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Resumo

Este trabalho buscou avaliar a eficiéncia do teste rapido SandFly em campo, tendo a
PCR como padrdo ouro. As coletas e a realizacdo dos testes se deram na Ilha da
Marambaia, Estado do Rio de Janeiro, que possui registros de LTA em humanos e LVC.
As capturas de flebotomineos ocorreram utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC,
que funcionaram entre 19:00 hr e 7:00 hr da manha seguinte, durante 2 meses
consecutivos, Setembro ¢ Outubro de 2014, totalizando 8 coletas em 5 areas distintas.
No total, foram coletados 1505 espécimes de flebotomineos. Para o diagndstico de
infeccdo, as fémeas de cada coleta foram escolhidas ao acaso e separadas em pools de
dez; cada pool foi macerado com o tampao de lise e metade de cada amostra foi
utilizada nos testes; a outra metade foi encaminhada para realizagdo da PCR. O restante
dos flebotomineos foi encaminhado para identificacdo de espécies. Nos TRs, 4
resultados foram positivos, 1 em Setembro (amostra A13) e 3 em Outubro (B11, B13 e
B14) nos 49 pools analisados, todos sendo fracos. O diagnodstico pela PCR revelou
infec¢do natural por Leishmania em flebotomineos de 3 éareas na Ilha de Marambaia:
Praia Grande, Praia de Sdo José e Praia da Cutuca: 7 resultados positivos (A13, Al7,
A18,A19,A22, A23 ¢ A24) nas 29 amostras de Setembro e 7 resultados positivos (B0O1,
B02, B0OS5, B06, B09, B13 ¢ B17) nas 19 amostras com fémeas de Outubro, totalizando
14 resultados positivos. Comparando ao padrdo ouro, dos 49 testes realizados: 2
revelaram ser verdadeiros positivos, 33 verdadeiros negativos, 2 falsos positivos ¢ 12
falsos negativos. Calculos foram feitos para avaliar a eficiéncia do TR comparado a
PCR: a sensibilidade relativa encontrada foi de 14% e a especificidade relativa de
94,2%. O Valor Preditivo Positivo encontrado foi VPP= 0,50 enquanto o Valor Preditivo
Negativo foi VPN= 0,73; a acurécia foi 0,71. Para verificar a concordancia entre os
testes diagnosticos foi utilizado o indice de concordancia de Kappa. Esta concordancia
foi considerada fraca, com o valor de k= 0,1091. Concluiu-se que apesar do teste rapido
SandFly possuir boa especificidade, a sensibilidade deve ser melhorada. Para identificar
as espécies de flebotomineos foi utilizada a nomenclatura de Galati (2003); dentre essas,
6 espécies foram identificadas Nyssomyia intermedia, Migoneimyia migonei, Pintomyia
fischeri, Evandromyia edwardsi, Brumptomyia sp. € Micropygomyia capixaba. Cabe
ressaltar que as taxas de infeccdo encontradas foram altas e carecem de mais
investigacoes. A taxa minima de infeccdo referente aos dois meses foi de 2,9% e a taxa
minima de infec¢do em Praia Grande nos dois meses foi de 3,5%. A melhora da
sensibilidade do teste rapido e sua validacdo de campo apontam para um avango

significativo na luta contra as Leishmanioses.

Palavras-chaves: teste rapido, flebotomineos, leishmaniose.
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Abstract

This study aimed to evaluate the efficiency of the Sandfly rapid test in the field
considering the PCR as the gold standard. The collections and the tests were performed
in Marambaia Island (State of Rio de Janeiro) that has records of Tegumentar
Leishmaniasis in humans and Visceral Leishmaniasis in dogs. The collections were
performed using CDC light traps from 7 pm to 7 am, for 2 consecutive months -
September and October 2014, totaling 8 collections in 5 different areas. A total of 1505
sandflies were collected. Females of each collection were chosen at random and stored
in labeled pools of 10 specimens. Each pool was macerated with lysis buffer solution
and half of each sample was used in the tests; the other half of the samples was referred
for evaluation of infection by Leishmania spp. through PCR. The remaining sandflies
were sent for species identification. 4 rapid test results were positive - 1 September
(sample A13) and 3 October (B11, B13 and B14) in the 49 analyzed pools and all were
weak. Diagnosis by PCR revealed Leishmania natural infection in 3 areas in Marambaia
Island: Praia Grande, Praia de Sao José and Praia da Cutuca. It was 7 positive results
(A13, A17, A18, A19, A22, A23 and A24) in 29 samples of September and 7 positive
results (BO1, B02, B05, B06, B09, B13 and B17) in 19 samples with October females,
totaling 14 positive results. Considering PCR as the gold standard, 2 rapid tests results
were evaluated as true positives, 33 as true negative, 2 as false positives and 12 as false
negatives. Some calculations were performed to evaluate the rapid test efficiency
compared to PCR. The relative sensitivity was 14% and the relative specificity was
94.2%. The Positive Predictive Value was PPV = 0.50 while the Negative Predictive
Value was 0.73. The accuracy was 0.71. The Kappa agreement index was used to verify
the correlation between the diagnostic tests, that was considered weak, with the value
of k =0.1091. It was concluded that despite the Sandfly rapid test has a good specificity
the sensitivity needs to be improved. 6 species of sandflies were identified: Nyssomyia
intermedia, Migoneimyia migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi,
Brumptomyia sp. and Micropygomyia capixaba. It 1s noteworthy that infection rates
found were high and require more investigation. The minimum infection rate of the two
months was 2.9% and the minimum rate of infection in Praia Grande within two months
was 3.5%. The improvement of the rapid test sensitivity and its field validation points to

a significant advance in the fight against Leishmaniasis.

Key-words: rapid test, sandflies, leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo protozooses infecciosas € ndo contagiosas que podem
manifestar-se nas Américas sob as formas de Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), que acomete pele e mucosas - também conhecida como Leishmaniose Cutaneo-
mucosa ou Muco-cutanea, ¢ de Leishmaniose Visceral Americana (LVA), em que os
parasitos migram para Orgdos viscerais como figado, bago e medula dssea. Se deixado
sem tratamento, a LVA quase sempre resulta na morte e a LTA ¢ capaz de causar lesdes
desfigurantes ' e mesmo levar ao 6bito devido a ocorréncia de infec¢des secundarias 2.

Sdo provocadas pelas leishmanias, protozoarios parasitos tripanosomatideos do
género Leishmania, unicelulares com fases flageladas (promastigota) e sem flagelo
aparente (amastigota). No Brasil, as espécies comuns sdo: Leishmania (L.) infantum
(responsavel pela LVA), Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.
(Leishmania) amazonensis (leishmanias responsaveis pela LTA) *. No Rio de Janeiro, as
espécies comuns sdo a Leishmania (Viannia) braziliensis e a Leishmania (L.) infantum.

Os principais vetores das Leishmanioses sao os flebotomineos, Dipteros da
Familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, do género Phlebotomus no Velho
Mundo e do género Lutzomyia (revisado por LAINSON & SHAW, 1987, 1992, 1998) *
> ® no Novo Mundo. As fémeas, que sdo mais ativas durante o periodo noturno e
apresentam habitos hematofagos, transmitem os parasitos durante o repasto sanguineo
(Figura 3) 7.

Animais silvestres, domésticos € humanos atuam como hospedeiros.

As Leishmanioses apresentam ampla distribuigdo geografica, estando presentes
em 98 paises e 3 territorios dos 5 continentes, em sua maioria, paises mais pobres
pertencentes a América, Africa, Europa e Asia®,

Sao doencas negligenciadas e emergentes — a LVA ¢ considerada no Brasil uma
“doenca negligenciada de categoria 3, pois o campo da saude publica ndo possui
ferramentas efetivas para o controle avangado” - que atinge “principalmente populacdes
de baixa renda, sendo considerada emergente devido a sua urbanizagdo e a co-infec¢ao
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)” °. Casos de co-infeccdo de leishmania
e HIV estdo presentes em 35 paises 10

As Leishmanioses atingem pessoas de diferentes faixas etarias, sendo as criangas
mais suscetiveis devido ao estado de relativa imaturidade imunoldgica celular, uma vez

que a imunidade duradoura se desenvolve com a idade. A suscetibilidade ¢ agravada
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pela desnutricdo, que ¢ comum em algumas areas endémicas, além de uma maior
exposicao ao vetor no peridomicilio.

O diagnostico humano ¢ feito através de diversas técnicas, abrangendo métodos
parasitoldgicos, soroldgicos e moleculares, além do diagnostico clinico.

Em 1909, a confirmag¢ao de formas de leishmania em lesdes cutdneas ¢ muco-
cutaneas ocorreu no Brasil, quando Lindenberg encontrou parasitos em individuos que
trabalhavam na constru¢do de rodovias no interior de Sdo Paulo, em 4reas de
desmatamento .

O primeiro relato de LVA no Brasil aconteceu em 1934, quando foram encontradas
formas amastigotas de leishmania em cortes histologicos de figado de pessoas que
morreram com suspeita de febre amarela '*; 20 anos passados, registrou-se o primeiro
surto da doenga, na cidade de Sobral, no Ceara. Na época, esta doenca era detectada
principalmente em ambientes rurais .

Entre 1985 e 2003 houve um aumento do numero de casos de Leishmanioses e
ampliagdo de sua ocorréncia geografica. A LTA ¢ encontrada atualmente em todos os
Estados brasileiros, sob diferentes perfis epidemiologicos; ja a LVA possui registro de
notificacdo de infeccdo humana em 25 Unidades Federativas atualmente, segundo dados
do Sinan, 2013 (Mapa 1).

