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RESUMO 

 

As Leishmanioses compreendem um grupo de doenças parasitárias, distribuídas em 

países tropicais e subtropicais, em ciclos zoonóticos e antroponóticos e constituem 

um grave problema de saúde pública. No Brasil, as leishmanioses eram 

caracterizadas como endemias rurais, no entanto, casos autóctones vêm sendo 

notificados em centros urbanos e sua distribuição vem se ampliando 

consideravelmente. O município de Divinópolis é considerado região endêmica para 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a ocorrência de Leishmaniose 

Visceral (LV) apesar de recente, vem se expandindo nos últimos anos. Com base 

neste cenário, o presente estudo objetivou ampliar o conhecimento sobre a situação 

epidemiológica da LV e da LTA no município de Divinópolis, enfatizando a 

distribuição espacial dos hospedeiros vertebrados e dos casos humanos na área 

urbana. Um total de 102 pequenos mamíferos foi capturado no período de um ano 

em cinco áreas de mata espalhadas na zona urbana do município e em 15 

residências com casos de LTA ou LV notificados entre 2005 e 2010. Deste total, três 

exemplares foram identificados naturalmente infectados por Leishmania através da 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Também foi avaliada a distribuição 

espacial dos casos humanos de LTA notificados entre os anos de 2007 e fevereiro 

de 2013. A circulação de Leishmania infantum foi confirmada através do isolamento 

do parasito em cães soropositivos. Foi realizado um inquérito sorológico para 

Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em toda a zona urbana do município utilizando 

uma amostragem estratificada e uma prevalência de 3%. Dos 3.652 cães avaliados 

distribuídos nos 11 estratos do município 169  apresentaram  sorologia positiva, com 

prevalência estimada de 4,62% (3,95 – 5,31). Todas as quadras amostradas no 

inquérito da LVC e casos humanos de LV ocorridos no municipio foram 

georreferenciados. A análise de dependência espacial confirmou que existe uma 

correlação positiva entre a ocorrência de LVC  e casos humanos de LV. Estes  

achados  contribuem para a compreensão da  epidemiologia da LTA e da LV no 

município de Divinópolis e podem auxiliar na definição de áreas prioritárias para a 

implementação de medidas de controle. 
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ABSTRACT 

 

The Leishmaniases comprise a group of parasitic diseases, distributed in tropical and 

subtropical countries in zoonotic and anthroponotic cycles and are a serious public 

health problem. In Brazil, leishmaniases were characterized as rural endemic 

diseases, however, autochthonous cases have been reported in urban centers and 

their distribution has expanded considerably. The municipality of Divinópolis is 

considered an endemic area for American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) and the 

occurrence of Visceral Leishmaniasis (VL) although recent, has expanded in recent 

years. Based on this scenario, the present study aimed to increase knowledge of the 

epidemiological situation of VL and ACL in the municipality of Divinópolis, 

emphasizing the spatial distribution of vertebrate hosts and human cases in the 

urban area. A total of 102 small mammals were captured during one year in five 

forest areas scattered in the urban area and 15 residences with cases of ACL or VL 

reported between 2005 and 2010. From these, three specimens were identified 

naturally infected by Leishmania by Polymerase Chain Reaction (PCR). We also 

evaluated the spatial distribution of human cases of ACL reported between the years 

2007 and February 2013. Leishmania infantum circulation has been confirmed by 

isolation of parasites in seropositive dogs. A serological for Canine Visceral 

Leishmaniasis (CVL) was conducted across the urban area using a stratified 

sampling and a prevalence of 3%. Among the 3,652 evaluated dogs distributed in 11 

strata of the city 169 had a positive serology, with an estimated prevalence of 4.62% 

(3.95 to 5.31). All blocks sampled in the survey of CVL and human cases of VL 

occurring in the municipality were georeferenced. The spatial dependence analysis 

confirmed a positive correlation between the occurrence of CVL and human cases of 

VL. These findings contribute to the understanding of the epidemiology of ACL and 

VL in Divinópolis city and can assist in definition of priority areas for the 

implementation of control measures. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os fatores ecoepidemiológicos envolvidos na gênese das diferentes formas 

de leishmanioses no Novo Mundo são muito complexos. Várias espécies de 

Leishmania são capazes de causar doença no homem que por sua vez, interagem 

com diversas espécies de flebotomíneos e mamíferos hospedeiros. O resultado 

destas interações é uma profusa variedade epidemiológica de difícil entendimento e 

controle (ASHFORD, 2000; LAINSON & SHAW, 1987; REITHINGER et al., 2007). 

Casos autóctones de leishmaniose vêm sendo notificados e aumentam em 

grandes cidades de Minas Gerais, como por exemplo, em Belo Horizonte e Montes 

Claros (OLIVEIRA et al., 2001; PRADO et al., 2011). Neste contexto, estudos de 

transmissão em áreas endêmicas urbanizadas são necessários, pois a falta de 

conhecimentos ecoepidemiológicos pode contribuir para o aumento no risco da 

transmissão (GONTIJO & MELO 2004; OLIVEIRA et al., 2008). 

Segundo dados da Secretaria Municipal de Saúde o município de Divinópolis 

é considerado uma região endêmica de transmissão da LT, com 43 casos 

notificados entre os anos de 2007 até o início de 2013. Durante o período de 2007-

2013 15 novos casos de LV foram notificados, demonstrando que o município está 

passando por um processo de urbanização semelhante ao já observado em outros 

grandes centros urbanos. Independente dos casos humanos confirmados existem 

poucos estudos avaliando distribuição das leishmanioses, seus reservatórios ou 

vetores.  

O presente trabalho buscou integrar elementos da pesquisa básica e aplicada 

que vai desde a utilização de métodos moleculares para a identificação de infecção 

natural em pequenos mamíferos à avaliação da dependência espacial entre 

reservatórios e casos humanos. Estas informações, associadas à analise espacial 

dos dados fortaleceu os conhecimentos sobre a distribuição da doença. 

A dificuldade no controle das infecções leishmanióticas explica-se pela grande 

diversidade de agentes etiológicos, grande número de espécies vetoras, e pela 

diversidade de animais que podem ser reservatórios destas doenças. Cada área de 

transmissão possui características únicas que tornam necessários estudos 
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epidemiológicos locais para investigar a(s) espécie(s) de Leishmania circulante(s), 

bem como os vetores e reservatórios. Somente através desta avaliação é possível 

propor medidas de controle mais específicas e eficientes para a realidade local. 

Portanto, a análise espacial das leishmanioses no município de Divinópolis 

torna-se fundamental para auxiliar na definição de medidas de controle adequadas 

ao município e na avaliação da distribuição das leishmanioses em um centro 

urbanizado. 
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2 OBJETIVOS: 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

Estudar a distribuição espacial das leishmanioses no município de Divinópolis, 

Minas Gerais. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

  

Identificar (a)s espécie(s) de Leishmania que ocorrem em animais domésticos e 

silvestres.  

Realizar inquérito sorológico amostral da leishmaniose canina na zona urbana 

do município. 

Avaliar a distribuição espacial de reservatórios domésticos, silvestres e de casos 

humanos de LT e LV. 

Verificar a dependência espacial entre a ocorrência de casos humanos de 

leishmaniose visceral e a presença de reservatórios domésticos infectados por 

Leishmania infantum. 

Identificar as áreas de risco de transmissão das leishmanioses no município de 

Divinópolis. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 As leishmanioses 

 

As Leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania (ROSS, 1903), pertencentes à família Tripanosomatidae e à ordem 

Kinetoplastida. Este protozoário digenético apresenta duas formas evolutivas: uma 

flagelada denominada promastigota, que é encontrada no tubo digestivo do inseto 

vetor e outra forma arredondada e sem flagelo aparente (amastigota), intracelular 

obrigatória, sendo encontrada nas células do sistema mononuclear fagocitário dos 

hospedeiros vertebrados (mamíferos de diferentes ordens como roedores, 

marsupiais, edentados, carnívoros e primatas). O modo de transmissão habitual do 

protozoário é através da picada de fêmeas de flebotomíneos (Díptera: Psychodidae; 

Phlebotomínae) pertencentes ao gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia 

no Novo Mundo (KILLICK-KENDRICK, 1999). 

As leishmanioses são classificadas em quatro principais formas clínicas 

denominadas: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutânea localizada (LCL), 

leishmaniose cutâneo-mucosa (LCM) e leishmaniose cutânea difusa (LCD), sendo 

que no Novo Mundo as formas cutâneas são agrupadas em uma única denominação 

conhecida por leishmaniose tegumentar americana (LTA). Várias espécies de 

Leishmania podem ser agentes causadores da LTA, incluindo Leishmania 

(Leishmania) amazonesis, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis, L. (Viannia) 

braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni 

e L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenberg (LAINSON, 2010). A forma clínica 

visceral é causada pelas espécies Leishmania (Leishmania) donovani e L. (L.) 

infantum no Velho Mundo, atingindo partes do continente asiático, africano e 

europeu. No Novo Mundo, a Leishmania (L.) chagasi é o agente etiológico da LV. 

Porém, em estudo realizado no ano de 2000, MAURÍCIO e colaboradores 

demonstraram que L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum na verdade se tratava da mesma 

espécie, fato este confirmado em trabalhos posteriores (CHICHARRO et al., 2002; 

CAMPINO et al., 2006, KALLEL et al., 2008; SERIDI et al., 2008ab; LAURENT et al., 
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2009). Apesar de MARCILI et al. (2014), após a avaliação das relações filogenéticas 

das espécies de Leishmania com ocorrência na America Latina, propor a utilização 

da nomenclatura Leishmania (L.) infantum chagasi, ao afirmar que esta é uma 

unidade taxonômica válida, optamos por utilizar a nomenclatura L. infantum para nos 

referirmos ao agente causador da LV também no Novo Mundo. 

As Leishmanioses compreendem um grupo de doenças parasitárias, 

distribuídas em países tropicais e subtropicais, em ciclos zoonóticos e 

antroponóticos (ASHFORD, 2000; LAINSON & SHAW, 1987). Atualmente, as 

Leishmanioses constituem um grave problema de saúde pública, uma vez que estão 

distribuídas por 88 países em todos os continentes. A prevalência global destas 

endemias é estimada em 12 milhões de pessoas infectadas e incidência anual varia 

entre 1,5 a 2 milhões de casos. Sendo aproximadamente 1 a 1,5 milhões destes 

relacionados às espécies causadoras das formas cutâneas e 500.000 causados 

pelas formas viscerais da doença. Entre as notificações de leishmaniose tegumentar 

simples, a maioria ocorre no Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã (República 

Islâmica do) e a República Árabe da Síria; 90% dos casos de leishmaniose 

mucocutânea ocorrem no Brasil, Peru e Bolívia; enquanto que para a forma visceral, 

90% dos indivíduos infectados concentram-se em Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, 

Sudão do Sul e Sudão (WHO, 2014). 

No Brasil, as leishmanioses são reconhecidas como endemias rurais 

(ORSINI, 1940; MARTINS, 1956). No entanto, há algumas décadas, sua distribuição 

vem se ampliando para grandes cidades, como por exemplo, Belo Horizonte, que 

apresenta casos autóctones tanto de LV quanto de LTA desde o início da década de 

80 (GENARO et al., 1990; PASSOS et al., 1993, SILVA et al., 2001). 

As leishmanioses podem ser consideradas, doenças de extrema 

complexidade, visto que 21 espécies de parasitos do gênero Leishmania são 

capazes de infectar o homem e diversas espécies de reservatórios e vetores podem 

estar envolvidos nos ciclos de transmissão. Aproximadamente 30 espécies de 

flebotomíneos são vetores comprovados de Leishmania (ASHFORD, 2000; 

LAINSON & SHAW, 1987). 

Portanto, para que a epidemiologia das leishmanioses seja compreendida é 

necessário o conhecimento de todos os elos que compõem seu ciclo de 
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transmissão, os parasitos, seus reservatórios silvestres, sinantrópicos e urbanos e 

as espécies de flebotomíneos vetores. 

Neste contexto, estudos que abordem os aspectos relacionados à 

transmissão em áreas endêmicas são importantes, visto que a falta de 

conhecimento ecoepidemiológico pode favorecer o risco da transmissão e dificultar a 

implementação de medidas de controle que sejam eficientes para a realidade local. 

 

3.2 Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

A LTA é considerada uma doença infecciosa, não contagiosa, com quadro de 

persistência (MS, 2007). Primariamente caracterizada como uma zoonose em 

expansão geográfica, porém sua transmissão não é mais restrita às pessoas que 

entram em contato com áreas de matas e animais silvestres, ocorrendo também em 

áreas rurais desmatadas e regiões periurbanas (MS, 2007). Pode-se observar três 

perfis epidemiológicos distintos: i) Perfil Silvestre: quando a transmissão ocorre em 

áreas de vegetação primária; ii) Perfil Ocupacional ou de Lazer: quando a 

transmissão está associada ao extrativismo vegetal, atividades de ecoturismo, 

construção de estradas entre outras atividades associadas às áreas de mata; iii) 

Perfil Rural ou Periurbano: quando a transmissão ocorre em áreas de colonização 

ou áreas periurbanas (MS, 2007). 

As diferentes formas clínicas de LTA são documentadas na América desde 

400-900 aC pelos povos ameríndios, fato este documentado em suas esculturas 

apresentando faces mutiladas. Colonizadores espanhóis também relataram a 

ocorrência da doença na população que habitava o continente durante o período de 

colonização (LAINSON & SHAW, 1998; Da-CRUZ & PIRMEZ, 2005). 

No Brasil, a LTA é uma doença com diversidade de agentes, de reservatórios 

e de vetores, representando diferentes padrões de transmissão e um conhecimento 

ainda limitado sobre alguns aspectos, o que torna seu controle complexo. A partir da 

década de 80, as taxas de incidência da LTA vêm apresentando tendência de 

crescimento em todo Brasil, com coeficientes de detecção que chegam a 140 casos 
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por 100.000 habitantes em estados como o Acre e Roraima. O aumento da 

incidência em áreas endêmicas e a emergência em regiões indenes, caracterizado 

não apenas pelo crescente número de casos, mas também pela sua expansão 

geográfica, possibilitou a observação de casos autóctones da doença em todas as 

unidades federadas do Brasil (GRIMALDI JR & TESH, 1993; BRANDÃO-FILHO & 

SHAW, 1994; BRANDÃO-FILHO et al., 1999; MS, 2007) .  

Desde a metade do século passado, quando a doença foi descrita em Minas 

Gerais, têm sido registrados no estado, surtos de LTA relacionados com atividades 

de desmatamento (MARTINS et al., 1956; DIAS et al., 1977; GONTIJO et al., 2002). 

Outros fatores como as mudanças nos hábitos e estilo de vida de uma população 

podem resultar em alterações ambientais que poderiam levar a variações nos 

padrões de transmissão da LTA, favorecendo a aproximação de vetores e 

reservatórios com as áreas habitadas por humanos (SILVA et al., 2005; CHAVES et 

al., 2008; TRAVI et al., 2002). A partir da última década, devido ao processo de 

expansão geográfica da doença, alterações na epidemiologia da LTA vêm sendo 

descritos, e a doença que era primariamente rural e silvestre passou a apresentar 

casos em áreas peri-urbanas de cidades de médio e grande porte (CARVALHO et 

al., 2006; SILVA et al., 2006). 

