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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenga tropical negligenciada causada por protozodrios do género
Leishmania, transmitidos para os hospedeiros mamiferos por flebotomineos infectados. Esta
zoonose inclui um amplo espectro de manifestagcdes clinicas, desde lesdes cutaneas no local
da picada dos flebotomineos até a leishmaniose visceral sist€mica, podendo se apresentar
como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral (LV). Na area
urbana, o cdo (Canis familiaris) é a principal fonte de infec¢do da LV, pois assume grande
importancia na transmissdo da doencga, provavelmente devido ao seu maior parasitismo
cutaneo e por apresentar-se infectado em quase todos os focos brasileiros de calazar humano.
Foram analisadas 197 amostras de sangue de cdes procedentes do bairro da Conquista, no
municipio de Sao Manuel-SP. Exames soroldgicos pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e ELISA foram realizados, sendo todos os animais ndo reagentes, bem como
negativos ao exame parasitoldgico de puncio de linfonodos. A hemocultura, 48/197 (24,3%)
amostras apresentaram crescimento de tripanossomatideos, sendo que, destas, trés amostras
(1,5%) foram positivas a técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) para Leishmania
spp. Apenas um animal (0,5%) com sintomatologia compativel foi positivo a PCR para
Leishmania spp. O estudo ressalta a importancia de esforcos continuos e permanentes na
vigilancia epidemioldgica contra esta zoonose, visando o diagndstico precoce de casos
autéctones, para prevencdo na disseminacdo do agente para o homem, animais e
flebotomineos. E imprescindivel que as autoridades de Sadde Piblica avaliem casos
autéctones de leishmanioses.
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MOLECULAR DETECTION OF Leishmania spp. IN BLOOD CULTURE
MATERIAL, AND LEISHMANIASIS SEROLOGICAL DIAGNOSIS IN DOGS FROM
BAIRRO DA CONQUISTA, SAO MANUEL, BRAZIL

ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by Leishmania genus protozoa, and
transmitted to mammals by infected phlebotomines. This zoonosis determines a high
spectrum of clinical manifestations, like skin lesions at the local of phlebotomine’s bite, or
more severe signs in case of visceral systemic leishmaniasis. According to the Leishmania’s
specie infection, the disease can be clinically presented as American Tegumentary
Leishmaniasis (ATL) or Visceral Leishmaniasis (VL). Dog (Canis familiaris) is the main VL
infection source in the urban area, and has high importance in the disease transmission,
probably due to its high cutaneous parasitism, and also because dogs are frequently diagnosed
infected in all Brazilian regions where human visceral leishmaniasis cases are related. 197
blood samples were collected from dogs in Bairro da Conquista, in Sdo Manuel-SP Brazil.
Serum samples were evaluated by Indirect Immunofluorescent Antibody Test (IFAT) and
ELISA for Leishmania spp. diagnosis, and all resulted negative. The cytology of dogs’ lymph
nodes was also negative for Leishmania spp. 48/197 (24.3%) blood samples were positive to
culture, with tripanosomatides visualization. Three of these positive samples (1.5%) were also
positive by PCR for Leishmania spp. One blood sample collected from a VL symptomatic
dog (0.5%) that was positive to culture was also positive by PCR. The present study
reinforces the importance of continuous engagement on the epidemiological vigilance of this
zoonosis, viewing the early diagnosis of autochthon cases for the prevention of disease
transmission for human, animals and phlebotomines. It is essential that public health
authorities be in constant alert for autochthon leishmaniasis cases searching.

Keywords: Leishmaniasis, blood culture, dogs, epidemiological vigilance.

DETECCION MOLECULAR DE Leishmania spp. EN MATERIAL DE
HEMOCULTIVO, Y DIAGNOSTICO SOROLOGICO PARA LEISHMANIASIS EN
PERROS DEL BARRIO DE LA CONQUISTA, SAO MANUEL-SP, BRASIL