O perfil das Leishmanioses no Brasil foi se modificando com o tempo. Havia
primeiramente um perfil ocupacional, em que os trabalhadores oriundos de diversas
partes do pais se agregavam para desmatar determinadas areas e erguer construgdes
como rodovias e usinas; ao penetrar na mata e desmatar, causavam um desequilibrio
ecologico e interferiam diretamente no ciclo original do parasito na area, culminando
em surto de infec¢do. Em seguida o perfil passou a ser domiciliar rural, em que os
moradores proximos a mata e mais expostos no peridomicilio, como as criangas, se
infectavam com maior frequéncia. Recentemente no Brasil, as Leishmanioses atingem
ndo apenas areas rurais desmatadas e regides periurbanas, como também 4reas urbanas
de alguns estados, como Belo Horizonte, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro *.

As medidas existentes para o controle destas protozooses sdo: o tratamento médico
humano, que utiliza principalmente como medicamentos os antimoniais pentavalentes, a
vacinacao canina (LVA), o uso de repelentes em caninos € humanos, a telagem das casas
e uso de mosquiteiros, campanhas educativas e aspersoes de inseticidas de agao residual
(LVA). Este ultimo ¢ apenas direcionado para a forma adulta do vetor, pois ainda sdo

insuficientes os dados relacionados aos potenciais criadouros naturais de flebotomineos



no Novo Mundo. O exterminio de cdes sintomaticos ¢ ineficiente enquanto medida e
seu tratamento ainda ¢ controverso.

Devido a sua ampla distribuicdo mundial e as suas graves manifestagdes, a
Organiza¢do Mundial de Saude incluiu as Leishmanioses entre as seis mais importantes
endemias do mundo '+ '°.

E necessario que haja vigilancia e monitoramento nas unidades territoriais
definidas como 4reas de producdo das Leishmanioses, assim como de suas
caracteristicas ambientais, sociais e economicas, voltando as acdes para o diagnostico
precoce, tratamento adequado dos casos detectados e estratégias adequadas de
prevencdo e controle .

Apesar das medidas de controle tomadas, as Leishmanioses seguem atualmente
em ampla expansdo geografica (Mapa 1), sendo necessario o conhecimento sobre a
infeccdo da fauna flebotominica pelo agente etiologico das Leishmanioses para o

monitoramento das areas potencialmente produtoras destas doencas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biologia Geral dos Flebotomineos do Brasil

Classificacao Taxonomica dos Flebotomineos:
Reino: Animalia Linnaeus, 1758

Filo: Arthropoda Latreille, 1829

Classe: Insecta Linnaeus, 1758

Ordem: Diptera Linnaeus, 1758

Subordem: Nematocera Scopoli, 1786

Familia: Psychodidae Newman, 1834
Subfamilia: Phlebotominae Rondani, 1840

Os flebotomineos sdo conhecidos no Brasil como cangalha, cangalhinha,
mosquito-palha, birigui, tatuira, dentre outros nomes, e sdo vetores das Leishmanioses
(Figura 1).

As Leishmanioses sao doengas que ja existiam desde tempos pré-historicos e que
existem ainda hoje em grande parte do mundo. Os primeiros registros da subfamilia

Phlebotominae datam do Cretaceo Inferior .

Tha Virtual Fossil Museum
www . fosslimuseum.net

Figura 1. Féssil de flebotomineo em dmbar.
Fonte: http://www.fossilmuseum.net/EdResources/ Amber-Images.htm



Nao existem estudos no Novo Mundo que comprovem de forma eficaz criadouros
naturais de flebotomineos. Segundo estudos realizados em laboratério com criagdes de
flebotomineos, estes insetos ndo realizam postura em ambiente aquatico; seus ovos sao
colocados em ambientes sombreados e ricos em matéria organica e suas formas
imaturas se desenvolvem em locais ricos em matéria organica em decomposicao, tendo
residuos organicos por substrato, principalmente de natureza vegetal. Ocorrem quatro
estagios larvais, havendo pouquissima diferenca de tamanho entre elas; as larvas de

flebotomineos ndo resistem a dessecagdo nem a variados periodos de umidade .

Flebotomineo adulto

Figura 2. Estagios do flebotomineo.

Ap6s a saida da pupa, o flebotomineo mede de 1 a 3 mm (Figura 2). Fémeas e
machos alimentam-se de sucos vegetais mais ou menos ricos em substancias
acucaradas. As fémeas sao hematdfagas. Possuem hdbito crepuscular ou noturno,
embora atualmente algumas espécies sejam encontradas mesmo durante o dia. Ha
diversos fatores que influenciam a saida de seus abrigos, sendo de maior importancia as

o~ ey : 7
condicdes climaticas do ambiente .
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A subfamilia Phlebotominae inclui seis géneros: Phlebotomus, Sergentomyia e

Chinius no Velho Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo '*.
2.2. Vetor

Mais de vinte espécies de leishméanias sao agentes causadores das Leishmanioses
1 ¢ cerca de 30 espécies de flebotomineos sdo vetores comprovados ou suspeitos na
transmissdo de leishmanias no mundo, apesar de existirem aproximadamente 1000
espécies ja descritas '°. Nas Américas sdo conhecidas mais de 400 espécies de
flebotomineos pertencentes ao género Lutzomyia (revisado por LAINSON & SHAW,

1987 %,1992°, 1998 ©) ',

Figura 3. Foto de Lutzomyia sp. realizando repasto sanguineo
(medem cerca de 1 a 3 mm de comprimento).
Fonte: www.fiocruz.br/ccs/especiais/paleo/leishmaniose_fer.jpg

No Brasil, as principais espécies de flebotomineos envolvidas na transmissdo da
LTA sao: Nyssomyia intermedia, Migonemyia migonei, Nyssomyia whitmani,
Bichromomyia flaviscutellata, Nyssomyia umbratilis e Psychodopygus wellcomei !

Quanto a LVA, existem no Brasil duas espécies relacionadas a sua transmissdo:
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, Lutzomyia longipalpis ¢ considerada a
principal espécie vetora da L. (L.) infantum no Brasil e, mais recentemente, L. cruzi foi

incriminada como vetora no Estado de Mato Grosso do Sul > “°. No Brasil, a

distribuigdo geografica de Lu. longipalpis é ampla e parece estar em expansio .



2.3. O Parasito do Género Leishmania
Classificacao Taxonomica das Leishmanias:

Reino: Protista Haekel, 1886

Subreino: Protozoa Goldfuss,1817

Filo: Sarcomastigophora Honiberg & Balamuth, 1963
Subfilo: Mastigophora Diesing, 1866

Classe: Zoomastigophorea Calkins, 1909

Ordem: Kinetoplastida VickKerman,1976

Subordem: Trypanosomatina Kent, 1880

Familia: Trypanosomatidae Doflein, 1901

Género: Leishmania Ross, 1903

Subgéneros: Leishmania Ross, 1903 e Viannia Lainson & Shaw, 1987

Os agentes etiologicos das Leishmanioses sdo os protozoarios tripanosomatideos
do género Leishmania 22 que pertencem ao sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora,
ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, todos com graus variaveis de
especificidade pelo hospedeiro invertebrado ». Sdo organismos unicelulares contendo
uma organela especializada denominada cinetoplasto e possuem ciclo digenético, ou
seja, que requer a participacdo de mais de um hospedeiro para completar o ciclo
bioldgico (um vertebrado - como, por exemplo, roedores, marsupiais, canideos e
primatas — e outro invertebrado — o flebotomineo). Humanos podem ser considerados
hospedeiros acidentais, sendo dispensaveis no ciclo do parasito **.

Estes protozoarios apresentam duas formas morfologicas distintas durante seu
ciclo: amastigota e promastigota (Figuras 4 e 5). As leishméanias sdo encontradas no
tubo digestivo dos flebotomineos (fémeas) em sua forma promastigota (flagelada) e sao
parasitas intracelulares obrigatérios das células do Sistema Fagocitico Mononuclear
(SFM) dos vertebrados na sua forma amastigota (forma oval ou esférica, sem flagelo
aparente).

Nos hospedeiros vertebrados destes protozodrios, pertencentes a varias ordens e
espécies, os parasitos assumem a forma amastigota, arredondada e imdvel, que se
multiplica obrigatoriamente dentro de células do SFM e na medida em que as formas
amastigotas vao se multiplicando, os macrofagos se rompem, liberando parasitos que

sao fagocitados por outros macrofagos.
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Ao realizarem o repasto sanguineo a partir de individuos portadores de alguma

espécie de leishmania, os flebotomineos ingerem células do sangue contendo parasitos.

.
u
"a .
0.‘.. :
e
'.‘ .* '
L)
5. Sk
|
La
- .. .
._A .

Figura 4. Amastigota (medem cerca de 2 a 6 pm de didmetro).
Fonte: http://www4.ensp.fiocruz.br/Leishmaniose/lt/definicoes/
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Figura 5. Promastigota (medem cerca de 15 a 30 pm
de comprimento por 2 a 3 pum de didmetro).
Fonte: http://www4.ensp.fiocruz.br/Leishmaniose/lt/definicoes/

Atualmente sdo conhecidas cerca de trinta espécies de leishménia que infectam
mamiferos, agrupadas e classificadas em dois subgéneros: o subgénero L. (Leishmania)
e L. (Viannia)** (Gréfico 1). De acordo com esta classificacdo, as espécies pertencentes
ao subgénero Leishmania desenvolvem-se de forma exclusiva na por¢do média e
anterior do intestino (secdo Suprapilaria), enquanto as espécies do subgénero Viannia
desenvolvem-se nas partes anterior ¢ média, assim como no intestino posterior na regiao

do piloro (segdo Peripilaria) dos flebotomineos *°. Esta classificacdo se mantém e &
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27

corroborada pela analise de caracteres intrinsecos como isoenzimas ~', analise da

seqiiéncia do gene de mini-exon **, andlise dos perfis de restricdio (RFLP) dos

29, 30 .
%30 ¢ mais

espacadores internos do gene ribossdmico sub-unidade menor (SSU rRNA)
recentemente, através da andlise de curvas de dissociagdo térmica por PCR em tempo
real, utilizando como alvo a regido conservada dos minicirculos de kDNA *'. Os

. s A . . 32,33
parasitos de répteis foram agrupados em um novo género: Sauroleishmania >~ .