Em Belo Horizonte, a LTA começou a ser estudada em 1940 quando 13 

casos humanos foram notificados (ORSINI 1945). Porém, em meados de 1993, uma 

investigação epidemiológica desenvolvida no município de Belo Horizonte 

evidenciou a possibilidade da transmissão domiciliar dos parasitos causadores da  

LTA em áreas periurbanas  PASSOS et al. (1993). Nos anos consecutivos, o número 

de casos humanos de LTA identificados na Região Metropolitana de Belo Horizonte 

foi crescente, desde então, a LTA é considerada endêmica nesta área (FANTAUZZI 

2009). 

O município de Divinópolis também é considerado uma região endêmica para 

a LTA.  A secretaria de saúde do município notificou 43 casos humanos entre os 

anos de 2007 e 2013, porém, o escasso conhecimento acerca da ocorrência e 

distribuição das espécies vetoras e dos reservatórios no município dificultam a 

implementação de medidas de controle. 
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 Dentre as espécies pertencentes ao subgênero Viannia a mais prevalente no 

Brasil é a L. (V.) braziliensis, sendo esta a principal responsável pelos casos de LTA 

em nosso país (GONTIJO & CARVALHO 2003). Com relação às espécies do 

subgênero Leishmania a de maior importância é a L. (L.) amazonensis, considerada 

restrita a região amazônica até o final do século passado, porém casos autóctones 

de LTA ocasionados por esta espécie vêm sendo descritos também na região 

sudeste (GONTIJO, 2000; GONTIJO & CARVALHO 2003; AZEREDO-COUTINHO, 

et al., 2007). 

A LTA é uma doença com característica epidemiológica complexa, possui 

diferentes espécies de reservatórios e vetores e pode ser causada por uma grande 

diversidade de agentes (MS, 2007). Estes fatores, associados à virulência da 

espécie de Leishmania envolvida e à resposta imunológica do hospedeiro podem 

levar a diferentes manifestações clínicas. As principais formas de manifestação da 

doença são: leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutâneo-mucosa 

(LCM) e leishmaniose cutânea difusa (LCD) (REITHINGER et al., 2007). 

Diversas espécies de flebotomíneos são suspeitas de atuarem como vetoras 

de espécies de Leishmania causadoras de LTA. Porém algumas espécies têm sido 

mais observadas naturalmente infectadas, isso pode ser devido a uma maior 

capacidade de adaptação destas espécies ao ambiente modificado pelo homem, 

como o peridomicílio (BRAZIL & BRAZIL, 2014). A Lutzomyia (Nyssomyia) 

intermedia, pode se alimentar tanto em animais silvestres quanto domésticos como 

cavalos, cães, vacas e galinhas e também no homem, sendo considerado 

importante vetor de Leishmania braziliensis (DE SOUZA et al., 2006; MARGONARI 

et al., 2006). A L. (Nyssomyia) whitmani possui ampla distribuição sendo capturada 

em praticamente todos os estados brasileiros. Está associada tanto ao ciclo de 

transmissão silvestre quanto ao ciclo peridoméstico de L. braziliensis, e a 

transmissão de L. guyanensis e L. shawi em diferentes regiões do Brasil (RANGEL & 

LAINSON 2009). Vários estudos têm demonstrado que esta espécie vem se 

adaptando ao ambiente urbano, pois tem sido coletada com frequência no 

peridomicílio e em áreas verdes dentro da área urbana (MARGONARI et al., 2005; 

SAMPAIO et al., 2009). Outras espécies de Lutzomyia como o L.(Bichromomyia) 

flaviscutellata, L. (Nyssomyia) umbratilis e mais recentemente o L. (Nyssomyia) 
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neivai também podem ser considerados eventuais vetores da LTA (KILLICK-

KENDRICK, 1999; MARCONDES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). 

Outro fator importante na epidemiologia da LTA é a grande diversidade de 

reservatórios silvestres e sinantrópicos. Estes reservatórios são muito importantes 

no processo de urbanização da doença, visto que algumas espécies se adaptam 

muito bem às alterações ocasionadas pela expansão dos centros urbanos, 

principalmente nas periferias, onde vegetações de mata primária têm sido 

substituídas por ocupações humanas de forma desordenada (ROQUE & JANSEN, 

2014). Dentre as possíveis espécies de reservatórios da LTA podemos citar: 

marsupiais como Didelphis marsupialis, D. albiventris, roedores Oryzomys sp., 

Akodon sp., Necromys lasiurus, Rattus rattus, além de edentados e canídeos 

silvestres (GRAMICCIA & GRADONI, 2005; FALQUETO & FERREIRA, 2005; 

SCHALLIG et al., 2007; QUARESMA et al., 2011). Também existem diversos 

estudos de animais domésticos infectados pelas formas dermotrópicas de 

Leishmania, como cães, gatos e cavalos, porém o papel destes animais como 

reservatório da doença ainda é uma incógnita e mais estudos seriam necessários 

para que estes fossem realmente incriminados como reservatórios da doença 

(SOUZA et al., 2005; DANTAS-TORRES 2007; QUARESMA et al., 2011; TRUPPEL 

et al., 2014).  

Embora, no Brasil, os cães possuam um importante papel na manutenção da 

LV, é cada vez mais frequente sua associação como possível reservatório no ciclo 

de transmissão da LTA (DANTAS-TORRES, 2007; QUARESMA et al., 2011). Para 

que se comprove o papel de um hospedeiro como reservatório de Leishmania é 

necessário que muitas variáveis sejam avaliadas, como abundância e distribuição do 

hospedeiro e o potencial de infectar o vetor flebotomíneo, fatores que são raramente 

investigados (CHAVES et al, 2007). Mesmo assim, vários estudos têm sido 

desenvolvidos para investigar o papel do cão como reservatório dos parasitos 

causadores da LTA no ciclo de transmissão peridoméstico da infecção (GONTIJO et 

al. 2002; FALQUETO et al. 2003). Apesar de ser comum a observação de cães 

naturalmente infectados por espécies dermotrópicas de Leishmania, ainda não 

existe um consenso quanto ao seu papel como reservatório do parasito (MADEIRA 

et al. 2005). Até hoje o que existe são apenas evidências circunstanciais de que os 
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cães atuem como reservatórios de L. braziliensis, sendo necessários mais estudos 

(REITHINGER & DAVIES 1999; DANTAS-TORRES 2007). 

Neste contexto, a LTA apresenta importante heterogeneidade, relacionada às 

diferentes espécies de Leishmania envolvidas em sua etiologia.  Os vetores e 

reservatórios responsáveis pela manutenção e transmissão dos parasitos 

causadores de LTA e as diferentes formas clínicas associadas são um desafio para 

as estratégias de planejamento dos programas de controle relacionados à doença. 

 

3.3 Leishmaniose Visceral  

 

A LV é a mais grave entre as formas clínicas de leishmaniose, estimam-se 

uma incidência anual de 500.000 novos casos da doença e 51.000 mortes 

(DESJEUX, 2004; WHO 2011). A LV possui um amplo espectro epidemiológico 

podendo ocorrer em regiões de clima tropical, subtropical e temperado, (DEANE & 

DEANE. 1962; ALVAR et al., 2004). É endêmica em 88 países. Porém, 

aproximadamente 90% dos casos notificados ocorrem em Bangladesh, Brasil, 

Etiópia, Índia, Sudão do Sul, e Sudão (ALVAR et al., 2012; WHO, 2014).  

Nas Américas, a LV humana ocorre desde o sul do México até o norte da 

Argentina, sendo 90% dos casos ocorridos no continente americano autóctones do 

Brasil (MONTEIRO et al., 1994). Observa-se que 21 das 27 unidades federativas já 

registraram casos da doença, sendo que entre 2006 e 2010 foram registrados 

18.168 casos de LV no país. A LV atinge as cinco regiões brasileiras e sua maior 

incidência encontra-se no Nordeste, com 47,1% dos casos, seguida pelas regiões 

Norte (18,0%), Sudeste (17,8%), Centro-Oeste (8,6%) e Sul (0,1%) (MS 2012). No 

Brasil, nos últimos anos, registra-se entre 3.500 e 4.000 novos casos de LV/ano e a 

incidência é de 2 casos/100.000 habitantes (MS, 2012).  

Apesar de a Leishmania infantum acometer indivíduos de qualquer faixa 

etária, a doença é mais frequente em crianças menores de 10 anos (46,2%) e o 

sexo masculino é proporcionalmente o mais afetado (62,2%) (MS, 2012). 
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A infecção do inseto vetor ocorre durante o repasto sanguíneo, ao picar um 

animal infectado. Estes insetos ingerem juntamente com o sangue formas 

amastigotas presentes nos macrófagos parasitados, que ao atingirem o tubo 

digestivo se transformam em formas promastigotas e se multiplicam intensamente. 

Após esta fase as formas promastigotas migram para a região anterior do tubo 

digestivo, permitindo que, ao realizar um novo repasto, o vetor regurgite as formas 

promastigotas infectantes (metacíclicas). Estas são fagocitadas por células do 

sistema mononuclear fagocitário (SMF), principalmente os macrófagos, diretamente 

ou após a infecção dos neutrófilos (PETERS et al., 2008). Este processo envolve 

ligação de moléculas de superfície dos parasitos como o lipofosfoglicano (LPG) e a 

glicoproteína 63 KD (gp 63), a receptores de macrófagos expressos na superfície 

celular, incluindo os receptores 1 e 3 do complemento (CR1 e CR3), receptor 

manose-fucose e receptor de fibronectina (GREEN et al., 1994; BRITTINGHAM et 

al., 1995). Dentro dos macrófagos o flagelo do parasito fica interiorizado, e o parasito 

torna-se arredondado ou ovoide e passa a ser denominado amastigota, forma que 

reside no interior dos fagolisossomos, onde iniciam o processo de multiplicação. 

Alguns macrófagos infectados, devido ao acúmulo de amastigotas em seu interior, 

se rompem e liberam as amastigotas e estas são então fagocitadas por outros 

macrófagos.  

As espécies causadoras da LV possuem um forte tropismo tecidual, 

estabelecendo-se primariamente, em órgãos viscerais como o fígado, baço, e 

medula óssea. A lesão primária na pele é raramente observada e uma porcentagem 

substancial das infecções parece ser assintomática ou auto-resolutiva (JAFFE & 

GREENBLATT 1991). Já a doença ativa, conhecida como leishmaniose visceral 

clássica, quando não tratada, pode levar ao óbito. Em geral, indivíduos portadores 

da LV clássica apresentam febre, hepatoesplenomegalia, perda de peso, 

linfoadenopatia, anemia e leucopenia (BERMAN, 1997; HERWALDT, 1999). 

No Novo Mundo, 10% das cerca de 470 espécies descritas de flebotomíneo 

revelaram-se suspeitos ou são vetores de Leishmania (GALATI, 2003; LAINSON & 

SHAW, 2005). No Brasil a principal espécie de flebotomíneo incriminada na 

transmissão da LV é a Lutzomyia longipalpis, cuja distribuição sobrepõe as áreas 

endêmicas da doença (LAINSON & RANGEL, 2005). Também existem relatos do 
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envolvimento da Lutzomyia cruzi no ciclo de transmissão da Leishmania infantum 

(GALATI et al., 1997. PITA-PEREIRA et al., 2008). 

Animais silvestres como os canídeos Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous, 

além de roedores e marsupiais como Proechimys canicollis, Didelphis albiventris e 

Didelphis marsupialis são considerados os possíveis reservatórios e os responsáveis 

pela manutenção do parasito no ambiente silvestre (LAINSON & SHAW, 1987, 

TRAVI et al., 1998, SHERLOCK et al., 1984, SILVA et al., 2000; CABRERA et al., 

2003; SCHALLIG et al., 2007).  

Já o cão doméstico (Canis familiares) é considerado o principal reservatório 

do parasito no ciclo rural e urbano. Sua importância tem sido apontada, 

principalmente por estudos realizados em algumas cidades brasileiras, como 

responsável pelo aumento no número de casos humanos, visto que a presença de 

casos caninos se correlaciona com a ampliação da ocorrência de casos humanos de 

LV (BEVILAQUA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001). 

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) utiliza a vigilância 

epidemiológica como um dos seus componentes, objetivando reduzir as taxas de 

letalidade e o grau de morbidade, além de combater o vetor e os reservatórios da 

doença. Desta forma, as estratégias de controle estão relacionadas à redução dos 

casos humanos e caninos, consistindo basicamente na eliminação dos reservatórios 

domésticos, no tratamento de todos os casos humanos que apresentam 

sintomatologia clínica, no combate ao vetor e numa rigorosa vigilância 

epidemiológica. (MS, 2006). Do ponto de vista epidemiológico, a Leishmaniose 

Visceral Canina (LVC) é considerada no Brasil, tão importante quanto a própria 

doença humana, visto que a ocorrência da doença canina precede o surgimento de 

casos humanos (OLIVEIRA et al., 2008). Entretanto, o processo de expansão 

geográfica e urbanização da LV têm levado à necessidade de se compreender mais 

as peculiaridades do ciclo urbano para estabelecer medidas mais eficazes de 

controle (SILVA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 
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3.4 Leishmaniose Visceral Canina 

 

A LVC tem aumentado sua importância na última década e fatores como a 

sua expansão geográfica, invadindo áreas antes livres da doença, sua urbanização 

e reemergência em focos endêmicos antigos reforçam a sua importância dentro da 

epidemiologia da LV (GONTIJO & MELO, 2004).  

O cão representa um importante elo no ciclo de transmissão dos agentes 

etiológicos da LV, e questões como o de intenso parasitismo cutâneo facilita a 

infecção do vetor (DEANE & DEANE, 1954; MOLINA et al., 1994; GIUNCHETTI et 

al., 2006). Além disto, cães assintomáticos, apesar de não apresentarem os 

sintomas da doença, também são fontes de infecção para o vetor (MICHALSKY, et 

al., 2007; MOSHFE et al., 2009). Observa-se ainda que a expansão dos focos 

humanos de LV no Brasil está intimamente relacionada às áreas onde são 

encontrados altos índices de soroprevalência canina (OLIVEIRA et al., 2001; SILVA 

et al., 2001; ARAUJO et al., 2013). 

Aproximadamente 50% dos animais infectados por Leishmania infantum não 

apresentam sinais clínicos da LVC (ALVAR et al., 2004; BANETH, 2006), o que 

dificulta o  diagnóstico clínico, tornando-o praticamente impossível. Dessa forma, o 

diagnóstico da doença deve se fundamentar em informações referentes à 

sintomatologia clínica do animal associado à epidemiologia da área e a confirmação 

de circulação do parasito, seja através de inquéritos sorológicos ou testes 

moleculares, sendo que todos os dados devem ser considerados em conjunto 

(ALVAR et al., 2004). Podemos dividir as técnicas de diagnóstico laboratorial da 

seguinte forma: isolamento do parasito, métodos moleculares de detecção do Ácido 

Desoxirribonucleico (DNA) do parasito e técnicas de imunodiagnóstico (GONTIJO & 

MELO, 2004). 

