritos epidemiológicos3. 

A leishmaniose visceral tem se expandindo rapidamente no 
estado de São Paulo, Brasil, o que merece atenção especial. 
Esta expansão espaço-temporal tem levado a um aumento do 
número de cidades afetadas em casos e mortes. Esta situação 
é particularmente alarmante à medida que esta tendência se 
dirige para a região metropolitana de São Paulo, que tem uma 
das maiores densidades populacionais do país, proporcionando 
assim um elevado número de hospedeiros susceptíveis12. Assim, 
uma melhor compreensão deste fenômeno nas cidades afeta-
das, a identificação dos determinantes e fatores predisponentes 
pode contribuir para a implementação de ações eficazes de vigi-
lância e controle, impedindo assim que a leishmaniose visceral 
se propague a novos territórios endêmicos ou, pelo menos, que
o seu progresso seja dificultado.

Considerando este cenário, o objetivo do presente estudo
foi realizar a detecção sorológica, molecular e parasitológica
de Leishmania infantum em cães oriundos dos municípios de
Itapecerica da Serra, Cotia, e Juquitiba, na região metropoli-
tana de São Paulo, SP, Brasil.

MÉTODOS

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Animal da Uni-
versidade de Santo Amaro (Protocolo nº 05/2019). A população
da amostra incluía cães do mesmo abrigo com unidades em

Cotia, Itapecerica da Serra, e Juquitiba, localizada na região
metropolitana sudoeste que faz fronteira com a cidade de São
Paulo, SP, Brasil.

Foram coletadas amostras de sangue das veias jugular, radial 
e cefálica dos cães, o volume total foi fracionado, armazenados 
e congelados em microtubos com etanol absoluto (1:1) e em tu-
bos com fatores de coagulação para a posterior coleta de soro. 

As frações de soro obtidas foram utilizadas em ensaios imu-
nocromatográficos para detectar anticorpos anti-Leishmania 
infantum. Foi utilizado o kit de diagnóstico rápido DPP® (Bio-
manguinhos/Fiocruz), com substratos antigênicos correspon-
dentes às proteínas K9/K26/K39.

Foram utilizadas amostras de sangue conservadas em etanol
absoluto para extração de DNA utilizando o PureLink Genomic
DNA Mini Kit comercial (Invitrogen®). Os ácidos nucleicos ex-
traídos foram quantificados utilizando a espectrofotometria mi-
niaturizada para verificar a eficiência da extração. As amostras
extraídas foram utilizadas para o diagnóstico molecular de L.
infantum utilizando a reação em cadeia da polimerase (PCR)
com base no marcador específico tipo L da Catepsina3, que foi
verificado por meio de eletroforese (1,5% gel de agarose) e sub-
sequente visualização utilizando transiluminador ultravioleta.

Os cães que apresentaram resultados positivos em testes so-
rológicos e/ou moleculares foram submetidos à aspiração dos
gânglios linfáticos poplíteos e, quando possível, a uma nova
coleta de sangue periférico. Para o diagnóstico parasitológi-
co, as amostras foram inoculadas em tubos de cultura com
um meio bifásico constituído por meio à base de ágar sangue
(BAB) como fase sólida e meio de infusão hepática triptose
(LIT) como fase líquida e mantido durante 28°C e inspecionado
a partir de 4 dias por um período de 10 dias.

RESULTADOS

Foi avaliado um total de 153 cães: 42 de Cotia, 30 de Ita-
pecerica da Serra, e 81 de Juquitiba. Destes, 9,8% (15/153)
foram positivos para anticorpos anti-Leishmania infantum
usando o método imunocromatográfico e 5,2% (8/153) foram
positivos no diagnóstico molecular usando o marcador tipo L
da Catepsina (Tabela 1).

Foram efetuados testes parasitológicos nos cães que deram
positivo nos testes sorológicos e/ou moleculares. No entanto,
não foi possível realizar o teste parasitológico em todos os
cães porque os tutores do abrigo e/ou novos donos recusa-
ram-se a submeter os seus cães ao teste. Apenas dois cães de
Itapecerica da Serra e um de Cotia foram submetidos à aspi-
ração de linfonodos poplíteos de agulha fina, e apenas um cão
de Itapecerica da Serra deu positivo no teste parasitológico.

Tabela 1. Frequência de cães positivos dos testes sorológicos e moleculares a
Leishmania spp em municípios da região metropolitana de São Paulo, SP, Brasil

DISCUSSÃO

A leishmaniose visceral tem sido um problema de saúde pú-
blica no Brasil desde 1934, quando foi noticiado o primeiro
caso de leishmaniose visceral humana no país. No final do sé-
culo XX, as formas de leishmaniose, que pareciam estar con-
troladas, reapareceram em áreas rurais e urbanas, apareceram
em áreas consideradas livres desta doença endêmica devido a
alterações ambientais, migração humana, crescimento urbano
caótico, e outros fatores socioeconômicos em grandes áreas

Município Indivíduo Amostras positivas
amostrados DPP CatLeish_PCR

Cotia 42 4/42 (9,52%) 1/42 (2,38%)
Itapecerica da Serra 30 4/30 (13,33%) 7/30 (3,33%)

Juquitiba 81 7/81 (8,64%) 0/81 (0%)

Total 153 15/153 (9,8%) 8/153 (5,22%)
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do território brasileiro13.
O Brasil é um dos países com maior incidência de leishmaniose

visceral no mundo, e as autoridades brasileiras reconhecem-no
como um dos mais desafiantes problemas de saúde pública14. No
entanto, a leishmaniose permanece como uma doença tropical
negligenciada e a segunda principal causa de morte de uma do-
ença parasitária em nível mundial15.