RESUMEN

Leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida causada por protozoos del género
Leishmania, y transmitida a hospederos mamiferos por fleb6tomos infectados. Esta zoonosis
incluye un amplio espectro de manifestaciones como lesiones cutdneas en el sitio de la
picadura de los fleb6tomos hasta la leishmaniasis visceral sistémica, y pueden presentarse
como leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) y leishmaniasis visceral (LV). En las
zonas urbanas, los perros (Canis familiaris) son la principal fuente de infecciéon de LV,
ademds son de gran importancia en la transmision de la enfermedad, probablemente debido al
mayor parasitismo cutdneo y por estar infectados en casi todos los sitios brasilefios de
leishmaniasis visceral humana. Fueron evaluadas 197 muestras de sangre de perros del barrio
de la Conquista, en el municipio de S3o Manuel-SP, Brasil. Las pruebas seroldgicas de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA fueran realizadas, y todos los animales fueron
no reactivos, asi como en los exdmenes parasitolégicos de puncién de ndédulos linfaticos. En
el hemocultivo, 48/197 (24,3%) de las muestras presentaron crecimiento de tripanosomas,
incluso tres muestras fueron positivas en la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para Leishmania spp. Solamente un animal (0,5%) con sintomatologia compatible se
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mostrd positivo en la PCR de Leishmania spp. El estudio enfatiza la importancia de los
esfuerzos continuos y permanentes para la vigilancia epidemioldgica contra esta zoonosis, con
objetivo de la deteccidon temprana de los casos autdctonos, para evitar la propagacion del
agente a los humanos, animales y fleb6tomos. Es imprescindible que las autoridades sanitarias
evalden los casos autéctonos de leishmaniasis.

Palabras clave: Leishmaniasis, Hemocultivo, perros, vigilancia epidemioldgica.

INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada causada por protozodrios do
género Leishmania, transmitidos para os hospedeiros mamiferos por flebotomineos
infectados. Este protozodrio tem um ciclo de vida dimérfico, cujos parasitas residem como
promastigotas extracelulares no vetor e como amastigotas intracelulares em macréfagos no
hospedeiro mamifero (1). As leishmanioses incluem um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, desde lesdes cutineas no local da picada dos flebotomineos até a leishmaniose
visceral sistémica (2).

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) considera a leishmaniose como sendo a
segunda protozoose mais importante da atualidade, ficando atrds apenas da maldria, estando
ainda entre as seis mais relevantes enfermidades infecto-parasitarias do mundo (3).

As lesdes cutaneas causadas por protozodrios do género Leishmania no Novo Mundo
sao denominadas de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Sao de grande importancia
como problema de saide publica no Brasil, tanto pela ampla distribuicdo geografica do
parasita como pelo grau de destrui¢do tecidual observada nas lesdes cutaneas e mucocutaneas
no homem (4), além do envolvimento psicoldgico do doente, com reflexos no campo social e
econdmico, uma vez que, na maioria das vezes, pode ser considerada uma doenca ocupacional
(3.5).

Na Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) os cdes e os eqiiideos parecem
desempenhar algum papel na manuten¢do do ciclo de vida do parasita, atuando como
reservatorios e amplificadores da epizootia em surtos envolvendo o ser humano (6,7).

J4 a Leishmaniose Visceral (LV), dada a sua incidéncia e alta letalidade, principalmente
em criangas desnutridas, é também considerada emergente em individuos portadores da
infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma das doengas mais
importantes da atualidade. Na América Latina, a LV ja foi descrita em pelo menos 12 paises,
sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regido Nordeste. A doenga
tem apresentado mudancas importantes no padrdo de transmissdo no pais, inicialmente
predominando pelas caracteristicas de ambientes rurais e periurbanos e, mais recentemente
em centros urbanos (8).

Na drea urbana, o c@o (Canis familiaris) € a principal fonte de infeccdo da LV, pois
assume grande importancia na transmissdo da doenga, provavelmente devido ao seu maior
parasitismo cutaneo e por apresentar-se infectado em quase todos os focos brasileiros de
calazar humano (9). A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a
infeccdo em caes tem sido mais prevalente que no homem. O cdo é muito importante na
epidemiologia da LV, por se tratar do principal reservatério do agente no ambito doméstico,
pelo fato de viver em contato estreito com humanos e atrair a presenga do vetor.

Exames parasitologicos baseados na demonstracdo das formas amastigotas do parasito
por microscopia, tanto dentro dos macréfagos como na forma livre, permitindo o diagndstico
definitivo da infec¢do, podem ser facilmente realizados, sendo os procedimentos corados por
Giemsa, Pandtico ou Leishman (10, 11, 12). O isolamento das formas promastigotas de
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Leishmania spp. por meios de cultura a partir de diversos tecidos, bem como a partir do
sangue no caso das hemoculturas, apesar de trabalhoso, também € uma técnica possivel (13).