Podem ser aplicadas como técnicas diretas de detecção do parasito: a 

pesquisa de amastigotas de Leishmania em esfregaços ou imprints de tecidos 

corados pelas técnicas de Leishmam ou Giemsa (DEANE & DEANE, 1955; 

FERRER, 2002; SRIVASTAVA et al., 2011), o isolamento de formas promastigotas 

em meios de culturas como o NNN (Novy-McNeal-Nicole) ou a infecção em 
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laboratório de modelos experimentais como o Mesocricetus auratus. Para a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), estas técnicas são consideradas padrão 

ouro no diagnóstico da LVC, já que a observação direta do parasito não deixa 

dúvidas sobre a infecção. Entretanto, mesmo sendo técnicas de certeza, possuem 

algumas desvantagens, dentre elas: punções ou coletas de amostras clínicas são 

procedimentos invasivos, a cultura é laboriosa, lenta, apresenta baixa sensibilidade, 

necessita de pessoal capacitado e acompanhamento sistemático, o que torna estas 

técnicas inadequadas no diagnóstico rotineiro (FERRER, 1997). A análise de 

lâminas coradas por Giemsa ou Leishmam torna-se mais difícil em animais com 

baixa carga parasitária e a leitura completa da lâmina exige tempo e treinamento 

adequado (ASHFORD et al., 1995; FERRER, 1997). Outro método parasitológico é a 

inoculação experimental em mamíferos susceptíveis e o xenodiagnóstico, porém 

estas técnicas são laboriosas, demoradas e devem ser realizadas com extrema 

cautela, ficando restrita a sua realização a centros de referência (ALVAR et al., 

2004). 

O diagnóstico imunológico vem sendo amplamente aplicado em inquéritos 

caninos, principalmente devido à facilidade na coleta de material (sangue) e a uma 

resposta imunológica humoral exacerbada em animais infectados por Leishmania. 

As principais técnicas utilizadas na rotina soroepidemiológica são a Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) e o Ensaio Imunoenzimático (ELISA) (GRADONI, 

2002; SRIVASTAVA et al., 2011). Estas duas técnicas sorológicas foram 

recomendadas pelo Ministério da Saúde (MS) do Brasil para avaliação da 

soroprevalência em inquéritos caninos amostrais e censitários até o ano de 2011, 

quando o MS substituiu a RIFI pelo teste rápido DPP® (Dual Path Platform) (MS, 

2006; MS, 2011). Atualmente o DPP® é recomendado para triagem de cães e a 

ELISA para a confirmação dos cães sororreagentes ao teste DPP® (MS, 2011).  

Possivelmente a substituição do teste RIFI pelo DPP® ocorreu devido às 

limitações observadas no teste RIFI como: a subjetividade na leitura, principalmente 

em soros com baixa titulação e apresentar baixa sensibilidade ao ser relacionada à 

ELISA (GRADONI, 2002). Por outro lado, o ELISA é uma técnica muito sensível, 

porém com algumas limitações como níveis de especificidade relativamente baixos. 

O DPP® é o único exame rápido para a LVC disponível no mercado, o que facilita a 

sua implementação em estudos de campo como inquéritos sorológicos, por não 
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necessitar de estrutura laboratorial ou equipamentos. O DPP® tem apresentado uma 

alta sensibilidade e especificidade (MS, 2011; GRIMALDI et al., 2012). 

As técnicas moleculares de diagnóstico, principalmente a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) vem sendo amplamente aplicada em estudos epidemiológicos 

da LVC (SRIVASTAVA et al., 2011). Trata-se de uma técnica extremamente sensível 

e específica que visa a amplificação de fragmentos de DNA do parasito. Os alvos 

utilizados na PCR podem ser tanto de DNA do cinetoplasto (kDNA) quanto de DNA 

genômico. As vantagens na utilização da PCR como ferramenta de diagnóstico em 

inquéritos caninos estão relacionadas a rapidez na execução e sua alta 

sensibilidade, sendo capaz de detectar a presença de DNA de um único parasito o 

que a torna eficaz também na detecção da infecção em animais assintomáticos e 

com baixa carga parasitária (BERRAHAL et al., 1996; CRUZ et al., 2002). Outro 

ponto importante na utilização de técnicas moleculares como a PCR é a 

possibilidade de identificação do agente causador da infecção e diferenciar animais 

infectados com Leishmania infantum de animais infectados por L. braziliensis.  

Apesar de serem observados cães infectados por L. braziliensis, o papel deste como 

reservatório do parasito ainda não foi confirmado (DANTAS-TORRES, 2011). Dai a 

importância da correta identificação da espécie para que as medidas de controle 

sejam aplicadas corretamente. A principal desvantagem da PCR ainda é o seu alto 

custo de execução, o que pode impossibilitar sua aplicação em grandes inquéritos 

epidemiológicos (ALVAR et al., 2004; SRIVASTAVA et al., 2011). 

Embora ainda seja controverso o significado do impacto da eliminação de 

cães soropositivos na ocorrência de LV humana, estudos epidemiológicos em 

centros urbanos concluíram que a LVC geralmente precede a doença humana 

(OLIVEIRA et al., 2008).  Além disso, a infecção canina tem sido apontada como 

fator primordial em todos os surtos registrados, e não há relato na literatura sobre a 

ocorrência de casos humanos de LV sem a presença de cães infectados (OLIVEIRA 

et al., 2008). Outros estudos tem reforçado a associação entre a presença de LVC e 

a ocorrência de casos humanos. CAMARGO-NEVES et al. (2001) mostraram que 

altos índices de casos humanos são observados em áreas de alta prevalência de 

LVC. OLIVEIRA et al. (2001) analisando a distribuição espacial da LV na zona 

urbana de Belo Horizonte  apontou a existência de correlação entre casos caninos e 

humanos. MESTRE et al. (2011) observaram que nas regiões de ocorrência de 
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casos humanos de LV em Cuiabá foram observadas altas prevalências de cães 

infectados e de vetores, para o autor o elevado número de cães positivos para LVC 

pode explicar a alta endemicidade de LV nos bairros estudados. Também em estudo 

recente, a presença de cães infectados foi apontada como um fator de risco para a 

infecção humana em área urbana (ARAUJO et al, 2013). De maneira geral, a 

maioria dos estudos epidemiológicos que comparam a distribuição da doença 

humana e canina aponta para a mesma direção, a de que a infecção canina parece 

preceder a doença humana. 

Portanto, novos estudos em grandes centros urbanos e principalmente em 

regiões onde a doença é emergente podem trazer novas informações que possam 

reforçar o papel do cão na ocorrência de casos humanos de LV. Somente com esta 

confirmação poderemos aplicar de maneira eficaz estratégias de controle que 

impeçam a disseminação da doença humana. 

 

3.5 Urbanização das Leishmanioses  

 

As leishmanioses vêm ocorrendo de forma endêmico-epidêmica em várias 

regiões do Brasil, e não estão necessáriamente associadas à penetração do homem 

em focos silvestres. Áreas consideradas de colonização antiga tem frequentemente 

registrado casos de leishmanioses, demonstrando uma possível adaptação dos 

vetores e reservatórios a ambientes modificados (DUNAISKI, 2006). 

A comunidade científica reconhece o fato das leishmanioses serem doenças 

dinâmicas e, portanto, as mudanças ocasionadas pelo comportamento humano, 

podem estar afetando o quadro epidemiológico das mesmas. As transformações 

ambientais associadas ao êxodo rural, a falta de planejamento urbano, as condições 

precárias de saneamento, a adaptação de vetores ao ambiente urbano e a presença 

de reservatórios domésticos e sinantrópicos são apontados como fatores envolvidos 

neste fenômeno (GONTIJO & MELO 2004; MAIA-ELKHOURY  et al., 2008; 

WERNECK, 2010). 
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O processo de urbanização das leishmanioses tem sido observado em 

diversas cidades brasileiras (COSTA et al., 1990; NASCIMENTO et al., 1996; 

MENDES et al., 2002; ALVES et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2001; SILVA et 

al.,2001), mas não é considerado exclusividade do Brasil, já sendo descrito em  

outros países como Iran, México e Marrocos (MOHAMMAD et al., 2010; SÁNCHEZ-

GARCÍA et al., 2010; BOUSSAA et al., 2005).  

A urbanização da LV no Brasil foi intensificada no final da década de 80, com 

surtos confirmados em Teresina, PI e São Luís, MA (COSTA et al., 1990; 

NASCIMENTO et al., 1996; MENDES et al., 2002). Na década de 90, a doença se 

estabeleceu em Montes Claros, MG e Recife, PE (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; 

MONTEIRO et al., 1994). Dados epidemiológicos dos últimos quinze anos revelam 

periurbanização e urbanização da LV, com destaque para surtos ocorridos nas 

cidades do Rio de Janeiro, RJ, Belo Horizonte, MG, Araçatuba, SP, Santarém, PA, 

Corumbá, MS, Teresina, PI, Natal, RN, São Luís, MA, Fortaleza, CE, Camaçari, BA 

Três Lagoas, MS, Campo Grande, MS, e Palmas, TO (MS, 2006). Neste contexto, os 

cães são considerados importantes reservatórios e talvez os responsáveis por essa 

mudança no perfil epidemiológico da LV (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994), uma vez 

que os casos caninos precedem os humanos e que a ocorrência de casos humanos 

de LV depende espacialmente da ocorrência de LVC (OLIVEIRA et al., 2001; 

ARAUJO et al, 2013). 

O PCLV no Brasil está pautado na vigilância epidemiológica e nas medidas de 

controle objetivando reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade, além de 

diminuir os riscos de transmissão. Desta forma, as estratégias de controle estão 

relacionadas ao diagnóstico e tratamento precoces dos casos humanos, detecção 

da infecção e eliminação dos reservatórios domésticos e combate ao vetor (MS, 

2006). A realidade é que estas medidas não têm apresentado resultados 

satisfatórios, seja na redução de casos em áreas endêmicas, ou no impedimento do 

surgimento de focos em áreas até então consideradas indenes (DANTAS-TORRES 

& BRANDÃO-FILHO 2006). A escassez de recursos financeiros associada à falta de 

infra-estrutura dos serviços de saúde tornam as atuais medidas de controle pouco 

eficientes. Este quadro favorece a manutenção do ciclo da doença em muitos 

estados brasileiros (DANTAS-TORRES & BRANDÃO FILHO, 2006). 
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O processo de desmatamento reduz áreas de florestas primárias e animais 

silvestres infectados e com hábitos sinantrópicos passam a invadir com maior 

frequência as residências e os peridomicílios, podendo servir de fonte de infecção 

para flebotomíneos bem adaptados ao ambiente modificado como Lutzomyia 

longipalpis, L. whitmani e L. intermedia (GONTIJO et al., 2002). Portanto, a ação 

antrópica causada ao meio ambiente torna-se fator primordial para a aquisição da 

infecção, sendo identificada como um dos fatores de risco para o estabelecimento 

da transmissão (VANZELI & KANAMURA 2007). 

 

3.6 Análise espacial em saúde 

 

A análise espacial em saúde é um ramo da ciência que busca compreender 

os padrões espaciais de morbidade e mortalidade relacionados a uma determinada 

doença e associar a estes padrões as características ou fatores de risco mais 

importantes sobre sua disseminação (MEDRONHO, 2005).  

A Epidemiologia Geográfica vem se tornando uma ferramenta comum nos 

últimos anos, possibilitando a avaliação da distribuição espacial e temporal de 

agravos à saúde. A análise de dados distribuídos pelo espaço geográfico tem se 

tornado cada vez mais útil para os serviços de gestão de saúde, por apontar novos 

subsídios para o planejamento e por avaliar as ações mais adequadas baseadas na 

análise da distribuição espacial das doenças, na localização dos serviços de saúde e 

dos riscos ambientais. Aplicado às questões de Saúde Coletiva, o Sistema de 

Informações Geográficas (SIG) possibilita a realização de análises espaciais 

complexas, pois permite a manipulação de grande volume de dados, sua integração 

e a recuperação rápida de informações armazenadas (MEDRONHO, 2005). 

Nas leishmanioses, esta técnica vem sendo amplamente empregada, e 

diversos fatores avaliados, entre eles: a dependência espacial entre a ocorrência de 

casos caninos e humanos, a distribuição do vetor, a caracterização de áreas de 

maior incidência e de maior risco de morbidade relacionadas à doença (OLIVEIRA et 

al., 2001; WERNECK et al., 2002; MARGONARI, et al., 2006; ANTONIALLI et al., 
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2006; DANTAS-TORRES & BRANDÃO-FILHO, 2006; MESTRE & FONTES, 2007; 

SARAIVA, et al., 2011, ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2014). 

 As técnicas de análise espacial permitem identificar as áreas prioritárias para 

o controle e com base nestas informações é possível aplicar medidas de vigilância 

mais direcionadas, reduzindo os custos aplicados nos programas de controle. Esta 

redução de custos justifica a aplicação da análise espacial no controle das 

leishmanioses, visto que a falta de recursos financeiros é um dos principais entraves 

para o desenvolvimento de políticas eficazes relacionadas ao controle das 

leishmanioses no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al., 2008, OTRANTO & DANTAS-

TORRES 2013). 

A ocorrência de fatores, como a ampliação dos espaços ocupados por 

reservatórios domésticos e transmissores das leishmanioses, a maior concentração 

de pessoas e cães em áreas urbanas, associada à expansão e adaptação do 

transmissor a diferentes ambientes, pode resultar em maiores chances para a 

ocorrência das leishmanioses (MESTRE & FONTES, 2007; SARAIVA, et al., 2011, 

ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2014).. 

Com base neste cenário, o presente estudo procurou ampliar o conhecimento 

sobre a situação epidemiológica da LV e da LTA no município de Divinópolis, 

enfatizando a distribuição espacial dos reservatórios e dos casos humanos na área 

urbana. Desta forma, pretende-se obter maior entendimento sobre o contexto das 

leishmanioses, de modo a contribuir com o planejamento de ações de vigilância e 

monitoramento. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Delineamento do estudo 

 

A captura de pequenos mamíferos ocorreu em 15 residências onde houveram 

casos confirmados de LV e LT no período de 2005 a 2010 e em áreas de mata 

preservada distribuídas na zona urbana do município de Divinópolis. Inicialmente foi 

realizada a captura de animais silvestres e coletada de amostras biológicas para a 

detecção e identificação das espécies de Leishmania no período de outubro de 2010 

a agosto de 2011.  

Para confirmar a presença do parasito nos cães foram selecionados, junto ao 

Centro de Referência e Vigilância em Saúde (CREVISA), 25 animais com sorologia 

positiva e realizados testes laboratoriais para a identificação da espécie de 

Leishmania responsável pela infecção. Em seguida, foi realizado o inquérito 

sorológico canino amostral. Como a Secretaria de Saúde do município não conta 

com dados referentes à infecção canina um fragmento do município foi utilizado para 

determinar a prevalência esperada da LVC. A prevalência da infecção canina 

observada nesta área foi de aproximadamente 3% (GAMA, G.M. 2013). Com base 

na prevalência de cães infectados observada no inquérito piloto, estipulou-se o 

tamanho da amostra de animais a serem avaliados no inquérito canino, sendo 332 

animais amostrados em cada um dos 11 estratos que dividem o município, 

totalizando 3.652 cães amostrados. 