Estudos baseados em aspectos bioquimicos e moleculares apontam claras relagdes
filogenéticas entre tripanosomatideos do género Endotrypanum, que parasitam hemacias
de preguicas (Bradypodidae ou Megalonychidae) na forma tripomastigota ou
epimastigota, mas desenvolvem-se nos flebotomineos € em culturas in vitro como
promastigotas, ¢ algumas espécies de Leishmanias que tinham classificacdo incerta,
sugerindo a criacdo de duas linhagens genéticas distintas, as “Sec¢des” Euleishmania ¢
Paraleishmania. A primeira compreende os subgéneros Leishmania e Viannia; a
segunda abriga o género Endotrypanum e L. herreri, L. deanei, L. hertigi, L.

. .. 30,34,35
equatorensis e L. colombiensis .



Grafico 1. Taxonomia do género Leishmania (WHO, 2010) %,
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Ciclo de Vida das Leishmanias:

1) As fémeas de flebotomineos ingerem sangue ou linfa intersticial com
macrofagos com as formas amastigotas ao realizarem repasto sanguineo em animais
vertebrados hospedeiros de leishmanias infectados.

2) No tubo digestivo destes insetos, os macrofagos sao lisados, permitindo assim
o acesso dos parasitos ao ambiente extracelular; envolvidas pela membrana peritrofica
produzida pelo tecido epitelial do intestino médio do flebotomineo, as amastigotas
dividem-se a0 menos uma vez antes de transformarem-se em promastigotas;

3) As formas reprodutivas nao infectantes prendem-se a parede do tubo digestivo
apds atravessarem a matriz peritréfica (tanto o ndo escape da matriz quanto a nao
adesdo a parede do epitélio fazem com que os parasitos sejam eliminados ao fim da
digestdo do sangue), onde sofrem o ataque das enzimas digestivas. E entdo
desencadeada uma metaciclogénese, processo no qual estas formas deixam de se
reproduzir e tornam-se infectantes, ocorrendo a transformagao nas formas promastigotas
metaciclicas (formas infectivas). Durante a metaciclogénese, as promastigotas sofrem
modificagdes bioquimicas em sua superficie e perdem sua capacidade de adesdo ao
epitélio do intestino médio dos flebotomineos. Estas formas promastigotas metaciclicas,
entdo, migram para a faringe e cavidade bucal - sdo encontradas livres ou aderidas na
porcao anterior do aparelho bucal (proventriculo e faringe) do inseto - de onde elas sdo
transmitidas ao hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto sanguineo.

4) As formas promastigotas metaciclicas se concentram na regido da valvula
estomodeal (cardia) promovendo sua destrui¢do, que acontece devido a degradacao de
uma camada de quitina que reveste esta porcao do intestino do inseto através da
liberagdo de quitinase, produzida pelo proprio parasito *°. A destrui¢do da valvula faz
com que o flebotomineo regurgite no local da picada, ao realizar o repasto sanguineo no
animal vertebrado, o conteudo intestinal da porcao anterior do tubo digestivo (cardia e
proboscide) com as promastigotas metaciclicas, podendo infectar o hospedeiro
vertebrado. Estas formas flageladas sdo fagocitadas inicialmente por neutrofilos e
cosindfilos e depois por macrofagos e células dendriticas *+ %,

5) Dentro dos vacuolos dos macréfagos, as formas promastigotas diferenciam-se
em amastigotas e multiplicam-se por divisao binaria.

6) O nucleo do macrofago chega a deslocar-se do centro para dar lugar ao

vacuolo com as formas amastigotas, esgotando-se sua resisténcia e levando ao seu
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rompimento; as amastigotas liberadas devido ao rompimento dos macrofagos sao
fagocitadas por outros macrofagos.

O ciclo continua quando flebotomineos realizam repasto sanguineo em animais

vertebrados portadores de leishméanias e sdo infectados, transmitindo-as a novos
hospedeiros vertebrados (Figura 6).

Observagao: Quanto a LVA, os parasitos multiplicam-se nos macrdéfagos da pele,
alcangando depois as células SFM dos 6rgdos internos, principalmente bago, figado e
medula 6ssea. Quanto a forma da LTA difusa, as leishmanias sdo disseminadas pelas

vias linfatica ou hematogénica, causando multiplas lesdes nodulares nao ulceradas.

4.4

Animal silvestre infectado
com leishmania.

4. As promastigotas penetram nos
macréfagos circulantes e

, multiplicam-se como amastigotas.
|

1

\

1. O vetor ingere macréfagos

infectados durante o repasto

sanguineo. Animal doméstico.
- /
/
; B B /
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= . g, COEH \ 3. Este mesmo flebotomineo
\‘V 1
2. No intestino do flebotomineo, as
amastigotas sio liberadas e

infecta o hospedeiro vertebrado
Jﬁ com promastigotas ao se
g\
multiplicam-se como promastigotas. -

alimentar de seu sangue.

Figura 6. Exemplo simplificado de ciclo de leishmania.
Adaptado com imagens de: Ministério da Saude, 2013 ' Andrade et al, 2006 *; Gabriel Amorin.
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2.4. Leishmanioses no Brasil

A descoberta dos agentes etioldgicos das Leishmanioses se deu no final do século
XIX na India, quando Cunningham, em 1885 descreveu formas amastigotas em casos
de Calazar. Em 1898, o pesquisador russo Borovisky demonstrou ser um protozoario o
agente etiologico do Botdo do Oriente. Em 1903, Leishman e Donovan realizaram as
primeiras descrigdes do protozodario responsavel pelo Calazar indiano, denominado mais
tarde de Leishmania donovani. Posteriormente, diferentes relatos demonstraram que o
Calazar ndo ocorria somente na India.

No continente americano, especificamente no Brasil, a confirmacao de formas de
leishmanias em lesdes cutdneas e muco-cutaneas ocorreu em 1909, quando Lindenberg
encontrou parasitos em individuos que trabalhavam na construgdo de rodovias, em areas
de desmatamentos, no interior de Sao Paulo. A correlacdo de varias doengas que
criavam lesdes (LTA) com um protozoario do género Leishmania foi estabelecida por
Gaspar Vianna, em 1909, no Instituto Oswaldo Cruz, que lhe deu o nome de Leishmania
braziliensis. Em 1922, Aragio ** demonstrou pela primeira vez o papel do flebotomineo
na transmissdo da LTA. Forattini (1958) *' encontrou roedores silvestres parasitados em
areas florestais do Estado de S3o Paulo *.

No Brasil, o primeiro registro de caso de LVA ocorreu em 1913, quando Migone,
no Paraguai, descreveu o caso em material de necropsia de paciente oriundo de Boa
Esperan¢a, Mato Grosso . 0s primeiros relatos desta doenca foram feitos por Penna
em 1934, Chagas em 1936 e Cunha e Chagas em 1937, onde num estudo realizado para
o diagnostico e distribui¢do da febre amarela no Brasil, foram encontrados 41 casos
positivos para leishmania em individuos oriundos das regides Norte e Nordeste ' - na
época tal doenca era detectada principalmente em ambientes rurais.

Na década de 1980, houve uma expansdo para areas urbanas. A partir da década de
90, foi detectada a presenca de casos autoctones em 19 dos 27 estados brasileiros,
demonstrando sua ampla expansdo, incluindo a notificacio de casos em regides
litoraneas, préximas a centros urbanos, € mesmo a sua disseminagdo em areas urbanas
de grandes cidades brasileiras, como nos estados do Para e Tocantins na Regido Norte,
Mato Grosso do Sul na Regido Centro-oeste ¢ Minas gerais ¢ Sao Paulo na Regido
Sudeste. Em 2003, j& haviam sido confirmados casos autoctones de LTA em todos os
estados brasileiros e atualmente a LVA possui registro de infec¢do humana em 25

Unidades Federativas (Mapas 1 e 2; Grafico 2) **.



14

Numero de Casos Confirmados de Leishmaniose Visceral Notificados nos Anos de 2010 a 2013
por Unidade Federativa de Infeccdo.

3.701 Casos

j/.l
2012 N 2013
3.392 Casos 3.470 Casos

- Mais de 300 Casos
. Entre 100 e 300 Casos
D Menos de 100 Casos
D Sem Casos

Mapa 1. Mapas elaborados a partir de dados do Sinan, 2013.



Nuamero de Casos Confirmados de Leishmaniose Visceral Notificados
nos Anos de 2010 a 2013 por Unidade Federativa de Infeccio.
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Grifico 2. Gréfico elaborado a partir de dados do Sinan, 2013.

Numero de Casos Confirmados de Leishmaniose Visceral Notificados
em 2013 por Unidade Federativa de Infeccao.
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Mapa 2. Mapa elaborado a partir de dados do Sinan, 2013.
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A Leishmaniose com manifestagdo com lesdes cutdneas ¢ mais amplamente
distribuida pelo mundo, sendo cerca de 90% dos casos humanos sdo encontrados nas
Américas, Bacia do Mediterraneo e na regido da Asia ocidental do Oriente Médio até a
Asia Central; a maioria dos casos encontra-se em seis paises — Brasil, Algéria,
Afeganistdao, Paquistdo, Colombia, Ira, Siria, Arabia Saudita e Peru. Quase 90% dos
casos de Leishmaniose com manifestagdo com lesdes muco-cutaneas ocorrem em trés
paises da América do Sul — Brasil, Bolivia e Peru. Mais de 90% dos casos de
Leishmaniose Visceral sdo registrados em seis paises — Bangladesh, Brasil, Etiopia,
India, Suddo do Sul e Sudio .