Dentre os métodos moleculares, a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido
utilizada como ferramenta em pesquisas epidemioldgicas, bem como para identificacdo de
espécies de Leishmania spp., por amplificagcdo seletiva de sequéncias de DNA do parasito. A
deteccao de DNA ¢ possivel em uma variedade de tecidos, incluindo medula 6ssea, bidpsias
cutaneas, aspirados de linfonodos, sangue, cortes histologicos de tecidos parafinados, e
também no vetor (14, 12, 15).

Para uma melhor acuidade diagnéstica da LV faz-se necessdrio o uso de uma
combinacdo de técnicas, uma vez que nao estd disponivel um método que isoladamente retina
todas as caracteristicas considerdveis desejaveis para o diagndstico, tais como: facil execugao,
custo acessivel, rapidez e especialmente sensibilidade e especificidade altas. Recomenda-se
que o diagndstico desta doenga seja realizado baseando-se na sintomatologia clinica, nas
caracteristicas epidemioldgicas da regido e nos exames laboratoriais, desta forma
contribuindo para o destino correto dos animais verdadeiramente positivos. Isto € importante
tanto para os aspectos de satide publica quanto aos de ética, pois contribuird para diminui¢dao
da eutandsia desnecessdria de cies erroneamente considerados infectados.

A hemocultura representa um teste parasitoldgico cuja positividade demonstra a
presenca do parasita na corrente sanguinea, o qual € visualizado ao microscopio 6ptico. Esta €
uma diferenca importante em relacdo a técnica de PCR, a qual tem capacidade de detectar
DNA do parasita, que ndo necessita estar presente inteiro na circulacao (16).

Quando se identifica hemocultura positiva, € desejavel obter lamina corada, o que se
torna dificil, devido a necessidade da presenca de parasitas em quantidade suficiente para sua
visualizacdo. Estudos confirmam que a hemocultura € sensivel para o diagndstico da doenga
de Chagas, sendo que pode haver resultados persistentemente negativos, mesmo que a
sorologia convencional mostre sempre resultado positivo (13). Sua sensibilidade aumenta
quando o volume e o nimero de amostras é maior, o tempo entre a coleta e o processamento ¢é
menor e quando se utiliza o meio LIT (Liver Infusion Tryptose) para cultivo (17).

Os métodos diagnosticos soroldgicos da LVC antes recomendados pelo Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral (PVC-LV) eram o ELISA como método de
triagem e a RIFI (Reac¢do de Imunoflorescéncia Indireta) como confirmatério (18). A despeito
das conhecidas vantagens apresentadas por esta técnica, como facilidade na execucao, rapidez
na emissdo de resultados e baixo custo (19,20), este teste apresenta algumas desvantagens,
pois poderia identificar grande nimero de animais falso-positivos e, sendo assim, ndo seria o
mais especifico para o diagndstico da LV, tendo em vista a possibilidade de apresentar reacao
cruzada com outras enfermidades, como a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), com
a doenca de Chagas, ou ainda, com outros agentes infecciosos, tais como Erlichia canis,
Toxoplasma gondii, Babesia canis e Dirofilaria immitis (21,22,23,24). Porém, atualmente,
com o intuito de aperfeicoar a técnica de diagndstico da LVC, o Ministério da Sadde
estabeleceu a substitui¢cao do protocolo de triagem com ELISA e confirmacido com RIFI, com
a implantagdo do teste rdpido imunocromatografico com antigenos recombinantes (k26 e k39)
como triagem e o ELISA como confirmatdrio, considerando vantagens e facilidades no teste
rapido imunocromatogrifico e ao fornecimento de resultados semi-automatizados sem
subjetividade no ELISA (25).