Os quarteirões amostrados no inquérito sorológico canino, os casos humanos 

de LT e LV notificados à partir do ano de 2007, além das trilhas e residências de 

captura dos pequenos mamíferos foram georeferenciados utilizando sistema de 

posicionamento global (GARMIN GPSMAP 76S). Ferramentas de análise espacial 

como: densidade de Kernel, distribuição direcional e função K de Ripley bivariada 

foram então empregadas a fim de identificar as regiões com maior concentração de 

casos humanos da doença e de reservatórios infectados. Todos os quarteirões 

amostrados durante a realização do inquérito sorológico canino, os casos humanos 

de LT e LV notificados à partir do ano de 2007, além dos locais de captura dos 
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pequenos mamíferos foram georeferenciados utilizando sistema de posicionamento 

global (GARMIN GPSMAP 76S).  

 

4.2 Área de estudo 

 

O município de Divinópolis está localizado na zona metalúrgica, micro-região 

o Vale do Itapecerica: (20,13889 S; 44,88389 O); macro-região do Alto São 

Francisco, margem direita (Figura 01). 

A população estimada é de 216 mil habitantes (IBGE, 2010). Apresenta um 

quadro social com alta taxa de alfabetização (94,7%). A taxa de crescimento 

populacional de Divinópolis é da ordem de 4,2% ao ano (aproximadamente 7.300 

pessoas em média nos últimos 10 anos) e é a quinta cidade com melhor IDH (índice 

de Desenvolvimento Humano) do Estado de Minas Gerais. 

O município de Divinópolis é considerado uma região endêmica para LT 

sendo 43 casos humanos notificados entre os anos de 2007 e 2013. No ano de 2007 

foi confirmado o primeiro caso de LV humana e outros 15 casos foram registrados 

no período de 2007 a 2013 sendo o município classificado como área de 

transmissão moderada.  Apesar da ocorrência de casos humanos os estudos 

epidemiológicos relacionados aos vetores e à caracterização das espécies de 

Leishmania que circulam entre os diferentes hospedeiros são escassos.  
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Figura 1: Mapa representativo da Zona Urbana do Município de Divinópolis, (A) Destaque da Zona 

Urbana, bairros e principais áreas de mata, (B) localização geográfica do município em relação ao 

estado de Minas Gerais e (C) Estado de Minas Gerais e sua localização no Brasil. 

 

4.3 Procedimentos éticos 

 

O projeto foi aprovado junto ao Comitê de Ética em Pesquisa com animais da 

Universidade Federal de São João Del Rey (CEPEA/UFSJ) sob o protocolo nº 

35/2010 (Anexo 1). Todos os procedimentos de coleta do material foram realizados 

de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal, adotado pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

Os pequenos mamíferos foram capturados mediante licença permanente para 

coleta de material zoológico (Nᵒ 12989-1) do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e 

dos Recursos Naturais Renováveis - IBAMA (Anexo 2). 
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4.4 Estudo dos animais silvestres e sinantrópicos 

 

4.4.1 Definição das trilhas e residências de captura dos animais 

 

Nas áreas preservadas de mata distribuídas pelo município foram montados 

transectos para a disposição das armadilhas de coleta, seguindo a metodologia de 

campo padrão para captura de pequenos mamíferos (LACHER et al., 1989; PAGLIA 

et al., 1995). Em cada transecto foram definidas estações de coleta distanciadas 

aproximadamente 20m uma da outra, sendo dispostas um total de 20 armadilhas em 

cada uma das 5 trilhas totalizando 100 armadilhas. O número de estações de coleta 

foi estabelecido de modo a amostrar os diferentes ambientes relacionados aos 

padrões de atividade humana (Figura 2). A coleta de possíveis reservatórios 

silvestres no peridomicilio de residências foi realizada em quinze casas com casos 

confirmados de LTA ou LV entre os anos de 2005 e 2010. Foram dispostas duas 

armadilhas para captura de pequenos mamíferos em cada residência, totalizando 30 

armadilhas. As capturas foram realizadas a cada 2 meses, no período de outubro de 

2010 a agosto de 2011. Este intervalo de 2 meses entre as campanhas foi 

necessário para respeitar a reposição natural dos pequenos mamíferos. A Figura 3 

destaca as quinze residências e as cinco trilhas onde foram empregados esforços 

para a captura dos pequenos mamíferos. 

 



Materiais & Métodos 

44 

 

 

Figura 2: Imagens das áreas de mata onde foram montados os transectos para captura e disposição 

das armadilhas e exemplos de pequenos mamíferos capturados. 1: Mata do Noé; 2: Armadilha 

disposta no Parque do Gafanhoto; 3: Mata do Sidil; 4: Exemplar de Necromys lasiurus; 5: Morro da 

Antena; 6: Exemplar de Micureus demarerae. 

 

 

Figura 3: Mapa da Zona Urbana do município de Divinópolis, Minas Gerais. Destaque dos pontos de 

coleta de pequenos mamíferos. Os diamantes em amarelo representam as trilhas de captura em 

áreas de mata e as estrelas em vermelho as residências selecionadas para a captura. 
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4.4.2 Coleta das amostras biológicas  

 

Para a coleta das amostras de tecidos dos animais (pequenos mamíferos e 

cães), os mesmos foram sedados com acepromazina (Acepram - 0,05mg/Kg de 

peso) e posteriormente eutanasiados para garantir a ausência de dor e desconforto. 

A identificação das espécies de pequenos mamíferos foi feita utilizando-se literatura 

específica, analisando-se caracteres morfológicos e, caso necessário, a comparação 

com exemplares depositados na coleção de mastozoologia da UFMG. 

Foram coletadas amostras de pele, sangue, baço e medula óssea dos 

pequenos mamíferos e de 25 cães soropositivos, selecionados para confirmar a 

circulação de Leishmania infantum no município.  

 

4.5 Estudo dos reservatórios domésticos 

 

Para realização do inquérito sorológico amostral nos cães do município, foram 

realizadas coletas de sangue em papel filtro em quarteirões amostrados a partir da 

metodologia proposta pelo Ministério da Saúde (MS, 2006). O Ministério da Saúde 

indica a realização do inquérito sorológico amostral canino da leishmaniose em 

municípios com transmissão moderada e intensa, sob a justificativa de que o mesmo 

auxiliará na avaliação das taxas de prevalência em cada setor, a fim de identificar as 

áreas prioritárias a serem trabalhadas.  

A amostragem utilizada foi a estratificada proporcional por conglomerados, 

onde os estratos são setores do Plano de Erradicação do Aedes aegypti (PEAa) e os 

conglomerados os quarteirões localizados dentro de cada bairro. O município baseia 

sua estratificação de acordo com a densidade populacional da área, sendo que cada 

estrato possui uma população aproximada de 17.000 habitantes. Divinópolis é 

dividido em 11 estratos que são subdivididos em bairros (Figura 04).  Usamos esta 

divisão para definir o número de animais a serem avaliados em cada bairro 

pertencente ao estrato, ou seja, se a população humana do bairro em questão fosse 
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de 10% da população total do estrato, a amostra de cães avaliados neste mesmo 

bairro também representaria 10% do total de cães a serem amostrados no estrato. 

Desta maneira garantimos a amostragem de animais em todos os bairros do 

município e a manutenção da proporcionalidade.  

 

 

Figura 4: Parcelamento do Município de Divinópolis segundo o Plano de Erradicação do Aedes 

aegypti (PEAa). A divisão dos estratos é baseada na densidade populacional da região. 

 

Para o cálculo do tamanho da amostra foi utilizada uma tabela que determina 

o número de animais a serem avaliados segundo a população canina estimada no 

setor e a prevalência esperada da infecção canina, considerando um nível de 

significância de 5% (MS, 2006). A prevalência da infecção canina utilizada para o 

calculo da amostra foi de 3%, estimada a partir de estudo realizado anteriormente 

em uma área restrita do município (GAMA, G.M. 2013). Um total de 3.652 cães 

foram amostrados sendo 332 animais em cada um dos 11 estratos do PEAa. Os 

quarteirões onde foram realizadas as coletas de amostra de sangue dos cães foram 

selecionados com o auxílio de uma tabela de números aleatórios (Anexo 3). Defini-
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se quarteirão como um espaço urbano delimitado por ruas ou avenidas com 

tamanho aproximado de 10.000 metros quadrados. 

O número de quarteirões a serem sorteados foi baseado no total de cães a 

serem avaliados em cada bairro, utilizando-se uma proporção estimada pela 

densidade populacional do bairro em relação ao estrato.  

O número de cães a ser amostrado em cada quarteirão foi definido através da 

média entre o total de cães e o total de quarteirões a serem amostrados no bairro. 

Este número foi estabelecido para evitar que muitos animais fossem amostrados em 

um único quarteirão, favorecendo a distribuição adequada da amostra. 

 

4.6 Métodos de diagnóstico 

 

4.6.1 Diagnóstico parasitológico 

 

Para a tentativa de isolamento do parasito, amostras clínicas provenientes de 

cães (linfonodo e medula) e de pequenos mamíferos (baço, medula e pele de cauda) 

foram armazenadas a 4ºC durante 24 horas em solução salina com antibióticos 

(estreptomicina 100µg/ml e penicilina 500U/ml) e inoculadas em tubos contendo 

meio de cultura NNN (Novy e Mc Neal, 1903; Nicolle, 1908) enriquecido com LIT 

(Liver Infusion Tryptose) e mantidos em estufa à 25º C ± 1º C.  

As culturas foram repicadas a cada cinco dias para novos tubos e 

consideradas positivas quando observada a presença de formas promastigotas de 

Leishmania. Após quatro semanas de observação as amostras que não 

apresentaram a presença de promastigotas foram consideradas negativas. Amostras 

contaminadas por fungos ou bactérias foram descartadas.  As amostras positivas 

foram expandidas até a obtenção de um volume final de 30mL a uma concentração 

de 106 parasitos por mL para a caracterização da espécie utilizando métodos 

moleculares. 
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4.6.2 Diagnóstico sorológico da Leishmaniose Canina 

 

Para realização do diagnóstico sorológico da LVC foram empregadas as 

técnicas de ELISA como  triagem e a RIFI como exame confirmatório, conforme 

preconizado  pelo Ministério da Saúde do Brasil  até  2013, período de realização do 

inquérito. 

Os exames sorológicos ELISA e RIFI foram realizados pelo Laboratório de 

Parasitologia da Universidade Federal de São João Del Rei – Campus Centro-

Oeste, credenciado pelo Ministério da Saúde do Brasil para a realização de exames 

sorológicos para a LVC. 

Para realização dos ensaios imunoenzimáticos foram utilizados kits EIE 

Leishmaniose Visceral Canina do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-

Manguinhos FIOCRUZ, e o kit IFI Leishmaniose Visceral Canina do Instituto de 

Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos FIOCRUZ, ambas aplicando as 

especificações do fabricante..  

 

4.6.2.1 Ensaio Imunoenzimático  

 

O ensaio de imunoadsorção ligado à enzima (ELISA – “Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay”) consiste na reação de anticorpos presentes nos soros ou 

plasmas de cães com antígenos solúveis e purificados de Leishmania. O kit da Bio-

Manguinhos utiliza antígenos de Leishmania major like obtidos a partir de cultura in 

vitro. Os antígenos são previamente adsorvidos nos poços das microplacas 

consistindo a fase sólida. Em seguida adicionam-se os soros das amostras, 

controles positivos e negativos previamente diluídos. Caso as amostras possuam 

anticorpos específicos, estes irão se ligar aos antígenos da fase sólida. 
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Posteriormente, adiciona-se o conjugado específico, anti-imunoglobulina, 

marcado com a enzima peroxidase. Na presença de anticorpos específicos, ocorrerá 

a ligação conjugado-anticorpo, que poderá ser evidenciada com a adição do 

cromógeno (tetrametilbenzidina – TMB). 

Ocorre então a formação de um composto com coloração azul turquesa 

devido a ligação da peroxidase com o peróxido de hidrogênio, que ao adicionar-se o 

ácido sulfúrico interrompe a reação. Os resultados foram avaliados por meio de 

espectrofotômetro com filtro de 450nm. Foi calculado o Cut-Off  do teste para a 

determinação dos resultados. De acordo com as instruções do fabricante, o Cut-Off 

é dado pela média das densidades óticas dos controles negativos multiplicado por 

três. A “faixa-cinza” (indeterminados) é considerada para as densidades entre o 

valor obtido do Cut-Off e o valor obtido com a multiplicação deste por 1,2 e os 

negativos são aquelas amostras cujo resultado ficar inferior ao do Cut-Off. 

 

4.6.2.2 Reação de Imunofluorescência Indireta  

 

A Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) consiste na reação de soros 

com promastigotas de Leishmania, aderidas a lâminas de microscopia. 

Utiliza-se um conjugado fluorescente, para evidenciar a reação. A leitura é 

realizada em microscópio de fluorescência que utiliza incidência de luz azul e ultra-

violeta, sendo considerado positivos os soros que apresentarem fluorescência e 

negativos àqueles com ausência de fluorescência, adotando-se como referência os 

soros controle positivo e negativo. 

O kit da RIFI era produzido por Bio-Manguinhos, unidade produtora de 

Imunobiológicos da FIOCRUZ, utilizando como antígeno promastigotas de 

Leishmania major like. Atualmente sua produção foi descontinuada devido a 

alteração no protocolo do diagnóstico sorológico da LVC pelo MS que retirou a RIFI 

do protocolo e instituiu a utilização do teste rápido imunocromatográfico DPP® como 

triagem e o ELISA como confirmatório (MS, 2011). 
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4.6.3 Diagnóstico molecular: Detecção e caracterização da infecção natural 

em reservatórios domésticos e silvestres 

 

4.6.3.1 Extração de DNA  

 

As amostras biológicas coletadas dos animais domésticos, silvestres e 

sinantrópicos (cães e pequenos mamíferos) foram acondicionadas em solução 

salina a -20ºC e posteriormente submetidas à extração do DNA. Para a extração 

seguiu-se a orientação do fabricante do Kit de extração de DNA QIAamp DNA Mini 

Kit® (QIAGEN®). Após a extração o DNA foi dosado, aliquotado e estocado à -20ºC 

para posterior utilização. 

 

4.6.3.2 Alvos selecionados para amplificação na PCR 

 

Altos níveis de variação inter e intraespecíficas têm sido observados em 

espécies de Leishmania do Velho Mundo e do Novo Mundo, sendo assim, a escolha 

de uma técnica de PCR com alta sensibilidade e capaz de determinar a espécie de 

Leishmania responsável pela infecção, são de extrema importância.  A escolha da 

sequência alvo influencia na sensibilidade e especificidade, sendo o máximo de 

sensibilidade alcançado quando utilizamos sequências presentes em cópias 

múltiplas como: DNA do cinetoplasto (kDNA), genes do RNA ribossomal, genes de 

RNA derivados do mini-exon e repetições genômicas (ALVAR et al., 2004).  