O tratamento médico humano wutiliza principalmente medicamentos
antiparasitarios € uma droga antineopldsica, entre elas, os antimoniais pentavalentes
como o antimoniato de meglumina (Glucantime®), as Pentamidinas (Pentam-300®), a
anfotericina B (AmBisome®) e a miltefosina, de uso, eficicia e dosagens distintas 1047,
Todas as drogas utilizadas possuem toxicidade consideravel.

A associacdo das Leishmanioses em pacientes co-infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) aumenta a dificuldade do controle, uma vez que a
resposta imune celular requerida para o combate a infeccdo por leishménia ¢ justamente
aquela eliminada pela co-infecgdo **.

Para que as Leishmanioses ocorram em uma determinada area € preciso a presenca
de: 1) agente etioldgico, 2) de vetor suscetivel e 3) de hospedeiro suscetivel. O fato de
alguns hospedeiros silvestres possuirem habitos sinantropicos, a ocorréncia de

desflorestamentos e a existéncia de espécies de flebotomineos pré-adaptadas a um

ambiente mais urbano contribuem para a expansao de tais doengas.

2.5. Leishmanioses no Rio De Janeiro

Os primeiros estudos relacionados aos flebotomineos no Rio de Janeiro se devem
a Aragdo (1922 *°; 1927 *), que relacionou Nyssomyia intermedia 4 transmissio da
LTA. Mais tarde, outros estudos assinalaram um predominio de N. intermedia, seguido
de M. migonei na cidade do Rio de Janeiro *°, assim como destas e de outras espécies no
interior do Estado >'» %3 3% 3% 3¢

No Estado do Rio de Janeiro, a Leishmaniose Visceral Americana (LVA) foi
registrada pela primeira vez em 1978 no municipio do Rio de Janeiro. Foram

notificados em 1983, 35 casos autoctones de LVA nas vertentes continentais norte,

. 57
noroeste, oeste e sudeste do Macico da Pedra Branca °'.



17

Quanto a LTA, casos autdctones esporadicos ja eram diagnosticados na cidade do
Rio de Janeiro desde o inicio do século XX. A primeira epidemia foi registrada em
1922, em Aguas Férreas, no macigo da Tijuca, regido central da cidade. Mais tarde, na
década de 50, houve um surto no municipio de Magg, interior do Estado do Rio de
Janeiro; tal surto foi controlado devido as aspersdes de inseticidas (DDT) voltadas para
o controle da malaria, na época. Na década de 70, provavelmente gracas a interrupgao
das dedetizagdes devido a suspensdo do programa de combate a malaria, houve um

58; em 1973, uma nova

recrudescimento da LTA na maioria das regides brasileiras
epidemia passou a atingir localidades situadas em outra area da cidade — na Zona Oeste,
nas encostas e varzeas do macico da Pedra Branca, de onde ja se sabia da
predominancia de N. intermedia e onde ainda existia importante cobertura florestal, com
matas de formagéo secundaria e atividades agricolas residuais >,

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ endémica no Estado do Rio de
Janeiro desde o inicio do século passado, e ¢ atualmente endémica em varios municipios
do Rio de Janeiro.

O principal vetor da LVA no Brasil, Lutzomyia longipalpis, foi apontado por
evidéncias epidemioldgicas como vetor desta protozoose no municipio do Rio de

.60
Janeiro .

A espécie vetora Nyssomyia intermedia, pré-adaptada ao ambiente alterado ©',

. . 2
passou a ser considerada vetora potencial da LTA >

acompanhada, mais recentemente
no municipio do Rio de Janeiro, pela Lutzomyia migonei. Ambas tém sido encontradas
em domicilios e em seus anexos (peridomicilio).

Deve-se ressaltar o fato de o desflorestamento ter influéncia sobre a posi¢ao de N.
intermedia na composicdo da fauna flebotominica de diversas areas, uma vez que,
quando o ambiente florestal permanece inalterado esta espécie ¢ capturada quase que
acidentalmente, evoluindo a condi¢do de domindncia quase absoluta com a ocorréncia
de devastacdo florestal, entretanto - ©* 6> 066768
No Rio de Janeiro, as espécies de leishmanias comuns sdo a Leishmania (Viannia)

braziliensis e a Leishmania (L.) infantum.
2.6. Social
Pesquisas mostraram nos anos passados que a LTA estava associada

principalmente aos trabalhadores do sexo masculino, envolvidos com atividades

agricolas e extrativistas % Entretanto, com o passar do tempo e com a sua crescente
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distribuicao geografica, foi sendo registrado um aumento consideravel no niimero de
casos de mulheres e diferentes faixas etarias '°, denotando a possibilidade de
transmissdo peridomiciliar e intradomiciliar. Anteriormente os casos humanos eram
comuns quando se penetrava o foco zoondtico, mas com o passar do tempo passou a
haver outros perfis epidemiologicos, principalmente devido a pré-adaptacao de algumas
espécies de flebotomineos a areas antropologicamente modificadas.

Atualmente, as Leishmanioses sdo encontradas em areas rurais, areas
desflorestadas (mais recentemente associadas as ocupacdes desordenadas), como
também em centros urbanos.

Pouco se divulga a respeito das Leishmanioses fora da comunidade cientifica.
Sendo assim, a populacdo de uma nova area endémica, gragas a crescente expansao
geografica de seus vetores, geralmente ndo tem conhecimento sequer da existéncia de
tais doengas.

As Leishmanioses atingem pessoas de diferentes faixas etarias, sendo as criancgas
mais suscetiveis devido ao estado de relativa imaturidade imunologica celular, uma vez
que a imunidade duradoura se desenvolve com a idade. Tal suscetibilidade ¢ agravada
por uma maior exposi¢ao ao vetor no peridomicilio, além da desnutri¢ao, que ¢ comum
em areas endémicas.

Um dos fatos criticos relacionados as complicagdes clinicas das Leishmanioses ¢
que integrantes de populacdes mais carentes tendem a tratar as manifestagdes clinicas
iniciais de doengas de forma autonoma e a buscar pelo diagndstico e tratamento médico
quando a doenga ja se encontra em estagio avangado **.

Os medicamentos disponiveis ao tratamento médico humano tém alto custo e
efeitos colaterais significativos devido a toxicidade.

O desflorestamento - mais recentemente relacionado as ocupagdes irregulares -
tem influéncia sobre a presenga de espécies de flebotomineos de importancia
epidemiologica pré-adaptados ao ambiente alterado; assim, quando o ambiente florestal
permanece inalterado esta espécie ¢ capturada quase que acidentalmente, evoluindo a
condi¢do de dominancia quase absoluta com a ocorréncia de devastagado florestal.

Faz-se necessdrio haver vigilancia e monitoramento nas unidades territoriais
definidas como areas de producdo desta doenca, assim como de suas caracteristicas
ambientais, sociais e econOmicas, voltando as ac¢des para o diagnostico precoce,
tratamento adequado dos casos detectados e estratégias adequadas de prevengdo e

controle ¥,
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2.7. Leishmaniose Visceral Americana (LVA)

J4

Conhecida também como Calazar, esta ¢ a mais grave das Leishmanioses,
podendo ser fatal se nao tratada. Pode haver pacientes assintomaticos,
oligossintomaticos (manifestagdes clinicas discretas) que evoluem para cura espontanea,
e oligossintomaticos que evoluem para a forma classica da doenga. Sua manifestacdo
clinica esta associada a desnutricdo - nos pacientes desnutridos, a forma classica da
doenca da LVA ¢ frequente '*. O periodo de incubagio ¢ bastante variavel; em humanos
o periodo ¢ de 10 dias a 24 meses, com média entre 2 a 6 meses e em caes ¢ de 3 meses
a varios anos, com média de 2 a 7 meses ' .

. Nos casos clinicos, os principais sintomas apresentados sdo: febre prolongada e
intermitente, com periodos de remissao de semanas, podendo apresentar picos diarios;
emagrecimento; hepatomegalia; esplenomegalia (Figuras 7 e 8); anemia severa (a
anemia se agrava de acordo com a progressdo da doenca, tendendo a ocorréncia de
hemorragias), leucopenia, hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarreia, perda
de peso devido a perda de apetite e caquexia. Também pode ocorrer um complexo de
manifestagdes imunomediadas, como uveite e nefrite.

O diagnéstico clinico da LVA em humanos ¢ complexo devido aos sinais e
sintomas apresentados serem comuns a outras patologias, como Doen¢a de Chagas,
Malaria, Esquistossomose, Febre Tifoide e Tuberculose.

As alteragdes laboratoriais sdo sugestivas, porém ndo patognomonicas € quase
sempre presentes nos casos de longa duragdo. Ocorre pancitopenia (inibigao da medula
ossea), hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia e alteracdes bioquimicas hepaticas

de discretas a moderadas.

Figura 7. Paciente com LVA: estado inicial.
Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose
Visceral, 1? edi¢do (20006).
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Figura 8. Paciente com LVA: estado
final.

Fonte: Manual de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral, 1*
edigdo (2006).

No Novo Mundo, a Leishmania (L.) infantum ¢ o agente etiolégico da LVA. Sao
duas as espécies de flebotomineos vetores conhecidos da LVA no Brasil: Lutzomyia
cruzi e Lutzomyia longipalpis, sendo esta tltima mais amplamente dispersa pelo pais.
Entretanto, em algumas areas endémicas de LVA ndo sdo encontradas nenhuma destas
duas espécies.