Tendo em vista as dificuldades de controle da doenga, a metodologia proposta para a
vigilancia e ado¢do de medidas baseia-se em uma melhor definicdo das dreas de transmissao
ou de risco. O novo enfoque é o de incorporar os estados e municipios silenciosos, ou seja,
sem ocorréncia de casos humanos ou caninos da doenca, nas a¢des de vigilancia da mesma,
visando assim evitar ou minimizar os problemas referentes a este agravo em dreas sem
transmissao.
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O municipio de Sao Manuel (SP), de acordo com a Secretaria de Estado de Saude e
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), foi classificado como silencioso nao
receptivo e vulnerdvel, ou seja, ndo apresenta confirmacdo de casos autdctones humanos ou
caninos e ndo ha presenca conhecida do vetor (26,27). Estd localizado pr6ximo a Botucatu-
SP, onde a cidade também € considerada silenciosa a respeito da leishmaniose, pois ainda nao
se encontrou o vetor flebotomineo no local. Por este motivo, a deteccdo precoce de casos
caninos por meio de exames soroldgicos e a possivel identificagdo da espécie dos parasitas
obtidos de aspirados de linfonodos e/ou medula 6ssea dos animais procedentes do Bairro da
Conquista poderdo auxiliar na ado¢@o de condutas estratégicas rapidas visando a prevengao e
controle das leishmanioses pelos 6rgdos de saude, especialmente em se tratando de LV, na
tentativa de bloquear a expansao da doenga e a ocorréncia de casos humanos e caninos.

Desta forma, o objetivo do trabalho foi detectar mediante exames laboratoriais os caes
positivos para Leishmania spp., procedentes do Bairro da Conquista, em Sdo Manuel-SP,
tendo em vista que 0s mesmos apresentavam sintomas sugestivos para leishmaniose
(emaciagdo, alopecia, p€los quebradicos e opacos, tlceras de pele, etc).

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram analisados 197 soros de cdes sintomaticos e assintomaticos do bairro da
Conquista, no municipio de Sdo Manuel-SP, dos quais 64 (32,5%) eram provenientes de caes
machos e 133 (67,5%) de fémeas, sendo que 22/197 (11,1%) dos animais que apresentavam

sinais clinicos sugestivos de leishmaniose eram machos, e 21/197 (10,6%) fémeas (Tabela 1).

Tabela 1. Dados dos cdes procedentes do Bairro da Conquista em Sao Manuel-SP, quanto as
varidveis sexo e presenca ou auséncia de sinais clinicos.

Variavel Total (n) — (%) Sinais clinicos”

Sexo *Sintomaticos - (%) Assintomaticos-(%)
Machos 104 - 52,8 22-11,1 82 -41,6
Fémeas 93 -47,2 21-10,6 72 - 36,6

Total 197 — 100,0 43 -21,8 154 - 78,2

*Foram considerados como sinais clinicos: onicogrifose, emagrecimento progressivo, tlceras ou lesdes na pele,
pneumonia, linfoadenomegalia, alopecia, esplenomegalia, hepatomegalia, lesdes oculares e outros.

O exame clinico atentou para a condi¢do corporal, coloracdo das mucosas, presenca de
lesdes de pele (especialmente ulceras, feridas, lesdes cicatrizadas com alopecia) e quaisquer
outras alteragdes. Foi realizada palpac@o de cadeia linfatica para constatacdo de infartamento
de linfonodos, bem como palpacdo de figado e bago para identificacdo de hepato e
esplenomegalia.

As amostras de sangue foram coletadas para as provas soroldgicas e hemocultura e
para os caes sintomdticos, animais com linfonodos infartados ou amostras positivas nas
provas anteriores, foi realizada a punc¢do aspirativa de linfonodos e/ou punc¢do de medula
Ossea para esfregaco em lamina de vidro para identificagdo por exame parasitolégico e PCR.

A pesquisa foi realizada com o consentimento e com a parceria da Prefeitura Municipal
de Sao Manuel-SP.

Hemocultura

Na hemocultura, foram separados trés tubos, contendo, em cada um, SmL de meio LIT
(Liver Infusion Tryptose) estéril. Com uma seringa estéril de 1mL, retirou-se a porcao
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plasmdtica e transferiu-se lentamente para o primeiro tubo. Este procedimento foi repetido
para a por¢do leucocitéria, a qual foi transferida para o segundo tubo e, igualmente para o
sedimento de hemadcias, o qual foi transferido para o terceiro tubo. As culturas foram mantidas
em estufa a 28 a 30°C e analisadas quinzenalmente até quatro meses apds a inoculacdo
segundo Luz et al. (13), quando entdo as culturas positivas foram submetidas ao preparo para
a extracdo do DNA de Leishmania spp. (28).

Reacao de Imunoflurescéncia Indireta (RIFI) para Leishmania spp.

A técnica de RIFI foi realizada de acordo com Camargo et al. (29) Apos a leitura dos
controles, foi procedido o exame das amostras em teste, considerando-se como titulo final a
maior diluicdo do soro em que ainda ocorresse fluorescéncia completa na borda de pelo
menos 50% das promastigotas.