Para realização da PCR foram selecionados os alvos ITS1 e hsp70. O alvo 

ITS1 é um espaçador intergênico presente nas multicópias dos genes do rRNA. 

Quando utilizado nas reações de amplificação  seguidas por RFLP é altamente 

sensível e adequado para utilização com diferentes tipos de amostras clínicas sendo 

capaz de diferenciar as seguintes espécies de Leishmania: (L. donovani, L. infantum, 
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L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. 

guyanensis e L. panamanensis). Os genes codificadores de proteínas de choque 

térmico de 70 kD de Leishmania (hsp70), compreendendo uma família de genes 

cujas sequências são altamente conservadas (FOLGUEIRA et al., 2007). Em 

contraste com o ITS1, o gene hsp70 codifica para proteínas antigênicas importantes 

e, portanto, permite investigar a variabilidade genética de moléculas possivelmente 

envolvidas na imunopatologia. A sensibilidade do teste é de cerca de 95% e a 

digestão do produto de PCR com HaeIII discrimina 6 espécies/grupos de Leishmania 

(L. infantum, L. lainsoni, L. naiffi, L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis). 

 

4.6.3.3 PCR-RFLP do ITS1 

 

A PCR do ITS1 foi aplicada na identificação da infecção natural dos pequenos 

mamíferos. Amostras de DNA de baço, pele de cauda e sangue foram submetidas à 

amplificação para a triagem dos animais positivos. Os iniciadores LITS1R 5’ 

CTGGATCATTTTCCGATG 3´ e L5.8S 5’ TGATACCACTTATCGCACTT 3’ 

amplificam um fragmento de aproximadamente 350pb através da seguinte reação: 

solução tampão 1x (200 mM Tris-HCl pH8,4, 500 mM KCl), 1,5mM de MgCl2, 0,2mM 

de mistura de dNTPs, 0,5 pmol do primer LITS1R, 0,5 pmol do primer L5.8S, 1 U de 

Taq DNA polimerase platinum® (Invitrogen), 2 μl de DNA molde em um volume final 

de 25 μl. A amplificação foi realizada alternando 32 ciclos de desnaturação a 95oC 

por 30s, anelamento a 53oC por 1 min e extensão a 72oC por 1 min em equipamento 

termociclador automático. Os produtos da amplificação foram visualizados em gel de 

agarose 2% corado por brometo de etídeo. As amostras que apresentarem a banda 

específica de aproximadamente 350pb foram submetidas à análise dos 

polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restrição, através da técnica de RFLP 

utilizando a enzima HaeIII. Esta técnica é capaz de distinguir as principais espécies 

de Leishmania devido ao padrão diferenciado de digestão do DNA. A reação de 

digestão foi preparada para um volume final de 15 μL, contendo 1μL de HaeIII (10 

U/μL), 1,5 μL de tampão da enzima e 10,0 μL de produto de PCR. A mistura foi 

incubada a 37ºC por 2 horas, os perfis de restrição foram analisados em gel de 

agarose 2% e comparados com o padrão obtido pela digestão do produto de PCR 
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de cepas controles de L. amazonensis  (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis 

(MHOM/BR/75/M4147). 

 

4.6.3.4 PCR-RFLP do hsp70 

 

Todas as amostras positivas na amplificação do alvo ITS1 foram submetidas 

à amplificação do gene hsp70. Esta técnica foi aplicada para confirmar a infecção 

natural dos pequenos mamíferos e na identificação da espécie responsável pela 

infecção. Também foi o alvo de escolha nas amostras provenientes das culturas dos 

cães positivos. 

Alíquotas de 2,0 a 5,0 μL de DNA foram amplificadas utilizando iniciadores 

que estendem um fragmento de 1300pb do hsp70. A reação de PCR foi preparada 

para um volume final de 25 μL utilizando 1,5 mM MgCl2, 200 μM dNTP mix 

(Invitrogen), 5,0% DMSO (Invitrogen), 2,5 unidades de Taq platinum DNA polimerare 

(Invitrogen), 0,4 pmol de primer forward e 0,4 pmol de primer reverse (Prodimol). Os 

iniciadores utilizados: HSP70 for – 5’GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3’ e HSP70 

ver 5’CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’. A amplificação do DNA molde foi 

processada em termociclador alternando 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30s, 

anelamento específico dos iniciadores a 61ºC por 1 min. E extensão das fitas a 72ºC 

por 3 min., seguido por um passo de extensão final a 72ºC por 10 min. Os produtos 

da amplificação foram visualizados em gel de agarose 2% corado por brometo de 

etídeo. As amostras que apresentaram a banda específica de 1300pb foram 

submetidas à análise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restrição, 

através da técnica de RFLP utilizando a enzima HaeIII. A reação de digestão foi 

preparada para um volume final de 15 μL, contendo 1μL de HaeIII (10 U/μL), 1,5 μL 

de tampão da enzima e 10,0 μL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37ºC 

por 2 horas. Os perfis de restrição foram analisados em gel de agarose 2% e 

comparados com o padrão obtido pela digestão do produto de PCR de cepas 

controle de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis 
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(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis 

(MHOM/BR/75/M4147). 

 

4.7 Georreferenciamento 

 

Todos os quarteirões amostrados durante a realização do inquérito sorológico 

canino e os casos humanos notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de 2013 

foram georeferenciados utilizando sistema de posicionamento global GARMIN 

GPSMAP 76S (Olathe, KS, USA). A coordenada geográfica foi ajustada para que a 

mesma correspondesse ao centro do quarteirão avaliado com o auxílio do programa 

Google Earth® (Mountain View, CA, USA). 

Os dados foram armazenados em banco de dados especialmente estruturado 

para o estudo e plotados no mapa da região, para as análises espaciais.  

O mapeamento de todos os dados coletados foi realizado com o auxílio do 

programa ArcGIS™ versão 10.0 (Redlands, CA, USA) e do programa R-3.0.2 (R 

Development Core Team, Wirtschaftsuniversität, Vienna) para a análise espacial dos 

dados e  identificação dos padrões de distribuição da doença. 

 

4.7.1 Densidade de Kernel 

 

A ferramenta de densidade Kernel (BAILEY & GATRELL, 1995 

TEEKAYUWAT et al., 2000) é um método estatístico de estimação de curvas de 

densidade. Cada uma das observações é ponderada pela distância em relação a um 

valor central, o núcleo. Este estimador tem como parâmetros básicos o raio de 

influência (τ), que define a vizinhança do ponto e ser interpolado e controla o grau de 

“alisamento” da superfície gerada; e uma função de estimação (κ) com propriedades 

de suavização do fenômeno. O raio de influência ou largura de banda (“bandwidth”), 

define a área baseada no ponto de estimação μ, que indica quantos eventos μi 
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contribuem para a estimativa da função intensidade (λ). Esta ferramenta de análise 

espacial cria hotspots que auxiliam na identificação das áreas com maior densidade 

do evento avaliado, ou seja, a densidade de LVC. Para avaliação da densidade foi 

estipulado um raio de pesquisa de 300m. O programa ArcGIS™ versão 10.0 

(Redlands, CA, USA) foi usado para produção dos mapas de densidade. 

 

4.7.2 Distribuição Direcional (Elipse de Desvio Padrão) 

 

A técnica da elipse de distribuição direcional propicia conhecer a distribuição 

espacial em dois sentidos: identificação de aglomerados e orientação. A 

identificação de aglomerados foi feita pelo desenho de elipses que marcam regiões 

com maior concentração de pontos que o esperado, baseado em um modelo de 

aleatoriedade, proporcionando o conhecimento da natureza da distribuição dos 

dados na sua assimetria e permitindo a identificação da tendência da distribuição de 

pontos. O eixo maior define a direção de máxima dispersão da distribuição, 

enquanto o menor é perpendicular ao eixo anterior e define a mínima dispersão. Ou 

seja, ela transforma a distribuição aleatória dos casos caninos em uma elipse. A 

aplicação da distribuição direcional foi empregada utilizando o programa SIG 

ArcGIS™ versão 10.0 (Redlands, CA, USA). 

 

4.7.3 Função K de Ripley Bivariada (K12) 

 

A função K12 é um teste aplicado para verificar se os padrões pontuais das 

distribuições de dois tipos diferentes de eventos, dentro de uma determinada área, 

são independentes (LOTWICK & SILVERMAN, 1982). Avaliamos como eventos 

pontuais os casos humanos e caninos de LV. A Função K12 estima a dependência 

espacial entre os tipos de eventos 1 e 2 medindo o número esperado de eventos do 

tipo 2 a uma distância de até d de um evento arbitrário do tipo 1, dividido pela 

densidade total de eventos do tipo 2 na área estudada. Onde, E (N2D) é o número 



Materiais & Métodos 

55 

 

esperado de eventos tipo 2 dentro de uma distância de até d de um evento arbitrário 

do tipo 1, e λ2 é a densidade total de eventos do tipo 2 na área de estudo. 
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Após a avaliação dos eventos é produzido um gráfico do valor resultante em 

função das distâncias d avaliadas. Também é construído um gráfico dos dois 

padrões pontuais. Caso a curva construída esteja dentro do envelope conclui-se que 

os processos pontuais sejam espacialmente independentes. Caso contrário, conclui-

se haver dependência espacial entre os dois padrões pontuais. Neste caso, pode 

haver uma relação positiva ou negativa. No caso da relação positiva, a curva 

construída pela função aparece acima da linha superior do envelope. Na negativa, 

ela aparece abaixo da linha inferior do envelope. A aplicação da função K de Ripley 

foi empregada utilizando o programa R-3.0.2 (R Development Core Team, 

Wirtschaftsuniversität, Vienna). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Pequenos mamíferos: captura e identificação 

 

 Um total de 102 pequenos mamíferos foi capturado durante o período de 

outubro de 2010 a agosto de 2011. Os filhotes ou as fêmeas prenhas eram soltos de 

volta ao ambiente no mesmo local onde foram capturados, sendo usados no estudo 

somente animais jovens/adultos. 

 O mamífero mais amostrado foi Didelphis albiventris (44,1%), o segundo 

pequeno mamífero mais amostrado foi o Necromys lasiurus (37,2%). As outras 

espécies capturadas, porém em menor frequência, foram: Cerradomys subflavus e 

Oligoryzomys sp. (4,9%), Micureus demarerae (2,9%), Mus musculus e Rattus 

novergicus (2%) e Rattus rattus e Gracilinanus agilis (1%) (Figura 5). A tabela 1 

apresenta o resultado do total de pequenos mamíferos capturados em todas as 

campanhas realizadas ao longo de um ano no município de Divinópolis, destacando 

a frequência de cada espécie capturada por campanha. 
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Tabela 1: Número absoluto e frequência do total de pequenos mamíferos capturados de acordo com a 
espécie e a campanha de captura no período de outubro de 2010 a agosto de 2011 no município de 

Divinópolis, Minas Gerais. 

Espécie  
 

Campanha 
1 

(10/2010) 

Campanha 
2 

(12/2010) 

Campanha 
3 

(02/2011) 

Campanha 
4 

(04/2011) 

Campanha 
5 

(06/2011) 

Campanha 
6 

(08/2011) Total (%) 

Didelphis 
albiventris 4 6 9 11 13 2 45 (44,11) 

Necromys 
lasiurus 7 6 2 3 2 18 38 (37,25) 

Cerradomys 
subflavus 1 2 0 0 1 1 5 (4,9) 

Oligoryzomys 
sp. 1 0 0 1 0 3 5 (4,9) 

Micureus 
demarerae 0 0 0 0 0 3 3 (2,94) 

Mus 
musculus 1 0 0 1 0 0 2 (1,96) 

Ratus 
novergicus 0 1 0 0 1 0 2 (1,96) 

Gracilinanus 
agilis 0 0 0 0 0 1 1 (0,98) 

Ratus rattus 0 0 0 0 1 0 1 (0,98) 

Total  (%) 14 (13,73) 15 (14,71) 11 (10,78) 16 (15,69) 18 (17,65) 28 (27,45) 102 

 

Figura 5: Gráfico representando a frequência dos pequenos mamíferos capturados de acordo 

com a espécie no período de outubro de 2010 a agosto de 2011 no município de Divinópolis, 

Minas Gerais. 
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Com relação ao local, foram capturados pequenos mamíferos em todas as 

trilhas de mata dispostas no município, porém em duas áreas (Morro da Antena e 

Parque do Gafanhoto) foram capturados quase 70% dos animais. Espécies 

silvestres como D. albiventris, N. lasiurus, Oligoryzomys sp., G. agilis, M. demarerae 

e C. subflavus, foram capturados somente nas trilhas de área verde distribuídas pelo 

município. Já espécies introduzidas (por exemplo: Rattus rattus e Mus musculus) 

foram capturadas nas residências. Os exemplares capturados R. norvegicus  apesar 

de serem animais introduzidos e com alta antropofilia, foram capturados em áreas 

de mata, mas isso é facilmente explicado, já que as áreas de mata estão muito 

próximas de moradias humanas (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Distribuição dos pequenos mamíferos capturados de acordo com o local de 

captura entre o período de outubro de 2010 e agosto de 2011 no município de Divinópolis, 

MG. 

*Locais onde não foram capturados animais não estão representados nesta figura. 
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5.2 Pequenos mamíferos: infecção natural 

 

5.2.1 Isolamento em meio de cultura 

 

Inicialmente as amostras de pele de cauda, baço e medula foram submetidas 

ao isolamento do parasito em meio de cultura NNN/LIT. Não foi possível isolar o 

parasito em nenhuma das amostras devido ao grande índice de contaminação dos 

meios de cultura por fungos e bactérias. 

As contaminações foram mais observadas nas amostras de pele de cauda, 

onde apenas uma amostra pode ser acompanhada até o último repique. Do total de 

amostras de medula submetidas ao isolamento em meio de cultura nove puderam 

ser acompanhadas até a última passagem e das amostras de baço vinte e uma.  

Estes dados confirmam a dificuldade de isolamento de parasitos a partir de 

amostras de pequenos mamíferos (ALVAR & BARKER, 2002; ADERIAN et al., 

2005).  

 

5.2.2 Diagnóstico molecular 

 

Inicialmente, as amostras de baço, pele de cauda e sangue foram submetidas 

à extração de DNA e quantificadas. Após o procedimento de extração foi realizada a 

PCR do ITS1 para triagem das amostras positivas. Das amostras avaliadas três 

apresentaram a banda compatível com o controle positivo para o alvo ITS1 (Figura 

7). 
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Para confirmação e identificação das espécies responsáveis pela infecção 

nos pequenos mamíferos, o DNA das amostras positivas foi submetido a 

amplificação do gene hsp70 e digestão tanto dos alvos ITS1 e hsp70. Os resultados 

observados com a amplificação do hsp70 confirmaram aqueles obtidos com a 

PCR/ITS1.   A PCR/RFLP de ambos os alvos identificou as espécies responsáveis 

pela infecção nas amostras B20 e B26 como Leishmania braziliensis e B74 como 

Leishmania infantum (Figura 8). 