Os principais hospedeiros silvestres da L. (L.) infantum (syn. L. chagasi) > "
conhecidos sdo as raposas e os marsupiais, sendo os cdes considerados importantes
hospedeiros domésticos. H4 o historico de duas espécies de raposas que foram

. , 74
encontradas naturalmente infectadas: Lycalopex vetulus, no Ceara '

, € Cerdocyun
thous, no Para " e em Minas Gerais '°; L. (L.) infantum foi isolada em marsupiais do
género Didelphis na Bahia ”’ ¢ no Rio de Janeiro ”®.

Nas areas endémicas, em geral, hd um maior nimero de casos em criangas devido
ao estado de relativa imaturidade imunologica celular.

Infecgdes concomitantes sao comuns (tuberculose, sarampo, brucelose,
pneumonia), bem como a ma-absor¢do de nutrientes, a desnutricdo e a anemia, sendo
estes fatores agravantes do quadro clinico. Recaidas apos o tratamento sdo comuns.
Imunossupressdao com infecgdes oportunistas tendem a ocorrer nos casos mais graves €
de maior tempo de evolu¢do. A co-infeccdo pelo HIV ¢ comum em algumas regides,
como nos paises do Mediterraneo, e vem ocorrendo com frequéncia crescente no Brasil.

As mortes ocorrem geralmente devido as hemorragias, causadas pela anemia, e as

. ~ . . )
infecgdes gracas ao sistema imune comprometido .
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E comum a ocorréncia de lesdes cutaneas apos a cura clinica, chamadas de lesdes

pOs-calazar.

2.8. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA, que inclui as manifestagdes Cutanea, Cutaneo-mucosa ¢ Cutanea Difusa,
também ¢é conhecida como ulcera de Bauru, ferida-brava e calazar, entre outros nomes.
Estima-se que 3 a 5% dos casos de LTA desenvolvam lesio mucosa ''. As manifestagdes
da LTA sao: lesdes cutaneas indolores e ulceradas, inicas ou multiplas, cuja principal
complicacdo ¢ a metdstase por via hematogénica para as mucosas da nasofaringe com
lesdes agressivas e com destruicdo desses tecidos (manifestacio da forma Cutaneo-
mucosa). A frequéncia desta complicacdo vem sendo reduzida, provavelmente devido ao
diagndstico e tratamento precoces pelos centros de referéncia em controle e tratamento
das Leishmanioses, como o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da
Fiocruz do Rio de Janeiro. Estas lesdes mucosas manifestam-se como lesdes
metastaticas, ulceradas, geralmente em mucosa nasal; sdo erosivas e quase nunca
autolimitadas. Se ndo tratadas, podem desfigurar o paciente ¢ mesmo leva-lo ao 6bito
por infec¢do secundaria. Nas lesdes cutaneas manifestadas pelo paciente com LTA, a
carga parasitaria na fase inicial da infec¢do ¢ grande nas bordas, com tendéncia a
diminuir ao longo do processo infeccioso *° (Figuras 9 e 10). E comum observar sinais
como edema e calor, diferindo assim a lesdo da Leishmaniose de uma lesdao causada por
infec¢do bacteriana, apesar de poder haver infec¢do oportunista por bactérias e células
leveduriformes, o que confere a lesdo um aspecto purulento. A infec¢do oportunista

24

pode causar dor no local da lesao “". A LTA que apresenta lesdes nodulares nao

ulceradas ¢ classificada como forma difusa e denominada como Leishmaniose Cutanea

. . 80, 81
Disseminada °

(Figura 11). Tal forma difusa apresenta muitas ulceras, que sdo
disseminadas pelas vias linfitica ou hematogénica; esta forma ¢ mais dificil de

2
responder ao tratamento .



Figura 9. Leséo unica, arredondada,

com bordas elevadas, infiltradas e fundo granuloso.
Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar
Americana, 2* edi¢ao (2007).

Figura 11. LTA difusa - Lesdo com
areas descamativas na orelha.
Fonte: Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar Americana,
2% edigdo (2007).
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=
Figura 10. Lesdo na lingua.
Fonte: Manual de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar
Americana, 2% edi¢do (2007).

A LTA ocorre nas Américas, sendo seus principais agentes etioldgicos as seguintes

espécies de leishmanias: Leishmania (L.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.)

guyanensis, L. (L.) lainsoni e L. (L.) panamensis. Seu periodo de incubacdo no homem

¢, em média, de dois a trés meses, podendo apresentar periodos mais curtos (duas

semanas) e mais longos (dois anos). No novo contexto epidemiologico existente, varios

fatores tém sido associados a um maior risco de se adquirir a doenga; dentre eles, os

fatores associados ao individuo - a resolucdo da infeccdo humana ¢ dependente da

: . 83,84,85,86 .
resposta celular inata e adaptativa = ™" "> ™. A resposta imune celular que se desenvolve

com a infec¢dao ¢ duradoura. E provavel que a manutengdo da resposta imune celular

especifica por longos periodos apds a cura se deva a permanéncia destes parasitos

latentes no organismo do hospedeiro, um fenomeno referido como imunidade



23

concomitante. E possivel isolar parasitos viaveis de cicatrizes de LTA em individuos
curados ha varios anos. Este fenomeno poderia explicar o aparecimento de recidivas
tardias, assim como o surgimento da doenga em pacientes imunocomprometidos, como
no caso de pacientes portadores de HIV. A perda da eficiéncia da resposta imune levaria
a uma quebra do equilibrio entre parasito e hospedeiro, facilitando a multiplicagdo do
protozoario e produzindo as lesdes. A localizagdo intracelular das formas amastigotas no
hospedeiro mamifero determina que anticorpos sejam ineficazes para o controle da
infeccdo. O diagnodstico pode ser feito através de teste cutdneo de Montenegro,
isolamento em cultura e pelo exame microscopico de esfregaco ou aspirado (de medula

6ssea ou bago) corados pelo Giemsa ™.

2.9. Diagnostico De Infecciio Natural:

A taxa de flebotomineos naturalmente infectados nas areas endémicas, assim
como a identificagdo correta da espécie de Leishmania que os infecta, ¢ de primordial
importancia para epidemiologia das Leishmanioses. Para deteccdo da infec¢do dos
flebotomineos por Leishmania, o método mais utilizado sempre foi a disseccao do
aparelho digestivo do diptero, seguido do exame microscopio entre ldmina e laminula.
Neste caso, a positividade das amostras deve ser confirmada com o isolamento do
parasito em meio de cultura e/ou inoculagdo em animais de laboratorio, uma vez que

88, 89

outros flagelados podem ser encontrados no trato digestivo destes insetos . Um fator

limitante para esta técnica ¢ a dificuldade de processar grande nimero de espécimes

r SETIT 1
capturados nas areas de elevada transmissibilidade *°

, uma vez que o procedimento €
laborioso e exige experiéncia e pericia técnica do profissional. A investigagdo de
infeccdo natural por Leishmania através do uso do método convencional de dissecgdo de

flebotomineos fémeas tem gerado taxas de infec¢do que variam de 0 a 9% > °> %4

)
mas em geral estes indices se situam abaixo de 1% para as distintas areas endémicas
investigadas tanto no Brasil como em outros paises da América do Sul > *”.

Com a introdug@o de novas estratégias para identificacdo de infec¢do natural em
flebotomineos, estes indices vém sofrendo consideravel aumento. Métodos moleculares
baseados na reagao em cadeia da polimerase (PCR) tém sido frequentemente utilizados
em estudos para detec¢do de infeccdo natural e tém aumentado a sensibilidade e
especificidade da identificacdo de Leishmania spp. independente do nimero, estagio e
localizagio do parasito no vetor *’. Além de possibilitar maior rapidez na analise de uma

98, 99

grande amostragem , a técnica permite trabalhar com insetos mantidos a seco,
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congelados ou conservados em etanol, sem interferir no desempenho da reagio ',

Ensaios diagnosticos utilizando a PCR tém sido desenvolvidos, baseados em

. e ey 21, 62 101, 102, 103, 104, 105, 1
diferentes alvos moleculares como: minicirculos do kDNA 2! 62 97, 101, 102,103,104, 105, 106,

101, 107

1 . . oA .
07 genes da subunidade menor do ribossomo , seqliéncias espacadoras do gene de

108 A (o A e
, seqiiéncias subteloméricas e seqiiéncias nucleares de copia unica, como o

105, 109

mini-exon
gene de citocromo b e gene da DNA polimerase o

Entretanto ¢ reconhecido que fatores adicionais influenciam na sensibilidade da
PCR, como por exemplo, o método empregado para extragdo de DNA, o niimero de
copias do DNA alvo da amplificacdo, assim como a variabilidade genética do alvo
selecionado. Existem evidéncias de que diferengas na eficiéncia de métodos de extragao
influenciam significativamente na sensibilidade do ensaio molecular. Além disso, o
processo de “otimizacdo” de um protocolo baseado na PCR deve resultar em uma
combinagdo perfeita entre 0 DNA extraido (e consequentemente o método de extragao)
e as condi¢des da PCR °.

A sensibilidade destes sistemas pode ser aumentada ainda mais quando sio
utilizadas como alvo de detec¢do do parasito, seqiiéncias representadas em multiplas
copias, tais como: DNA do cinetoplasto, genes de RNA ribossomal, genes de mini-exon
ou outras sequéncias repetidas do genoma de Leishmania spp. O emprego de regides
conservadas ou variaveis presentes nestes alvos permite adaptar a especificidade da
PCR em nivel de género, complexo, espécie ou até mesmo do isolado individual '

PITA-PEREIRA et al. (2005) ** descreveram um ensaio molecular por PCR
direcionado para a detec¢do da regido conservada do kDNA género Leishmania, seguido
de hibridizacdo nao radioativa, para estimar indices de infec¢do em flebotomineos
capturados em diferentes municipios do Estado do Rio de Janeiro. A etapa de
hibridizagdo mostrou-se importante para o aumento da sensibilidade do ensaio de PCR,
principalmente quando aplicado como ferramenta diagnodstica em insetos vetores,
devido a complexidade do material biologico a ser analisado. Com esta abordagem foi
verificado que a etapa de hibridizacdo de produtos amplificados possibilitou um
aumento de dez vezes na sensibilidade de deteccdo do método.