Extracao e quantificacao de DNA

A extracdo de DNA das amostras de linfonodo dos animais foi realizada empregando-se
o Kit Illustra Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare). A quantificagcdo foi
avaliada em espectrofotometro (NanoVue-GE Healthcare).

Amplificacao do DNA

A amplificacdo do DNA foi realizada utilizando os conjuntos de primers LIN R4 e LIN
19 segundo Ikonomopoulos et al. (30) e perfil de ciclagem conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1: Iniciadores utilizados nas reacdes de Reacdo em Cadeia da Polimerase para
Leishmania spp., indicando o tamanho do amplicon, a sequéncia e o perfil de ciclagem.

. . . A . Perfil de
Agente  Amplicon Iniciadores Sequéncia .
ciclagem
LINR4 5-GGGGTTGGTGTAAAATAGGG-3’ . 95°C-
min
LINIO 5"-CAGAACGCCCCTACCCG-3 95°C-30s
Leishmania 1200b 32X| 58°C-30s
spp p 72°C-
Imin
72°C-
7min

As reacdes de PCR foram realizadas em microtubo de 0,5mL com volumes totais de 25
UL contendo tampao de reacdo 10mM Tris HCI pH 8.0, 50mM KCl, 1,5mM MgCl,, 0,2mM
dNTP, 20pM de cada primer, 0,2 unidades de Taq platinum polymerase (Invitrogen) e 10ng
de DNA genOmico. A incubacdo foi realizada em termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf).

A corrida eletroforética foi realizada utilizando gel de agarose a 1,5% adicionado de
0,5ug/mL de brometo de etidio em cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89
mM 4cido boérico e 20 mM EDTA) e a voltagem empregada foi 65V. Apds o término da
corrida o gel foi visualizado em transluminador de luz UV e a imagem foi capturada pelo
sistema GelDoc-It® Imaging System.

Foi utilizado 4 pL de marcador de 100pb (Invitrogen) e 8 uL. da amostra. Em cada
amostra avaliada, bem como para o marcador molecular, foi adicionado 2 uLL do tampao de
amostra (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol, 30% glicerol, 70% agua Milli-Q).
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RESULTADOS

Observaram-se formas flagelares em 48/197 (24,3%) hemoculturas, enquanto que em
149/197 (75,7%) nao houve crescimento (Tabela 2).

Tabela 2. Exames de hemocultura em meio *LIT/NNN a partir de amostras de sangue de 197
caes procedentes do bairro da Conquista, Sio Manuel — SP.

Numero de amostras Hemoculturas
Negativos Positivos
197 149 48
Total (%) 75,7 24,3 100,0

*LIT= meio Liver Infusion Tryptose + meio NNN (Mc Neal, Novy & Nicolle) para cultivo de Leishmania

Os demais resultados das avaliagdes soroldgicas (ELISA e RIFI), parasitoldgico direto e
molecular de aspirado de linfonodo foram negativos para 100% das amostras. De todas as
hemoculturas positivas, 3/48 (6,25%) foram positivas a prova de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para Leishmania spp., sendo que destes, apenas um cao (0,5%) apresentava
sintomatologia caracteristica de leishmaniose, porém nao apresentou sorologia positiva.

Das 48 (24,3%) amostras positivas na hemocultura, 28/197 (14,2%) eram de animais
machos e 20/197 (10,1%) eram fémeas, no entanto nos resultados de PCR, apenas 3 amostras
(1,5%) foram positivas para Leishmania spp. € as 3 amostras se tratavam de animais fémeas,
onde apenas 1 animal (0,5%) apresentava sintomatologia sugestiva da doenca (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. PCR para Leishmania spp. a partir das amostras de 48 hemoculturas positivas de
caes procedentes do Bairro da Conquista, Sdo Manuel —SP.
Niimero de Amostras * PCR hemoculturas positivas

Negativos Positivos
48 45 3
Total (%) 93,75 6,25 100,0

*Apenas foram realizados PCR das amostras que se mostraram positivas a hemocultura.

Tabela 4. Associagdo da varidvel sexo com a sintomatologia, hemocultura e PCR para
Leishmania spp.