 

Figura 7: Gel de agarose a 2% das amostras positivas para o alvo ITS1. PM = Peso 
Molecular; B20, B26 e B74 = Amostras de baço dos pequenos mamíferos; CP = Controle 
Positivo e CN = Controle Negativo. 
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Figura 7: Gel de agarose a 2% das amostras positivas para o alvo ITS1. PM = Peso 
Molecular; B20, B26 e B74 = Amostras de baço dos pequenos mamíferos; CP = Controle 
Positivo e CN = Controle Negativo. 
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 Três espécimes de pequenos mamíferos foram observados com infecção 

natural por Leishmania, sendo: um exemplar de Didelphis albiventris, capturado no 

Parque do Gafanhoto e um exemplar de Necromys lasiurus, capturado no Morro da 

Antena infectados por L. braziliensis, e um exemplar de Rattus rattus, capturado na 

casa de número 3 localizada no Bairro Ipiranga, infectado por L. infantum. A figura 9 

destaca no mapa do município de Divinópolis a localização geográfica dos pequenos 

mamíferos infectados. 

 

 

Figura 8: PCR-RFLP do alvo ITS1 (Gel 01) e do Gene hsp70 (Gel 02) das amostras dos 
pequenos mamíferos positivas na PCR. PM = Peso Molecular (100pb); B20, B26 e B74 
amostras de DNA do Baço; L.i = controle positivo de L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), L.a = 
controle positivo de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); L.g = controle positivo de  L. 
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) e L.b = controle positivo de L. braziliensis 
(MHOM/BR/75/M2903). 
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Figura 9: Mapa da Zona Urbana de Divinópolis. A estrela vermelha representa a residência 03 onde 

foi identificado um pequeno mamífero infectado por L. infantum. As áreas de mata identificadas pela 

cor vermelha representam os locais onde foram capturados pequenos mamíferos infectados por L. 

braziliensis.  

 

5.3 Estudo dos reservatórios domésticos 

 

5.3.1 Isolamento e caracterização do parasito 

 

Vinte e cinco  cães com sorologia positiva para leishmaniose foram 

selecionados aleatóriamente junto ao Centro de Referência em Vigilância e Saúde 

(CREVISA) da Prefeitura de Divinópolis. Foram coletadas amostras biológicas de 

linfonodo e medula óssea para a tentativa de isolamento e caracterização da 

espécie de Leishmania circulante nos reservatórios domésticos. 

Dos 25 animais avaliados foi possível isolar o parasito em amostras oriundas 

de 14 cães (56%). Em um animal foi possível isolar o parasito tanto da amostra de 
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medula óssea quanto da de linfonodo, totalizando 16 isolados (60%). Os parasitos 

foram lavados,  o DNA extraído e realizada a PCR do gene hsp70 de Leishmania. 

Todas as amostras foram positivas e para a identificação específica o produto 

amplificado foi submetido a digestão pela enzima de restrição HaeIII. Todos os 

isolados apresentaram um padrão de digestão idêntico ao da cepa de referência de 

L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), comprovando que os cães estavam infectados 

pela espécie causadora da forma visceral da doença (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Perfil de digestão do DNA de Leishmania (hsp70) utilizando a enzima de 
restrição HaeIII. PM: Peso molecular(100pb), M: medula óssea, L: linfonodo, 01, 02, 03, 04, 
05, 06, 07, 08, 09, 18,  19, 21, 25, 23: número dos cães, CN: controle negativo, L.i.: controle 
positivo de L. infantum, L.b.: controle positivo de L. braziliensis e L.a.: controle positivo de L. 
amazonensis. 
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5.3.2 Inquérito Sorológico amostral da Leishmaniose Canina 

 

Para avaliar a distribuição da LVC no município foi realizado  o inquérito 

sorológico amostral. Foram examinados 3.652 cães distribuídos nos 11 estratos do 

município, sendo identificados 169 cães com sorologia positiva e prevalência 

estimada de 4,62% (3.95 - 5.31). 

Para a coleta das amostras de sangue dos cães foram visitados 1.247 

quarteirões posteriormente plotados em um mapa de acordo com suas coordenadas 

geográficas. Todos os quarteirões avaliados foram georreferenciados e aqueles que 

apresentaram animais reagentes foram destacados para realização da análise 

espacial da LVC (Figura 11). Apesar da ampla distribuição da LVC no município, a 

prevalência da infecção canina variou de 0,9% no estrato 02 a mais de 8% nos 

estratos 06 e 07, demonstrando que a distribuição da LVC no município não é 

homogênea (Tabela 2). 

 



Resultados 

65 

 

 

Figura 11: Mapa da Zona urbana do município de Divinópolis com destaque das quadras onde foram 

avaliados animais para a realização do Inquérito Sorológico Amostral. Os pontos verdes representam 

as quadras onde não foram encontrados animais reagentes. Os pontos vermelhos as quadras onde 

foram identificados animais reagentes na RIFI e ELISA. 
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Tabela 2: Prevalência da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) de acordo com o estrato 
avaliado no município de Divinópolis, Minas Gerais no período de março de 2013 a 

fevereiro de 2014. 

  
Número de 

cães avaliados 
Número de cães   

soropositivos 
Prevalência de LVC (95% 

Intervalo de Confiança) 

Estrato 01 332 10 3,01%  (1,14% - 4,88) 

Estrato 02 332 3 0,90%  (0,00 – 1,91) 

Estrato 03 332 16 4,82%  (2,48 – 7,16) 

Estrato 04 332 6 1,81%  (0,35 – 3,27) 

Estrato 05 332 11 3,31%  (1,36 – 5,26) 

Estrato 06 332 28 8,43%  (5,40 – 11,46) 

Estrato 07 332 29 8,73%  (5,65 – 11,81) 

Estrato 08 332 16 4,82%  (2,48 – 7,16) 

Estrato 09 332 18 5,42%  (2,95 – 7,89) 

Estrato 10 332 6 1,81%  (2,95 – 7,89) 

Estrato 11 332 26 7,83%  (4,90 – 10,76) 

Total 3652 169 4,63%  (3,95 – 5,31) 

 

 

5.3.3 Análise Espacial da LVC 

 

5.3.3.1 Densidade de Kernel da LVC 

 

A análise da densidade de Kernel da LVC destacou que a infecção canina 

está amplamente distribuída pelo município de Divinópolis, sendo identificados 

hotspots em todos os estratos avaliados (Figura 12). Apesar da ampla distribuição 

da LVC no município de Divinópolis, foram identificadas áreas consideradas 
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prioritárias para as ações de controle da LV por apresentarem maior concentração 

de cães positivos.  

A região central do município foi a que apresentou a maior concentração de 

hotspots.  

 

 

 

Figura 12: Mapa da Zona Urbana do município de Divinópolis. Em destaque a densidade de Kernel e 

as áreas quentes "hotspots"  relacionadas à infecção de LVC. 
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5.3.3.2 Distribuição direcional da LVC 

 

A distribuição direcional permitiu a identificação de um aglomerado através da 

formação de uma elipse identificando a região com maior concentração de casos de 

LVC, esta elipse é determinada pela média da distribuição espacial dos casos 

positivos em relação a um centroide, podendo, portanto ser considerada uma 

possível área prioritária para a implementação de uma política mais rigorosa de 

controle (Figura 13). A formação da elipse em uma área central, com densidade 

populacional mais alta fortalece o processo de urbanização da LVC. 

 

 

Figura 13: Mapa da Zona Urbana do município de Divinópolis. A elipse em vermelho representa a 

distribuição direcional da Leishmaniose Canina. 
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5.4 Análise espacial das leishmanioses humanas 

5.4.1 Leishmaniose visceral 

 

Os 16 casos humanos de leishmaniose visceral, confirmados e notificados no 

período de 2007 a 2013 foram georreferenciados e plotados no mapa como pontos 

(Figura 14). A distribuição dos pontos relacionados aos casos humanos possibilitou 

avaliar a distribuição direcional da leishmaniose humana no município e a 

comparação desta distribuição com os casos caninos revelados no inquérito (Figura 

15). 

 

 

 

Figura14: Mapa da zona urbana do Município de Divinópolis. As estrelas em vermelho representam 

os casos humanos de LV ocorridos entre os anos de 2007 e 2013. 
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Figura 15: Mapa da zona urbana do município de Divinópolis. Em destaque a Distribuição direcional 

dos casos humanos de LV. 

 

5.4.2 Leishmaniose tegumentar americana 

 

A Figura 16 apresenta a distribuição espacial dos casos humanos de LTA de 

acordo com o ano de notificação. Foram georreferenciados os 43 casos humanos 

notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de 2013. 
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Figura 16: Perfil histórico da distribuição dos casos humanos de LTA notificados no município de 

Divinópolis entre os anos de 2007 e 2013. Os círculos em amarelo representam os casos humanos 

notificados em cada ano. 
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Os casos humanos de leishmaniose tegumentar, confirmados e notificados no 

período de 2007 a fevereiro de 2013 foram georreferenciados como pontos e 

agrupados em um único mapa (Figura 17). A distribuição dos pontos relacionados 

aos casos humanos possibilitou avaliar a distribuição direcional da leishmaniose 

tegumentar no município (Figura 18). 

 

Figura 17: Mapa da zona urbana do município de Divinópolis. As estrelas em vermelho representam 

os casos humanos de leishmaniose tegumentar notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de 

2013. 
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Figura18: Mapa da zona urbana do município de Divinópolis. Em destaque (elipse vermelha) a 

distribuição direcional dos casos humanos de LT notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de 

2013. 

 

5.5 Dependência espacial entre Leishmaniose canina e humana 

 

A forma como os dados estão distribuídos no espaço é um importante 

indicador da interação espacial, a qual é revelada nas medidas de associação ou 

autocorrelação espacial. Os resultados da dependência espacial entre LVC e LV 

humana (Função K12 de Ripley) comprovaram que a ocorrência destas doenças no 

município de Divinópolis são dependentes, e que a relação entre estes eventos é 

positiva. Ou seja, os casos humanos tendem a se concentrar em locais mais 

próximos das regiões com maior ocorrência de casos caninos de LV (Figura 19). 
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Figura 19: Função K12 de Ripley. O gráfico comprova a dependência espacial entre a ocorrência de 

casos caninos de leishmaniose visceral e casos humanos. A curva em vermelho acima do envelope 

demonstra que esta dependência é positiva. 

 

A utilização da técninca de análise espacial de distribuição direcional  avigora 

a dependência espacial entre os eventos observados (LVC e LV humana). Ao 

avaliarmos em conjunto os dados de distribuição direcional dos casos humanos e 

caninos observamos que a elipse produzida através da aglomeração de casos 

humanos está continda dentro da elipse dos casos caninos, reforçando a 

dependência espacial entre os eventos LVC e LV humana (Figura 20). 

 

Distancia (m) 



Resultados 

75 

 

 

Figura 20: Mapa da zona urbana do município de Divinópolis. A elipse vermelha representa a 

aglomeração de casos de LVC. A elipse em azul representa o aglomerado de casos humanos de LV 

notificados nos últimos 5 anos no município de Divinópolis. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O município de Divinópolis, localizado na região centro-oeste do estado de 

Minas Gerais foi a área de estudo escolhida para o desenvolvimento de um estudo 

multifatorial que avaliou alguns aspectos epidemiológicos relacionados à distribuição 

espacial da LV e LTA. 

As leishmanioses têm expandido muito nos ultimos anos, no Brasil e no 

estado de Minas Gerais. Esta expansão geográfica tem levado ao aumento no 

números de notificações de LTA e LV, com casos autóctones sendo notificados em 

grandes cidades, como Belo Horizonte, Governador Valadares e Montes Claros. A 

crescente adaptação dos vetores e a presença de reservatórios sinantrópicos no 

ambiente peridomiciliar além da multiplicidade de fatores envolvidos na transmissão 

dos parasitos causadores destas doenças tem dificultado a implementação de 

medidas de controle nas áreas endêmicas, o que tem contribuído para este quadro. 

O município de Divinópolis é considerado uma região endêmica para a 

transmissão de LTA há vários anos, e de acordo com dados do serviço de vigilância 

epidemiológica entre os anos de 2007 e 2013 foram notificados 43 novos casos de 

LTA. A relação de Divinópolis com a LV é bem mais recente, sendo o primeiro caso 

humano notificado em 2007 e 15 outros casos até o início de 2013. Apesar das boas 

condições sanitárias e do alto indice de escolaridade no município, casos de LT e LV 

continuam sendo notificados. Este fato provavelmente se deve às condições 

ambientais favoráveis e à presença de espécies vetoras e reservatórios dos agentes 

etiológicos de LTA e LV no ambiente urbano. 

Este estudo descreve algumas características epidemiológicas asociadas à 

análise espacial da LTA e LV, avaliando principalmente a distribuição dos 

hospedeiros humanos e reservatórios silvestres, sinantrópicos e urbanos, no 

espaço, empregando ferramentas com o intuito de identificar áreas de maior risco de 

transmissão. Este tipo de análise poderá ser utilizada na identificação das áreas  

prioritárias para a implentação de estratégias de prevenção e controle, na 

compreenção da dinâmica de transmissão  e favorecer a implementação de políticas 

mais adequadas em diferentes áreas endêmicas. 
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6.1 Estudo dos hospedeiros silvestres e sinantrópicos de Leishmania em 

Divinópolis 

 

As Leishmanioses são doenças em franca expansão geográfica no Brasil e 

sua ocorrência não é mais exclusividade de indivíduos que entram em contato com 

matas e animais silvestres, ocorrendo em áreas rurais, periurbanas e urbanas. Com 

isso, tem sido observado o aumento da incidência em áreas endêmicas e a 

emergência em regiões indenes, principalmente em áreas urbanizadas (GRIMALDI-

JR & TESH, 1993; BRANDÃO-FILHO & SHAW, 1994; BRANDÃO-FILHO et al., 

1999; GONTIJO & MELO, 2004;  DIAS et al., 2007).  

Apesar de ser reconhecidamente uma região de ocorrência de LT há vários 

anos e do crescente número de casos de LV, poucos são os trabalhos relacionados 

a aspectos epidemiológicos destas parasitoses. Estudos sobre a infecção humana e 

a presença de reservatórios e vetores de Leishmania em Divinópolis são escassos 

ou restritos a determinadas regiões do município (MARGONARI et al., 2010; 

MARGONARI et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013). 

Um fator muito importante para a compreensão da epidemiologia destas 

doenças é a identificação dos possíveis reservatórios silvestres e sinantrópicos 

envolvidos na transmissão da infecção em uma área endêmica. Este conhecimento 

associado ao estudo das espécies de vetores envolvidos na transmissão auxilia na 

compreensão e definição dos diferentes padrões epidemiológicos da doença no 

Brasil (SHAW, 2007).  