Os minicirculos de kDNA se tornam alvos ideais, pois possuem uma regido de
sequéncia conservada (presente em todas as espécies de Leishmania) € uma regiao
variavel que permite descriminacdo acurada entre as diferentes espécies do parasito.
Além disso, as moléculas de minicirculos estdo representadas na rede de kDNA em
torno de 10.000 copias por célula de leishmania, sendo o alvo molecular que apresenta

maior sensibilidade para o diagnostico de infec¢do natural em flebotomineos coletados
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em areas endémicas. Um estudo realizado por BEZERRA-VASCONCELOS et al.,
(2011) ' corrobora a sensibilidade 6tima do alvo de kDNA, através da comparagdo
com outros genes presentes em diferentes numeros de copias para a detecgdo e
quantificagdo de L. (L.) infantum em amostras de Lu. longipalpis, por PCR em tempo
real. Foram empregados os alvos kDNA, polimerase a (copia unica) e a subunidade
ribossdmica 18S, e os minicirculos do kKDNA exibiram uma maior sensibilidade entre os
genes testados.

A PCR tendo como alvo o kDNA, se torna uma importante ferramenta de
deteccao e tipagem das espécies de leishmanias detectadas, principalmente quando

107, 112, 113, 114
P > > >

associada a outras metodologias, como RFL e sequenciamento dos

produtos amplificados ' ',

2.10. Teste Rapido SandFly

O teste rapido SandFly foi desenvolvido em 2013 por uma linha de pesquisa entre
Bio-Manguinhos, Laboratério de Vetores Miguel Alves de Souza do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas (DCB) da Escola Nacional de Saude Publica (ENSP) e Laboratorio
de Toxoplasmose do Instituto Oswaldo Cruz (I0C), ambos da Fundagdo Oswaldo Cruz.

Trata-se de um teste sorologico, atualmente sob processo de patente, e por este
motivo os dados de confec¢ao do teste ndo podem ser revelados.

Dada a necessidade de um método de investigagdo em campo de infec¢do natural
de flebotomineos por leishmanias, este teste rapido tem a capacidade de funcionar como
ferramenta pratica que permita a avaliacdo rapida do risco de ocorréncia de
Leishmanioses, permitindo assim o controle eficiente destes vetores nas areas
endémicas através de programas de vigilancia epidemiologica.

O teste rapido SandFly trata-se de um teste imunocromatografico de fluxo lateral
que foi desenvolvido para ser utilizado em campo sem a necessidade de materiais
laboratoriais especificos, sendo realizado rapidamente e de facil entendimento.

Ele emprega uma combinagdo de anticorpos conjugados e antigenos especificos
encontrados em amostra contendo antigeno de leishménia. Em sequéncia, sdo ancorados
através da ligagdo com anticorpos anti-leishmania ligados & uma membrana (fase
solida).

O pool de flebotomineos deve ser macerado com o tampao de lise e ser aplicado
no orificio do teste, seguido pela adicdo do tampao de corrida, que propicia o fluxo

lateral, promovendo a ligagdo dos antigenos (quando presentes na amostra) ao
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conjugado e produzindo uma linha roxa/rosa na area do teste (T) caso positivo, e de
controle (C). Apds 15 minutos a leitura visual deve ser feita, observando-se a formagao
de somente uma linha (controle positivo) ou duas, que neste caso representa um
resultado positivo para presenca de leishmanias (Figuras 12 e 13). Apds 25 minutos a
leitura visual ja ndo ¢ mais valida, logo, para fins de registro de resultados recomenda-se
tomar nota apods 15 a 20 minutos.

O principio deste teste rapido foi validado em laboratorio e a concentracdo de
5.500 leishmanias foi considerada ideal para a leitura do teste por apresentar formacao

da linha T (positivo).

Figura 12. Exemplo de resultado negativo. Figura 13. Exemplo de resultado positivo.
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3. JUSTIFICATIVA

Entre os fatores que dificultam o controle das Leishmanioses esta a diversidade
das espécies de ambos: parasito e vetor. O conhecimento da densidade dos
flebotomineos e da incidéncia de infec¢ao natural dos mesmos contribui para um maior
entendimento da epidemiologia das Leishmanioses .

Os métodos disponiveis para investigacdo da infec¢do de flebotomineos por
Leishmania sdo a dissecagdo para visualizagdo em microscopia e identificagdo do
material genético por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Ambos os métodos
requerem que as amostras sejam analisadas em laboratorios, bem equipados, € por
profissionais especializados ''°. Neste contexto, a introdugdo de um teste rapido para a
investigacdo de infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania spp., €
principalmente por Leishmania (L.) infantum devido a gravidade de sua manifestacdo
clinica pode funcionar como ferramenta pratica que permita a avaliagao rapida do risco
de ocorréncia das Leishmanioses, permitindo o controle eficiente destes vetores nas

r P r o etm s . 1y . 11
areas endémicas através de programas de vigilancia epidemioldgica ''°.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o teste rapido SandFly tendo como padrdo ouro a Reacdo em Cadeia da
Polimerase, comparando a infec¢@o natural por leishméanias em flebotomineos coletados
na Ilha da Marambaia, area do Estado do Rio de Janeiro com ocorréncia de casos

caninos € humanos de Leishmanioses.

4.1. Objetivos Especificos

- Avaliar as taxas de infec¢do natural nas diferentes espécies de flebotomineos
aplicando ensaios de PCR multiplex (para detec¢ao simultanea de KDNA de Leishmania

e do gene cacophony de flebotomineos) e o teste rapido SandFly.

- Analisar a eficiéncia do teste rapido SandFly no diagnéstico de infecg@o natural
de leishmanias comparando os resultados com os resultados obtidos na PCR,

considerada padrao-ouro de detec¢do do parasita.

- Avaliar o teste rapido SandFly a partir dos resultados obtidos da comparagdo da

avaliacdo de infec¢do natural deste com a PCR.

- Identificar as espécies de flebotomineos coletados na Ilha da Marambaia que nao

foram direcionadas para a avaliac¢do do teste rapido SandFly e PCR.

- Determinar as taxas de infeccao natural nas diferentes espécies de flebotomineos
através do diagnostico pela PCR multiplex (para detec¢do simultanea de kDNA de

Leishmania e do gene cacophony de flebotomineos) relacionando as areas encontradas.
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5. MATERIAIS E METODOS

0 25 50 100 Km
Il L A

Mapa 3. Local de coletas: Ilha de Marambaia.
Adaptado de: Google Earth

5.1. Ilha de Marambaia, Municipio de Mangaratiba — RJ.

O Estado do Rio de Janeiro apresenta diversas areas com ocorréncia de casos
caninos de Leishmaniose Visceral (LVC), entre elas, a Ilha da Marambaia ''’, que se
localiza na entrada da Baia de Sepetiba, no Municipio de Mangaratiba, dentro da Baia
da Ilha Grande no Estado do Rio de Janeiro (Mapa 3). Possui area total de 81 KM?

compreendendo a ilha e a sua restinga ''®

. A Tlha da Marambaia ¢ uma reserva ecologica
que apresenta relevo e vegetagdo distintos, com areas de praia, restinga, matas de
encosta e mangues. E ocupada por uma comunidade quilombola (remanescente dos
quilombos - descendentes de escravos) '’ e administrada pelo Exército, Aerondutica e
Marinha do Brasil, que executam experimentos armamentistas e exercicios militares '"°.

A Tlha de Marambaia possui registros de LTA em humanos e LVC.

O registro da fauna flebotominica da Ilha da Marambaia foi feito pela primeira
vez no ano de 2009 por Novo et al. (2013) 120 que descreveram um total de treze
espécies coletadas, cujas quais sdo: Nyssomyia intermedia, Migoneimyia migonei,

Pintomyia fischeri, Lutzomyia longipalpis, Evandromyia edwardsi, Pintomyia
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bianchigalatiae, Brumptomyia brumpti, Evandromyia cortellezii, Expapillata firmatoi,
Micropygomyia capixaba, Micropygomyia quinquefer, Micropygomyia schreiberi e

120 . L . A
. As quatro primeiras espécies possuem importancia

Psathyromyia pelloni
epidemioldgica relacionada a LTA e LVA.

A captura de 14 espécies de flebotomineos na Ilha de Marambaia foi feita por
Alonso et al. em 2010, que além das 13 espécies coletadas por Novo et al. em 2009,
também capturaram Psathyromyia pascalei '*'.

Em 2012 Carmo et al. '** capturaram nove espécies de flebotomineos, além de
constatar infec¢do por L. (L.) infantum em cdes em Marambaia '*%.

Lima et al. ' capturaram 8 espécies de flebotomineos no periodo de Julho de
2012 a Julho de 2013 em Marambaia. Em seu estudo foi constatada infec¢ao natural por
L. (L.) infantum em Nyssomyia intermedia e Migoneimyia migonei, mas nao em
Lutzomyia longipalpis 123

Todos estes registros de coletas realizados na Ilha de Marambaia revelaram uma
ampla distribuicdo de N. intermedia, seguido por M. migonei, ¢ uma baixa densidade de
Lu. longipalpis.

Em 2014 Souza et al. " capturaram 10 espécies de flebotomineos e registraram

. . . . 124
pela primeira vez a presenca de L. ferreirana na Ilha de Marambaia .
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5.2. Metodologia

A) Coleta de Flebotomineos

Figura 14. Armadilha luminosa do tipo CDC no
peridomicilio em Praia Grande.