Variavel Animais — (%) Sintomatologia | Hemoculturas *PCR
clinica Positivas Positivos
Sexo *Sintomaticos
Machos 104 - 52,8% 22-11,1% 28 -14,2% 0-0,0%
Fémeas 93 -47,2% 21-10,6% 20-10,1% 3-1,5%
Total 197 - 100,0% 43 -21,8% 48 — 24,3% 3-1,5%

*PCR - apenas foi realizado PCR de amostras com hemoculturas positivas.

DISCUSSAO

Langoni et al. (31), em pesquisa de vigilancia epidemiol6gica no municipio de
Botucatu-SP, avaliaram 781 amostras de soro canino durante campanha de vacinacdo anti-
rabica, para pesquisa de anticorpos da classe IgG anti Leishmania spp. pela técnica de RIFIL.
Todos os soros testados foram negativos, o que indica que a cidade, naquele momento, ndo
apresentava risco potencial para ocorréncia de surto epidémico de leishmaniose.

O exame soroldgico pelas técnicas de RIFI e ELISA ja é consolidado em inquéritos
caninos para a detec¢do da leishmaniose visceral, apresentando altas taxas de sensibilidade e
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especificidade (32; 33). Entretanto, os resultados dessas metodologias relacionados a forma
cutanea da doenga sdo discordantes. Pode ser ressaltada a importancia de uma terceira técnica,
a hemocultura. Dado que no estudo os animais positivos a hemocultura foram negativos a
PCR para Leishmania spp., o valor desta técnica seria avaliar a positividade a
tripanossomatideos em geral, sendo necessario outras provas moleculares para confirmagao
diagnéstica.

Em infec¢cdes humanas por Leishmania (Viannia) braziliensis € descrito que a resposta
imune € predominantemente celular, determinando assim fraca resposta humoral e baixa
quantidade de anticorpos séricos detectdveis pelos métodos tradicionais (34).

Tomaz-Soccol et al. (35), em estudo realizado no Estado do Parana, avaliaram casos
autéctones de leishmaniose visceral em 24 cdes que apresentavam perfil clinico compativel
com leishmaniose. Para tanto, foram realizadas hemoculturas e culturas de puncio de medula
Ossea e linfonodos em meio NNN, tendo-se culturas positivas em 19 das 24 culturas
realizadas. Quatorze isolados foram identificados pela técnica de RAPD-PCR como L.
(Leishmania) infantum e cinco como L. (Viannia) braziliensis, concluindo-se que todos os
caes com L. (L.) infantum tratavam-se de casos aloctones.

Tendo em vista que o municipio de Sdo Manuel localiza-se a cerca de 23 Km de
Botucatu, bem como préximo a Lencoéis Paulista —SP (aproximadamente 30 Km) justifica-se a
necessidade da vigilancia epidemioldgica para esta zoonose, ja que, conforme o Programa
Estadual de Controle da Leishmaniose Visceral Americana (LVA), o municipio de Botucatu
estd classificado como “silencioso, ndo receptivo e vulnerdvel”’, com auséncia de casos
autdctones humanos e caninos, sem confirmac¢do comprovada do vetor, porém préximo e com
fluxo frequente de animais e pessoas para municipios com epidemias recentes, como Bauru,
Agudos e Lencoéis Paulista, que apresentam transmissdo humana e canina confirmada e sdo
municipios, assim como Botucatu, localizados as margens da Rodovia Marechal Rondon, uma
das vias mais movimentadas do interior paulista e possivel rota de disseminacdo da infeccao
pelo Estado (36).

No periodo entre 1999 e 2013, o municipio de Botucatu registrou 16 casos de LTA e
nenhum caso de LVA, e Lengdis Paulista registrou 5 casos de LTA e 3 casos de LVA, sendo
um caso no ano de 2007 outro no ano de 2010 e o terceiro caso em 2013 (37,38).

Portanto, o estudo ressalta a importancia de esforcos continuos e permanentes na
vigilancia epidemioldgica contra esta doenca, visando o diagndstico precoce de casos
autéctones, para prevencao posterior na disseminacdo do agente para o homem, animais e
flebotomineos. E imprescindivel que as autoridades de Sadde Piblica avaliem casos
autéctones de leishmanioses, para que sejam implementadas as medidas de vigilancia e
controle destas zoonoses, bem como o apoio de médicos veterindrios das clinicas da regido e
campanhas de conscientiza¢do da populagdo a respeito da enfermidade.
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