Apesar da necessidade de se conhecer estes reservatórios, poucos estudos 

avaliam o papel de animais silvestres e sinantrópicos em áreas endêmicas de 

transmissão, principalmente devido às dificuldades na captura destes animais e nas 

técnicas de isolamento do parasito empregadas. O fato de diversos autores 

considerarem o cão o principal responsável pela manutenção da LV no ambiente 

urbano e um possível envolvido na disseminação da LTA, resulta em um grande 

número de trabalhos voltados para a eliminação do cão soropositivo das áreas 

endêmicas, e os trabalhos relacionados à avaliação dos mamíferos silvestres e 

sinantrópicos são ignorados. 
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Apesar das dificuldades de se confirmar a presença de reservatórios 

silvestres de Leishmania, o presente trabalho investigou a distribuição e a infecção 

natural de pequenos mamíferos (roedores e marsupiais) silvestres e sinantrópicos 

com ocorrência na zona urbana do município de Divinópolis. A escolha de se 

capturar roedores e marsupiais se baseou em estudos anteriores que apontam 

espécies destes grupos como possíveis reservatórios de Leishmania sp.. 

(BRANDÃO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA FS et al., 2005; SCHALLIG et al., 2007; 

QUARESMA et al., 2011). 

A metodologia de campo padrão para captura de pequenos mamíferos 

empregada em nosso estudo se mostrou bastante efetiva (LACHER et al., 1989; 

PAGLIA et al., 1995). Ao final de seis campanhas (1 campanha de captura a cada 2 

meses) um total de 102 pequenos mamíferos foram capturados. O intervalo de dois 

meses entre cada campanha de captura possibilitou a reposição natural dos 

pequenos mamíferos nas trilhas de captura, fato confirmado devido ao número 

significativo de animais capturados nas ultimas campanhas de coleta. 

Dentre os pequenos mamíferos capturados, a espécie mais observada foi o 

Didelphis albiventris (44,11%), marsupial de relevante importância em focos de 

transmissão das Leishmanioses no Brasil. Além do fato desta espécie já ter sido 

encontrada naturalmente infectada por L. braziliensis (BRANDÃO-FILHO et al., 

2003; SHALLIG et al., 2007; FERREIRA et al., 2010; QUARESMA et al., 2011), L. 

guyanensis (ARIAS et al., 1981) e  L. infantum (SHERLOCK et al., 1984), este 

marsupial possui hábitos sinantrópicos,  o que pode favorecer  a  instalação dos 

parasitos que circulam no ciclo silvestre  de transmissão no ambiente urbano. 

O segundo pequeno mamífero mais amostrado foi o Necromys lasiurus 

(37,25%), um roedor terrestre, comum nos cerrados, caatinga e mata atlântica. Esta 

espécie já foi incriminada como possível reservatório de L. braziliensis no nordeste 

brasileiro após o parasito causador de LTA ter sido isolado de suas amostras 

clínicas (BRANDÃO-FILHO et al., 2003). A maioria dos espécimes de N. lasiurus foi 

capturada nas trilhas dispostas no Morro da Antena e na Mata do Sidil, que 

possuíam como característica comum estarem muito próximas de áreas habitadas e 

por possuírem um trecho de vegetação rasteira. Esta espécie também é conhecida 

por habitar regiões alteradas pelo homem, como plantações e capinzais, o que 
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também fortalece o seu papel na ligação entre o ciclo silvestre e urbano da LTA (MS, 

2002).  

 As outras espécies capturadas, porém em menor frequência foram: 

Cerradomys subflavus e Oligoryzomys sp. (4,9%), Micureus demarerae (2,94%), 

Mus musculus e Rattus novergicus (1,96%) e Rattus rattus e Gracilinanus agilis 

(0,98%). Existem poucos trabalhos relacionados à avaliação da infecção natural 

nestas espécies, porém, a infecção natural por Leishmania braziliensis já foi 

detectada em Mus musculus e Gracilinanus agilis no estado do Mato Grosso e 

Minas Gerais e DNA de Leishmania infantum já foi detectado nas amostras de 

Rattus novergicus e Rattus rattus também no estado de Minas Gerais (FERREIRA et 

al., 2010; MARCELINO et al., 2011; QUARESMA et al., 2011; FREITAS et al., 2012; 

LARA-SILVA et al., 2014).  

Do total de pequenos mamíferos capturados, 98% foram recolhidos em áreas 

silvestres incluídas dentro da zona urbana do município. Em todas as trilhas de 

captura dispostas pelo município foram capturados pequenos mamíferos , porém em 

duas áreas (Morro da Antena e Parque do Gafanhoto) foram capturados quase 70% 

dos animais. Uma destas áreas (Parque do Gafanhoto) é caracterizada como uma 

mata mais preservada, onde foi capturado um grande volume de marsupiais, 

enquanto que a outra área (Morro da Antena) possue característica de pastagem, 

uma área de transição para o ambiente urbano, onde observamos um maior número 

de roedores.  

Os pequenos mamíferos sinantrópicos têm como característica formarem 

colônias no ambiente silvestre, distante das áreas alteradas pelo homem, contudo 

em função das modificações ambientais decorrentes dos processos de urbanização 

e das mudanças ocasionadas nos ecossistemas naturais acabam por expandir suas 

colônias para estes ambientes modificados (MS, 2002). Algumas espécies, hoje, 

apresentam populações com elevado grau de sinantropia, como o Necromys 

lasiurus, e nesta situação aumenta-se o risco de transferência de agentes 

infecciosos dessas espécies para outros animais que vivem no ambiente urbano e 

consequentemente para o homem. 

Diferentes metodologias foram aplicadas na tentativa de detectar a infecção 

natural nos pequenos mamíferos capturados durante o estudo.  
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Inicialmente foi realizada a tentativa de se isolar o parasito de amostras 

clínicas destes animais utilizando meio de cultura NNN (Novy e Mc Nel, 1903; 

Nicolle, 1908) enriquecido com LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantidos em estufa à 

25º C ± 1ºC. Não foi possível isolar o parasito em nenhuma das amostras devido ao 

grande índice de contaminação dos meios de cultura por fungos e bactérias. 

As dificuldades relacionadas ao isolamento de parasitos em amostras de 

pequenos mamíferos já são conhecidas (ALVAR & BARKER, 2002; ADERIAN et al., 

2005). O isolamento do parasito, principalmente em amostras de pele, é uma técnica 

laboratorial que fortalece o papel do mamífero no ciclo de transmissão das 

leishmanioses, visto que confirma a presença do parasito na amostra clínica 

avaliada, porem as contaminações e o alto índice de insucesso no isolamento do 

parasito dificultam a aplicação desta metodologia. Este fato pode estar relacionado a 

diversos fatores, entre eles: a baixa carga parasitária em roedores silvestres, a baixa 

resistência do protozoário frente às grandes concentrações de antifúngico e ao alto 

índice de contaminação nas amostras clínicas oriundas destes animais. Portanto, 

buscar alternativas que favoreçam o sucesso do isolamento do parasito em 

pequenos mamíferos torna-se um alvo importante das futuras pesquisas que 

avaliam o papel dos mamíferos silvestres e sinantrópicos no ciclo de transmissão 

das leishmanioses.  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) também foi aplicada com o intuito 

de detectar DNA de Leishmania nas amostras clínicas provenientes dos pequenos 

mamíferos. Foram utilizados dois alvos o espaçador interno ITS1 e o gene hsp70 na 

detecção da infecção natural dos pequenos mamíferos. Todas as amostras positivas 

para os dois alvos foram submetidas a PCR-RFLP para a identificação da espécie 

responsável pela infecção. 

Em amostras de três pequenos mamíferos foi detectado o DNA de 

Leishmania utilizando os dois alvos ITS1 e hsp70. Um exemplar de Didelphis 

albiventris, capturado no Parque do Gafanhoto e um exemplar de Necromys 

lasiurus, capturado no Morro da Antena apresentaram padrão de digestão idêntico 

ao da cepa referência de L. braziliensis. Um exemplar de Rattus rattus, capturado na 

casa de número 3 no bairro Ipiranga, apresentou o mesmo padrão de Leishmania 

infantum. As espécies Didelphis albiventris e Necromys lasiurus já foram 
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incriminadas em alguns trabalhos como hospedeiros naturais de L. braziliensis 

(BRANDÃO-FILHO et al., 2003; SHALLIG et al., 2007; QUARESMA et al., 2011). 

Este achado confirma a ocorrência do ciclo silvestre no município de Divinópolis, da 

principal espécie causadora da LTA no Brasil. 

Dos três espécimes de pequenos mamíferos capturados nas residências, 

encontra-se um exemplar de Rattus rattus, vulgarmente conhecido como rato-preto 

ou rato de telhado, no qual foi identificada a infecção natural por Leishmania 

infantum. O Rattus rattus trata-se de um roedor de hábitos noturnos e comumente 

observado em habitações humanas, seja em áreas silvestres ou urbanas. Sua 

característica antropofílica o aponta como um importante fator no estabelecimento 

de diversos agravos humanos, mas seu papel no ciclo de transmissão de 

Leishmania ainda é pouco conhecido. Este roedor já foi observado naturalmente 

infectado por L. braziliensis em relatos anteriores (ALEXANDER et al., 1998; 

BRANDÃO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005) e também por Leishmania 

infantum(QUARESMA et al., 2011). 

As técnicas de PCR aplicadas na identificação da infecção natural de 

pequenos mamíferos empregadas no presente trabalho se mostraram úteis, tanto na 

caracterização da infecção natural quanto na identificação da espécie responsável 

pela infecção.  

A aplicação de estudos epidemiológicos voltados para a identificação da 

infecção natural em pequenos mamíferos é uma ferramenta imprescindível para a 

compreensão da circulação de Leishmania em áreas endêmicas de transmissão, 

principalmente em áreas endêmicas onde mais de uma espécie de Leishmania está 

presente.  

É importante deixar claro que alguns critérios devem ser levados em 

consideração para que um hospedeiro de Leishmania seja considerado um 

reservatório, entre eles: sobreposição na distribuição geográfica e temporal de 

vetores e hospedeiros; o tempo de vida do hospedeiro deve ser longo o suficiente 

para garantir a transmissão do parasito; prevalência da infecção deve ser alta entre 

a população deste hospedeiro; a carga parasitária deste hospedeiro deve ser alta na 

pele ou no sangue para permitir a fácil infecção do vetor; deve-se observar a 

presença da mesma espécie de Leishmania entre o possível reservatório e 
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hospedeiros humanos (SILVA et al., 2005). As relações dos possíveis reservatórios 

com os vetores também devem ser avaliadas, como: os hábitos de realizar repasto 

em humanos; sua distribuição do vetor pode ser diferente de um reservatório; suas 

preferências alimentares podem não incluir uma série de reservatórios; ou eles 

podem ser incapazes de desenvolver os parasitas (KILLICK-KENDRICK, 1999). Por 

isso, são necessários maiores estudos para confirmar o verdadeiro papel destes 

pequenos mamíferos como reservatórios das diferentes espécies de Leishmania e 

suas relações com as espécies vetoras que ocorrem na área estudada. 

O município de Divinópolis é uma área endêmica para LTA, e apesar do 

pequeno número de mamíferos encontrados naturalmente infectados por 

Leishmania, não podemos descartar a importância destes animais na manutenção 

do ciclo zoonótico da infecção, principalmente devido ao grande número de 

possíveis reservatórios capturados durante o estudo. As espécies Didelphis 

albiventris e Necromys lasiurus representaram mais de 81% do total de pequenos 

mamíferos capturados. Este fato é de extrema relevância, visto que ambos já foram 

incriminados como possíveis reservatórios de espécies dermotrópicas de 

Leishmania (BRANDÃO-FILHO et al., 2003). Ou seja, uma grande parcela dos 

pequenos mamíferos que habitam as áreas verdes incluídas dentro da zona urbana 

do município de Divinópolis são de espécies consideradas potenciais reservatórios 

de Leishmania. Esta informação associada à grande riqueza de espécies vetoras 

descrita por NASCIMENTO et al. (2013) no município de Divinópolis são fatores 

importantes para a manutenção do ciclo silvestre de Leishmania e 

consequentemente para a manutenção da endemia das leishmanioses no município. 

A análise integrada dos resultados obtidos neste estudo associada a outros 

estudos ainda em andamento na área poderão auxiliar na escolha de medidas de 

prevenção e controle mais eficientes para a realidade local, favorecendo a 

implementação de uma estratégia mais adequada no controle das leishmanioses na 

área. 
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6.2 Distribuição espacial dos casos humanos de LTA 

 

No Brasil, a LTA é uma doença com diversidade de agentes, de reservatórios 

e de vetores, representando diferentes padrões de transmissão e um conhecimento 

ainda limitado sobre alguns aspectos, o que torna seu controle complexo (MS, 

2007). No município de Divinópolis são comuns os relatos de casos humanos de 

LTA, porém não existem estudos que avaliam a distribuição da doença.  

A definição de área de risco para a ocorrência de LTA no Brasil é muito 

complexa, principalmente devido à dificuldade de se estratificar áreas prioritárias 

para a prevenção e o controle da doença. Muitos fatores podem influenciar nesta 

dificuldade de definição de áreas prioritárias, entre eles os problemas de se 

identificar a real localização onde ocorreu a infecção. Diversas situações devem ser 

avaliadas pelos serviços de vigilância em saúde, entre elas: o indivíduo infectado 

realmente adquiriu a doença em seu município de residência? Qual o verdadeiro 

local onde ocorreu a infecção, em seu ambiente de trabalho, residência ou outra 

localidade? Estas informações são primordiais para que a avaliação da distribuição 

espacial da doença seja eficiente. Para tal uma melhoria do sistema de notificação 

se faz necessária, principalmente a investigação epidemiológica do caso e o 

treinament adequado dos agentes de saúde, para que os dados obtidos pelos 

sistemas de notificação sejam mais confiáveis. 

A avaliação de aspectos epidemiológicos da LTA já foi aplicada em diversos 

estudos: BARRAL et al. (1999), determinaram a frequência de LTA e caracterizaram 

clinicamente um surto no povoado de Canoa, na Bahia; KAWA & SABROZA (2002) 

analisaram os determinantes históricos e espaciais da implantação, difusão e 

persistência da LTA na cidade do Rio de Janeiro, GONTIJO et al., 2002 avaliaram os 

aspectos clínicos e epidemiológicos da LTA na região do Vale do Rio Jequitinhonha 

em Minas Gerais,  além de NUNES et al. (2006), que verificaram fatores eco-

epidemiológicos implicados na manutenção da LTA em Varzelândia, Minas Gerais. 

Apesar de envolverem elementos epidemiológicos comuns, como a mesma família 

de insetos vetores, os possíveis reservatórios silvestres, sinantrópicos e domésticos, 

além da participação do humano no ciclo, cada região de estudo possue 

características únicas, que são as responsáveis pelas diferenças em frequência e 
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distribuição da doença e consequentemente associadas às dificuldades relacionadas 

ao controle da LTA. 

No presente trabalho avalliamos a distribuição espacial dos casos humanos 

notificados entre os anos de 2007 e 2013. O mapa de densidade de Kernel não foi 

utilizado para a avaliação da distribuição da LTA em Divinópolis, principalmente 

devido ao pequeno número de casos observados nos últimos anos, o que é um fator 

limitante para a produção do mapa. A ferramenta de distribuição direcional se 

mostrou mais útil na determinação da área com maior intensidade de transmissão o 

que pode contribuir na definição das estratégias de controle.  