Na Ilha da Marambaia foram realizadas capturas de flebotomineos nos meses de
Setembro e Outubro de 2014. As coletas se deram em cinco 4reas distintas: Praia
Grande, Praia de Caetana, Praia de Sdao José e Praia da Cutuca, todas estas em
peridomicilio, e Vacaria Velha (antigo curral, hoje em desuso) utilizando armadilhas
luminosas do tipo CDC (Figura 14). As armadilhas funcionaram no horario
compreendido entre 19:00 h e 7:00 h da manha seguinte (12 hr de coleta/ armadilha).

No primeiro més, Setembro, trés coletas foram realizadas em duas areas: duas na
Vacaria (Figuras 15, 16 e 17) e uma em Praia Grande (Figuras 18, 19 e 20). No segundo
més, Outubro, cinco coletas foram realizadas em quatro areas: duas coletas foram
realizadas em Praia Grande, uma na Praia de Caetana (Figuras 21 e 22), uma na Praia de
Sao José (Figuras 23 e 24) e uma na Praia da Cutuca (Figura 25). No total, 8 coletas
foram realizadas nas 5 éreas citadas.

Os dados relacionados as capturas de flebotomineos, bem como os relacionados as

condicdes atmosféricas foram registrados em fichas (Apéndice 3).



Figura 16. Local de coleta: Vacaria. Ponto 1.
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Figura 17. Local de coleta: Vacaria. Ponto 2.

Praia Grande

Figura 18. Paisagem do local de coleta: Praia Grande.
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Figura 19. Local de coleta: Praia Grande. Ponto 1.

Figura 20. Local de coleta: Praia Grande. Ponto 2.




Praia de Caetana

Figura 21. Paisagem do local de coleta: Praia de Caetana.

Figura 22. Local de coleta: Praia de Caetana. Ponto 1.
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Praia de Sao José

Figura 24. Local de coleta: Praia de Sao José. Ponto 1.
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Praia da Cutuca

Figura 25. Local de coleta: Praia da Cutuca. Ponto 1.

B) Teste Rapido SandFly

Os kits fornecidos por Bio-Manguinhos continham tubos do tipo eppendorf,
bastdes para macerar, tampao de lise, tampao de corrida e os testes rapidos, ambos
devidamente lacrados. Uma pipeta automatica foi utilizada para a realizagao dos testes,
possibilitando a fragmenta¢do das amostras para realizacdo do TR e PCR de modo a ndo

haver contaminacao (Figura 26).
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Figura 26. Material utilizado em campo para realizacio dos testes rapidos.

Setembro: em campo, ap6s cada coleta, os flebotomineos foram triados por sexo.
As fémeas foram introduzidas em tubos do tipo eppendorf em pools de dez. Cada
amostra foi rotulada. Cada pool foi macerado com o bastdo fornecido no kit do teste
rapido junto com 4 gotas (100 pL) da solugdo Tampao de Lise. Metade de cada amostra
(50 uL) foi transferida para o orificio do teste rapido, identificado correspondente a
amostra, ¢ em seguida foram adicionadas 3 gotas do tampao de corrida. Dados de
temperatura ambiente e umidade no momento da realizagdo dos testes foram lidos com
o auxilio de um termohigrometro portatil (BTTHM2R Brasiterm, com medi¢dao de
temperatura interna: -30 a 50°C; temperatura externa: -50 a 70°C e umidade: 20 a 99%;
com precisdo de temperatura: 0,1°C e umidade: 1%) e registrados em fichas anexas.
Apo6s 20 minutos foram realizadas as leituras visuais e feito o registro por meio de
fotografias. Os resultados dos testes foram anotados em fixas (Apéndice 1). A realizagdo
dos testes foi feita em diferentes horarios e foram observadas diferentes condigdes de
temperatura e umidade ambiente. O restante das amostras em tubos rotulados (AO1,
A02, etc.) foi encaminhado para avaliagdo de infec¢do natural por Leishmania spp.
através da PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) no Laboratério de Biologia

Molecular e Doengas Endémicas do IOC.
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Tabela 1. Setembro: Amostras direcionadas a realizaciio dos testes rapidos das respectivas coletas
em diferentes areas de Marambaia; dados de durante a realizacido dos testes.

Condicoes de
Flebotomineos direcionados Periodo de
N°da coleta o temperatura
: A realizacao
a realizacao dos testes e . -
dos testes e umidade ambiente

identificacao das amostras durantea reakzacio

4 testes Temperatura:

Amostras: 70 fémeas. pela manha 24.3°a 24.5°%

Coleta N°1: 7 pools de 10 = 7 testes Umidade: 74%
HARATS TApMaps 3 testes Temperatura:
a tarde 22.6°ca22.7°c

A01a A07 Umidade: 77%

4 testes Temperatura:

pela manha 24.6°ca25.1%

Amostras: 220 fémeas.
Coleta N°2: Umidade: 64% a 68%

22 pools de 10 fémeas =22

Praia
= testes ripidos 18 testes Temperatura: 26.1°¢
S a tarde Umidade: 57%

A08 a A29

No primeiro més, 70 fémeas da primeira coleta realizada na Vacaria foram
direcionadas a realizag¢do dos testes, correspondendo a 7 testes rapidos. 4 testes foram
realizados na parte da manha e 3 a tarde (Tabela 1).

Da segunda coleta realizada em Praia Grande, 220 fémeas foram direcionadas a
realizagdo dos testes, correspondendo a 22 testes. 4 testes foram feitos na parte da
manha e 18 a tarde (Tabela 1).

Totalizando, foram feitos 29 testes no primeiro més. Durante a realizacdo dos
testes a temperatura variou entre 22.6°C e 26.1°C e a umidade variou entre 57% e 77%
(Tabela 1). O restante dos flebotomineos foi encaminhado para identificacdo de espécies
no Laboratdrio de Vetores Miguel Alves de Souza da ENSP.

Devido ao uso de todos os testes rdpidos disponiveis para Setembro, todos os
flebotomineos da coleta N°3, oriundos de Vacaria, foram direcionados para identificagao
de espécies no Laboratorio de Vetores Miguel Alves de Souza, da ENSP.

Observou-se uma intensa dificuldade em macerar o pool de flebotomineos com o
bastdo fornecido no kit por Bio-Manguinhos. Sendo assim, optou-se por substitui-lo por

ponteiras queimadas esterilizadas.
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Outubro: em campo, exceto pela substituicdo dos bastdes pelas ponteiras
queimadas, a mesma metodologia foi seguida.

Neste segundo més, 70 fémeas da coleta N°4 realizada na Praia Grande foram
direcionadas a realiza¢do dos testes, correspondendo a 7 testes rapidos. Todos foram
realizados na parte da manha (Tabela 2).

Das coletas realizadas na Praia de Caetana e¢ na Praia de Sao José foram
direcionadas 10 fémeas de cada localidade para os testes, correspondendo a um tnico
pool cada (Tabela 2).

Da coleta N°7, Praia da Cutuca, 9 testes rapidos foram realizados (9 pools de
fémeas e 1 pool de machos para controle negativo) (Tabela 2).

Da coleta N°8, 2 pools oriundos da Praia Grande foram direcionados a realizacio

dos testes (Tabela 2).
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Tabela 2. Outubro: Amostras direcionadas a realizacio dos testes rapidos das respectivas coletas

em diferentes areas de Marambaia; dados de durante a realizacio dos testes.

Condicdesde
5 s Periodo de
o B Flebotomineos direcionados temperatura
a realizaciio dos testes e Realizacio e umidade ambiente
identificacio das amostras dos testes dmrdate & rexliacas
ColetaN"4: Amostras: 70 fémeas. 7 testes pela Temperatara;
-~ o -5 o
Praia Grande 7 pools de 10 =7 testes rapidos manha AR Aea L
Umidade: 77 a 80%
B01aB07
ColetaN°5: Amostras: 10 fémeas.
Praiade Caetana 1 poolde 10=1 teste ripido
BO8
ColetaN °6: Amostras: 10 féemeas.
Praia de Sio José 1 poolde 10=1 teste rapido
Temperatura:
13 testes
24.8°ca25.1%
BO9 a tarde
Umidade: 77%
Coleta =4 Amostras: 80 fémeas e 10 machos.
Fxmeratac 9 pools de 10 =9 testesrapidos
Bl0aBI18
_ Amostras: 20 fémeas.
ColetaN"8:
; 2 poolsde 10 =2 testesripidos
Praia Grande
B19eB20

Totalizando, foram feitos 20 testes no segundo més. Durante a realizagdo dos
testes a temperatura variou entre 24.0°C e 25.1°C e a umidade variou entre 77% e 80%
(Tabela 2). O restante dos flebotomineos foi encaminhado para identificacdo de espécies

no Laboratdrio de Vetores Miguel Alves de Souza, da ENSP.
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C) Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Extracdo de DNA — A extracdo de DNA a partir de parte dos lisados (50 pL), foi
realizada utilizando o kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System
(PROMEGA), segundo as especificagdes do fabricante ¢ o DNA eluido em 100 uL TE
0,1X foi posteriormente estocado a - 20°C até o momento de uso. Todas as etapas para a
extracdo de DNA foram monitoradas pela inclusdo de amostras controle negativo
(insetos machos capturados no campo). A inclusdo de machos ndo infectados determina
um controle a possiveis contaminagdes, pois essas amostras nao podem conter DNA de
Leishmania spp. Os fluxos laminares proprios para extragao de DNA, assim como todo
o material utilizado nesta etapa foram devidamente descontaminados com a utilizagdo
de cloro e exposi¢ao a raios UV.