Apesar da grande importância desta doença, ainda há di-
ficuldade de padronização de testes diagnósticos altamente
preditivos3,16, o que explica a falta de concordância entre os
resultados dos testes de diagnóstico que corroboram aos dados
descritos na literatura, pois os testes de diagnósticos disponí-
veis têm uma série de limitações técnicas, incluindo baixos va-
lores de especificidade, devido a reações cruzadas com outros
agentes etiológicos17,18,19.

Além disso, os resultados dos testes sorológicos imunocro-
matográficos dependem da fase de infecção em cães assinto-
máticos, com aumento da sensibilidade na presença de sinto-
mas clínicos17,18.

A resposta imunitária humoral em cães infectados com
Leishmania infantum envolve quase sempre múltiplos antígenos
que são reconhecidos de formas diferentes em indivíduos dis-
tintos e em várias fases da doença no mesmo hospedeiro. Esta
descoberta sugere que, sempre que possível, é preferível utili-
zar testes paralelos ou múltiplos de antígenos para identificar as
infecções nos animais. Além disso, alguns estudos mostram que
estes métodos têm uma especificidade superior a outros testes
sorológicos (ELISA) incluídos os protocolos oficiais para o diagnós-
tico confirmatório da leishmaniose visceral canina no Brasil19,20.

Os municípios incluídos neste estudo estavam próximos uns
dos outros, facilitando a circulação dos cães para a cidade
de São Paulo. A intensa movimentação dos cães é corroborada
pela história dos animais positivos obtidos no presente estudo.
Apenas um cão teve resultados positivos em todos os testes.
Apresentou sintomas clínicos e está em tratamento há três
anos com um protocolo de medicamentos estabelecido para
cães no Brasil. Este cão veio da cidade de Vargem Grande e
foi adotado; vive em Itapecerica da Serra e é constantemente
transportado para o município de Ibiúna. Outro cão positivo no
teste de diagnóstico molecular veio de Itapecerica da Serra e
viveu no município de Cotia. O terceiro cão positivo no teste
molecular foi resgatado em São Paulo, no bairro de Grajaú, foi
acolhido na cidade de Cotia e adotado por uma família de São
Paulo. Os outros cães com resultados positivos no teste mole-
cular nasceram e têm vivido em Itapecerica da Serra.

A instalação de abrigos segue a orientação do Decreto Es-
tadual 40400/95, que restringe os estabelecimentos a manter
animais dentro do perímetro urbano, visando reduzir o odor, o
ruído e a proliferação de roedores e artrópodes nocivos. Estas
medidas favorecem a instalação/manutenção de canis e abrigos
comerciais nas zonas periféricas de São Paulo ou em outros mu-
nicípios da região metropolitana, que têm uma grande cober-
tura florestal remanescente e, consequentemente, oferecem
maiores possibilidades de contato com os insetos vetores da
doença em relação as zonas metropolitanas.

Itapecerica da Serra tem sido considerado um município si-
lencioso, não receptivo e vulnerável; não têm sido confirmado
casos autóctones da doença em humanos e caninos, bem como
da presença do vetor. Portanto, este é o primeiro estudo a
demonstrar a presença de Leishmania infantum em cães neste
município, reforçando a necessidade de levantamentos mais
abrangentes na região, envolvendo tanto reservatórios de ver-
tebrados como os insetos vetores.

O presente estudo em conjunto com outros estudos, de-
monstra que a presença deste parasito na região metropolita-
na de São Paulo tem grande significado porque essa região é
considerada a quarta maior região do mundo em densidade po-
pulacional, o que levou à elevada concentração de animais de

estimação20,21. Portanto, é essencial planejar e implementar
políticas públicas de vigilância epidemiológica que ofereçam
alternativas razoáveis e viáveis para prevenir a expansão geo-
gráfica da doença, o que diminuiria a incidência e prevalência
da leishmaniose visceral.

CONCLUSÃO

Este estudo mostrou que Leishmania infantum foi diagnos-
ticada em cães oriundos de Cotia, Juquitiba e Itapecerica da
Serra por meio de diagnósticos sorológicos e em Cotia e Ita-
perecica da Serra por testes moleculares. Este é o primeiro
estudo a demonstrar a presença de Leishmania infantum em
Itapecerica da Serra.
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