No município de Divinópolis, o aglomerado formado pela distribuição espacial 

dos casos humanos de LTA abrangeu grande parte do município, devido ao fato dos 

casos humanos estarem dispersos por toda zona urbana do município. Como a 

ferramenta de distribuição direcional fornece a medida de dispersão espacial 

baseada na distribuição espacial de todos os casos observados, delimitando uma 

região com maior concentração de pontos que o esperado, informações inexatas 

sobre a real localidade onde ocorreu a infecção humana influenciariam menos no 

resultado final da elipse. 

É importante destacar a presença de mamíferos silvestres infectados por L. 

braziliensis em áreas de mata localizadas na zona urbana do município de 

Divinópolis. Além disso, em estudo realizado no mesmo período e local, 

NASCIMENTO et al. (2013)   observaram a presença de 15 espécies de 

flebotomíneos nas áreas verdes de captura e dentre elas as espécies Lutzomyia  

intermedia, Lu. neivai, Lu. migonei e Lu. whitmani  que estão relacionadas com a 

transmissão de L. braziliensis (KILLICK-KENDRICK, 1999; DE SOUZA et al., 2006; 

MARGONARI et al., 2006; MARCONDES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). A 

presença de possíveis reservatórios e vetores de Leishmania nas mesmas áreas de 

ocorrência é um forte indicativo da manutenção do ciclo silvestre, fator este que 

favoreceria a endemicidade da LTA em Divinópolis.  

Novos estudos relacionados à distribuição espacial da LTA no município de 

Divinópolis devem avaliar não somente a localização espacial dos casos humanos, 

mas também variáveis que podem influenciar no surgimento de novos casos, como 

a proximidade com áreas silvestres e a distribuição das principais espécies de 
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vetores. Além disso, os serviços de vigilância em saúde devem buscar, 

exaustivamente, identificar de maneira exata o local onde ocorreu a infecção 

humana, visto que esta informação é primordial para a determinação de áreas 

prioritárias e para a implementação de medidas preventivas. 

 

6.3 Estudo dos reservatórios domésticos e dos casos humanos de LV 

 

A LV é um grave problema de saúde pública em todo o território brasileiro e a 

expansão da mesma, principalmente em áreas urbanas de todo o país, demonstra a 

necessidade de se adequar as medidas de controle à realidade da área de 

ocorrência (SILVA et al., 2001; DANTAS-TORRES & BRANDÃO–FILHO, 2006).  

Apesar dos esforços empregados pelos órgãos de vigilância epidemiológica, o 

que tem sido observado é que a doença ainda continua em expansão (ROMERO & 

BOELAERT, 2010). Vários aspectos podem estar relacionados à ineficiência do 

Programa de Controle da LV no Brasil, porém, um dos mais destacados pelos 

estudiosos em epidemiologia é a dificuldade na destinação de recursos financeiros 

dos municípios ao programa de controle (OLIVEIRA et al., 2008).  

Diversos fatores estão associados ao processo de expansão da LV nos 

centros urbanos do Brasil, dentre eles as limitações na implementação das medidas 

de controle como: dificuldades operacionais e técnicas na eliminação de 

reservatórios, falhas na aplicação de medidas contra o vetor e o alto custo de 

aplicação das medidas de controle (OLIVEIRA et al., 2008). Estas falhas contribuem 

para a permanência de reservatórios e vetores nos centros urbanos, o que 

possibilita a manutenção e a expansão da doença nestas regiões.  

Os primeiros casos de LVC no município de Divinópolis foram identificados 

por nosso grupo em 2003 (dados não publicados), quando foi possível isolar e 

caracterizar o parasito (L. infantum) em cães da sociedade protetora dos animais. 

Segundo dados da Secretaria Municipal de Saúde, somente em 2007 foi notificado o 

primeiro caso de LV humana, e no período de 2007 a 2013 mais 15 casos foram 

registrados. Outro fator determinante para a circulação do parasito no município de 
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Divinópolis é a presença do principal vetor da forma visceral da doença. Em estudo 

recente, dezessete espécies de flebotomíneos foram coletadas na zona urbana do 

município de Divinópolis, o que representa alta riqueza de espécies quando 

comparado a outras áreas urbanas endêmicas para LV em Minas Gerais. Das 17 

espécies coletadas, sete são vetores comprovados ou suspeitos de Leishmania, 

sendo o principal vetor de L. infantum, a Lutzomyia longipalpis, a espécie mais 

abundante (NASCIMENTO et al., 2013).  

O surgimento de casos humanos de LV no município de Divinópolis, a 

distribuição da LVC e a presença do vetor na zona urbana comprovam o processo 

de urbanização da LV. As dificuldades do município em implementar um programa 

de controle  eficiente, a falta de treinamento dos agentes de saúde, a falta de 

recursos financeiros, além de outros fatores, tem favorecido a manutenção da 

doença e o surgimento de novos casos humanos e caninos ano após ano. 

Embora ainda seja controverso o significado do impacto da eliminação de 

cães soropositivos na ocorrência de LV humana, estudos epidemiológicos em 

centros urbanos concluíram que a LVC geralmente precede a doença humana.  

Além disso, a infecção canina tem sido apontada como fator primordial em todos os 

surtos registrados, e não há relato na literatura sobre a ocorrência de casos 

humanos de LV sem a presença de cães infectados (OLIVEIRA et al., 2008). 

Diversos estudos tem reforçado a associação entre a presença de LVC e a 

ocorrência de casos humanos. CAMARGO-NEVES et al. (2001) mostraram que altos 

índices de casos humanos são observados em áreas de alta prevalência de LVC. 

OLIVEIRA et al. (2001) analisando a distribuição espacial da LV na zona urbana de 

Belo Horizonte  apontou a existência de correlação entre casos de LVC  e casos 

humanos. A presença de cães infectados tem sido apontada como um fator de risco 

para a infecção humana em área urbana (ARAUJO et al, 2013). 

Estudos realizados em outros países também têm destacado a relação entre 

a LVC e a ocorrência de casos humanos de LV. No Iran o aumento na 

soropositividade de crianças para leishmaniose foi associado a regiões com maior 

concentração de cães soropositivos (GAVGANI, et al., 2002). No Uzbequistão a 

relação entre casos caninos e humanos também foi descrita por KOVALENKO et al. 

(2011). A maioria dos estudos epidemiológicos sustenta a hipótese de que o cão é o 
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principal reservatório de Leishmania infantum no ambiente urbano (GONTIJO & 

MELO, 2004; BELO et al., 2013).  

As ferramentas de geoprocessamento e análise espacial em saúde se 

tornaram um hábito comum entre os pesquisadores que trabalham com doenças 

transmissíveis no Brasil, dentre elas as leishmanioses (OLIVEIRA et al., 2001; 

WERNECK et al., 2002; DANTAS-TORRES & BRANDÃO-FILHO, 2006; MESTRE & 

FONTES, 2007; ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2013). A análise espacial 

permite visualizar as regiões de maior prevalência da doença e auxilia na 

identificação de fatores de risco associados. Desta forma, as técnicas de análise 

espacial permitem identificar as áreas prioritárias para o controle e, com base nestas 

informações, é possível aplicar medidas de vigilância mais direcionadas, reduzindo 

os custos aplicados no PCLV. Esta redução de custos justifica a aplicação da 

análise espacial no controle da LV, visto que a falta de recursos financeiros é um 

dos principais entraves para o desenvolvimento de políticas eficazes relacionadas ao 

PCLV no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al., 2008, OTRANTO & DANTAS-TORRES 

2013).  

Diversos trabalhos tem buscado caracterizar as áreas de ocorrência de LV em 

zonas urbanas, para que diferentes estratégias de controle sejam aplicadas em 

áreas de maior ou menor risco de transmissão. Em estudo recente, COSTA et al. 

(2013) descrevem a necessidade de se conhecer dentro das regiões endêmicas as 

áreas prioritárias para o controle da LV. Os autores afirmam que as medidas de 

controle podem ser aplicadas de acordo com a prevalência de cães infectados, 

sendo que nas áreas de maior prevalência canina a retirada de animais 

assintomáticos deve ser mais eficiente. COURA-VITAL, (2011) observou que a PCR 

possue maior acurácia que a sorologia na detecção da infecção de animais 

assintomáticos e que a aplicação desta técnica de biologia molecular em larga 

escala possibilitaria minimizar o número de cães falsos negativos encontrados na 

sorologia. .  

BARBOSA et al. (2013) utilizaram a distribuição espacial de casos humanos e 

caninos de LV para identificar áreas prioritárias para a implementação de medidas 

de controle em Terezina, Piauí, e mostraram que as áreas com maior número de 

cães infectados são de extrema relevância para a implementação de políticas de 
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vigilância e controle. ARAUJO et al. (2013) utilizou a análise espacial agregada a 

fatores de risco para determinar regiões com risco relativo mais elevado de  

ocorrência de LV na zona urbana do município de Belo Horizonte, Minas Gerias. 

Neste mesmo estudo o risco relativo de infecção humana apresentou correlação 

positiva com o número de cães infectados. Portanto, comprovar a dependência 

espacial entre a ocorrência de casos caninos e humanos torna-se uma ferramenta 

útil na avaliação epidemiológica do ciclo de transmissão da Leishmania infantum, 

visto que ao identificar as áreas de maior ocorrência de casos caninos, 

indiretamente estamos identificando as regiões com maior risco de ocorrência dos 

casos humanos. 

O estudo desenvolvido no município de Divinópolis constatou a dependência 

espacial entre a ocorrência de casos caninos e humanos de LV, através da função 

K12 de Ripley, sendo a LVC um fator importante para a ocorrência de casos 

humanos. A distribuição direcional fortalece esta informação, visto que a elipse 

formada para os casos humanos está incluída dentro da elipse referente aos casos 

caninos. Assim, com base em estudos anteriores e nos resultados obtidos neste 

estudo podemos afirmar que a análise da distribuição da LVC pode ser aplicada na 

identificação das áreas de maior risco para a ocorrência de casos humanos de LV 

em centros urbanos. Além disso, as ferramentas de análise espacial como 

densidade de Kernel e distribuição direcional mostraram-se eficazes na 

determinação de áreas prioritárias. Porém, devemos enfatizar que a eficiência da 

análise espacial da LVC, como ferramenta de controle da LV humana, aumenta à 

medida que os métodos de diagnóstico se tornam mais sensíveis, e capazes de 

identificar todos os animais infectados. Neste contexto a busca por animais 

assintomáticos seria muito importante, e a aplicação de metodologias de diagnóstico 

mais sensível auxiliaria na identificação das áreas de maior risco de LV. 

Com base nos mapas produzidos, a secretaria de vigilância em saúde de 

cada município pode direcionar as medidas de controle mais intensas para as áreas 

de alta densidade de LVC, como a aplicação de inquéritos caninos censitários, 

ações de combate ao vetor como aplicação de inseticida e programas de manejo 

ambiental, além de programas de educação em saúde. Nas áreas de menor 

densidade de cães infectados ou onde a LVC ainda não se instalou as medidas de 
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controle podem ser mais relacionadas à vigilância epidemiológica, como a aplicação 

de inquéritos caninos amostrais e programas de educação em saúde. 

Sendo assim, destacamos a funcionalidade da aplicação da análise espacial 

como ferramenta no direcionamento dos programas de controle municipais da LV. 

Mapas de densidade, como Kernel, e a distribuição direcional, quando aplicados 

sobre a distribuição espacial dos casos de LVC, permitem reconhecer áreas com 

maior densidade de animais infectados e consequentemente com maior risco de 

surgimento de casos humanos, favorecendo o direcionamento dos programas de 

controle e permitindo que os recursos financeiros sejam aplicados de maneira mais 

eficaz.
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7 CONCLUSÕES 

 

Considerando o caráter zoonótico das leishmanioses no Novo Mundo a 

observação de pequenos mamíferos naturalmente infectados por Leishmania 

braziliensis e Leishmania infantum confirma a ocorrência do ciclo de transmissão 

destes parasitos no município de Divinópolis.  

A presença de reservatórios domésticos infectados por L. infantum e o 

registro de casos humanos autóctones a partir de 2007 confirma a urbanização da 

leishmaniose visceral em Divinópolis. 

A sobreposição das elipses formadas  a partir dos dados de distribuição 

direcional da LVC e dos casos humanos de LV em uma área densamente habitada 

do município alerta para o risco de transmissão da Leishmania infantum. 

A  aplicação da Função bivariada K12 de Ripley verificou  a dependência 

espacial positiva entre os casos de LVC e LV humanos na área estudada. 

A observação da dependência espacial entre os casos de LVC e LVH  sugere 

que áreas com alta prevalência de cães infectados por L. infantumdevem ser 

consideradas prioritárias para a implementação de medidas de controle. 

A combinação de diferentes abordagens de análise espacial  se mostraram 

efetivas na identificação de áreas prioritárias para a aplicação de medidas de 

controle para a LV. 
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8 ANEXOS 

8.1 Anexo 01 - CEPEA CERTIFICADO COMISSÃO DE ÉTICA EM PESQUISAS 

ENVOLVENDO ANIMAIS PROTOCOLO:35/2010 DATA DE EMISSÃO:13/08/2010 
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8.2 Anexo 02 - MMA/IBAMA/SISBIO LICENÇA PERMANENTE PARA COLETA 

DE MATERIAL ZOOLÓGICO N.o 12989-1 DATA DE EMISSÃO: 21/11/2007 17:46 
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8.3 Anexo 03 - TABELA DE NÚMEROS ALEATÓRIOS MANUAL DE 

VIGILÂNCIA E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL 
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8.4 Anexo 04 - ARTIGO PUBLICADO: RAFAEL G TEIXEIRA-NETO, EDUARDO 

S SILVA, RENATA A NASCIMENTO, CLÁUDIA L OLIVEIRA, VINÍCIUS S BELO, 

LETÍCIA C PINHEIRO AND CÉLIA MF GONTIJO. CANINE VISCERAL 

LEISHMANIASIS IN NA URBAN SETTING OF SOUTHEASTERN BRAZIL: AN 

ECOLOGICAL STUDY INVOLVING SPATIAL ANALYSIS. PARASITES & 

VECTORS.7:485, 2014. 
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8.5 Anexo 05 - ARTIGO PUBLICADO: NASCIMENTO, B.W.; SARAIVA, L.; 

TEIXEIRA-NETO, R.G.; MEIRA, P.C.; SANGUINETTE, C.C.; TONELLI, G.B.; 

BOTELHO, H.A.; BELO, V.S.; SILVA, E.S.; GONTIJO, C.M.; FILHO, J.D. STUDY 

OF SAND FLIES (DIPTERA: PSYCHODIDADE) IN VISCERAL AND CUTANEOUS 

LEISHMANIASIS AREAS IN CENTRAL WESTERN OF MINAS GERAIS STATE – 

BRAZIL. ACTA TROPICA. 125:P.262-268, 2013. 
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