Reagdo em Cadeia da Polimerase — Hot-start PCR multiplex — Para a PCR foram
utilizados dois pares de primers que amplificaram simultaneamente em uma mesma
reagdo, um produto de 120 pb referente ao kDNA de leishmania (no caso de amostras de
fémeas positivas) e outro de 220 pb correspondente ao DNA de flebotomineo (no caso
de todas as amostras que contém machos e fémeas). O primeiro par amplifica a regido
constante do minicirculo do kDNA; primer A [5° GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC
CCC 3°] e primer B [5* GGG GTA GGG GCG TTC TGC GAA 3°] '**; o segundo par
amplifica um gene constitutivo especifico de flebotomineos (cacophony): SLlcac
[S'"GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 37] e 3LIcac [S'CCA CGA ACA AGT TCA
ACA TC 3] ' Eletroforese em gel de agarose: os ensaios de eletroforese foram
realizados em cuba horizontal com géis de agarose a 2,0 % preparados em TBE 1X, por
2hr a 70 V e corado com Nancy®. Os g¢is foram analisados e as imagens registradas

através de um sistema fotografico de documentacao em gel — UVP Bioimaging Systems.

D) Identificacdo Taxondmica

ApOs as coletas, os flebotomineos capturados ndo direcionados ao diagnodstico de
infeccdo por leishmania foram introduzidos em frascos contendo alcool 70% e
direcionados a identificagdo, feita no Laboratorio de Vetores Miguel Alves de Souza do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB) da Escola Nacional de Saude Publica
(ENSP), no campus da Jacarepagua. No laboratorio, os flebotomineos passaram por um
processo de clarificacdo que consiste em serem deixados de molho em pequenas placas
de Petri em 4 fases consecutivas: 1*) em soluc¢do de hidréxido de potassa a 10% (KOHI

a 10%) durante 2 horas para que haja o amolecimento da quitina; 2*) em éacido acético
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10% por cerca de 20 minutos para retirar o excesso de hidroxido de potassa; 3*) em agua
destilada por 20 minutos para serem lavados; 4*) em lactofenol por 24 horas para
diafanizar. Posteriormente, os exemplares foram introduzidos em laminas para
identificacdo de sexo e espécie com o auxilio de microscopio entomoldgico.

Os flebotomineos foram identificados de acordo com a nomenclatura proposta por

Galati, 2003 ',
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6. RESULTADOS:
6.1. Resultados dos Testes Rapidos

Ao todo foram realizados 49 testes rapidos com flebotomineos capturados em 8

coletas durante 2 meses consecutivos. 29 testes foram realizados em Setembro (Figuras

27 e 28) e 20 em Outubro (Figuras 30 e 31).

Figura 27. Testes Rapidos realizados em Setembro.



Figura 28. Testes Rapidos realizados em Setembro. (Continuacfo)

No primeiro més, as leituras visuais nos testes rapidos revelaram apenas 1 resultado
positivo fraco nos 29 realizados (amostra A13) (Figura 29). Este teste foi feito com

flebotomineos capturados na Praia Grande.
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Figura 29. Amostra A13 - Resultado positivo.

No segundo més, 20 testes rapidos foram realizados (Figuras 30 e 31).

Figura 30. Testes Rapidos realizados em Outubro.
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Figura 31. Testes Rapidos realizados em Outubro. (Continuacio)

Trés testes rapidos dos 20 realizados apresentaram resultado positivo (Figuras 32,
33 e 34), todos sendo fracos (B11, B13 e B14). Estes trés testes foram feitos com

flebotomineos capturados na Praia da Cutuca.
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Figura 32. Amostra B11 - Resultado positivo.

Figura 33. Amostra B13 - Resultado positivo.

Figura 34. Amostra B14 - Resultado positivo.
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6.2. Resultados da PCR

A PCR revelou 7 resultados positivos (Figura 35) nas 29 amostras do primeiro
més (A13, A17, A18, A19, A22, A23 e A24). Todos os resultados positivos foram de
flebotomineos oriundos de Praia Grande.

As taxas de infeccao foram calculadas considerando 1 flebotomineo infectado em
cada pool de 10 espécimes. A formula para calcular é: Taxa minima (TM) = N° de
grupos positivos (pools) x 100/Total de flebotomineos processados '*.

A taxa minima de infec¢do encontrada na Praia Grande em Setembro foi de 3,1%;

a taxa minima de infeccdo em Setembro foi de 2,4%.

M 1 2 9949 5 @ F B 8 10 11 32 13

<—— pb
<—— pb

Figura 35. Gel demonstrativo dos resultados da PCR para avaliacdo de infeccao natural de
flebotomineos por Leishmania spp. referente as amostras de Setembro. M: Marcador de peso
molecular 100 pb; 1: Controle negativo da reacdo de PCR (Mistura da rea¢do sem DNA);
2-5: Controles negativos - DNA extraido de flebotomineos machos; 6-12: Fémeas de flebotomineos
submetidas ao diagnéstico molecular revelando positividade; 13: Controle positivo da reacio
(DNA de um pool de 10 flebotomineos machos misturados com DNA de L. (V.) braziliensis
extraido de cultura celular).

No segundo més a PCR revelou 7 resultados positivos (Figura 36) nas 19
amostras com fémeas de Outubro (B01, B02, B05, B06, B09, B13 e B17). Destes sete
resultados positivos, 4 foram de flebotomineos oriundos da Praia da Grande, 1 da Praia
de Sao José (Unico pool desta area) e 2 da Praia da Cutuca.

A taxa minima de infeccao encontrada em Praia Grande em Outubro foi de 4,4%;
a taxa minima de infec¢do encontrada na Praia da Cutuca em Outubro foi de 2,5%; a

taxa minima de infec¢ao em Outubro foi de 3,6%.



50

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

<—— pb
<— pb

Figura 36. Gel demonstrativo dos resultados da PCR para avaliacio de infecciio natural de
flebotomineos por Leishmania spp. referente as amostras de Outubro. M: Marcador de peso
molecular 100 pb; 1: Controle negativo da reacio de PCR (Mistura da reacio sem DNA);
2-5: Controles negativos - DNA extraido de flebotomineos machos; 6-12: Fémeas de flebotomineos
submetidas ao diagnéstico molecular revelando positividade; 13: Controle positivo da reacio
(DNA de um pool de 10 flebotomineos machos misturados com DNA de L. (V.) braziliensis
extraido de cultura celular).

A taxa minima de infec¢do nos dois meses foi de 2,9%. A taxa minima de infec¢ao

em Praia Grande nos dois meses foi 3,5% (Tabela 3).

Tabela 3. Taxas minimas de infecciio encontradas nas areas de coletas em Marambaia realizadas em
Setembro e Outubro de 2014.

Taxa minima

Area Pools PCR + . .
de infeccao
Vacaria 7 - -
Praia de Caetana 1 - -
Praia de Sao José 1 1+ 10%
Praia Grande 31 11+ 3,5%
Praia da Cutuca 8 2+ 2,5%

6.3. Avaliacao do Teste Rapido

Considerando a PCR como padrao-ouro, dos 49 testes realizados (1 pool serviu
como controle negativo, com flebotomineos machos): 2 revelaram ser verdadeiros

positivos, 33 verdadeiros negativos, 2 falsos positivos e 12 falsos negativos (Tabela 4).
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Os resultados foram analisados usando o programa BioEstat versao 5.3. Para
verificar a concordancia entre os testes diagnosticos foi utilizado o indice de
concordancia de Kappa (Tabela 5). A concordancia ajustada Kappa (K) ¢ um parametro
que se baseia na comparagdo do indice de concordancia esperada com o indice de
concordancia observada '*. Esta concordancia foi considerada fraca, com o valor de k=
0,1091. A sensibilidade relativa encontrada foi de 14% e a especificidade relativa de
94,2%. O Valor Preditivo Positivo encontrado foi VPP= 0,50 enquanto o Valor Preditivo
Negativo foi VPN=0,73; a acurécia foi 0,71.

Tabela 4. Comparacio dos resultados da PCR com os dos Testes Rapidos.

TESTE RAPIDO + 2 2 4
TESTE RAPIDO - 12 33 45
14 35 49

Sensibilidade relativa = (a/ (a + ¢))

2/14=10,1428 . 100 = 14%

Especificidade relativa =(d / (b + d))

33/35=10,9428 . 100 = 94,2%

VPP=(a/(a+Dh)) 2/4 = 0,50

VPN=(/(c+d)) 33/45=10,73




35/49=10,71

Acuricia=(a+d/(a+b+c+d))=

Kappa

Po = (a+d) / (a+b+c+d) = 0,7143

Pe =[(atb.a+c) + (ctd . b+d)] / (a+b+c+d).2 = 0,6793

k = (Po-Pe) / (1-Pe) = 0,1091

(Conclusio da replicabilidade: concordancia fraca)

Tabela 5. Escala de concordincia do Kappa.

Kappa Concordéancia

<0,00 Nenhuma
0,00-0,20 Fraca
0,21-0,40 Sofrivel
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima

1,00 Perfeita
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6.4. Identificacao das Espécies
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Totalizando, nos meses de Setembro e Outubro foram capturados 1.505

flebotomineos, dos quais 490 foram direcionados a avaliagdo de infec¢do natural por

Leishmania através do teste rapido SandFly e PCR e 42 fémeas foram separadas para

um posterior estudo sobre habito alimentar; estes 532 flebotomineos nao foram

identificados (Tabela 6).

Ao todo, 973 flebotomineos foram identificados (Tabela 11), correspondendo a

seis espécies: Nyssomyia intermedia, Migoneimyia migonei, Pintomyia fischeri,

Evandromyia edwardsi, Brumptomyia sp. € Micropygomyia capixaba — as trés primeiras

espécies supracitadas apresentam importancia epidemiologica nas Leishmanioses. Neste

trabalho ndo foram identificados espécimes de Lu. longipalpis.

Tabela 6. Flebotomineos nao identificados.

Meses Diagnéstico de Femeas o
y | N"dacoletaeLocal ¥ | infecgio natural pelo |  ingurgitadas ofais
TRePCR separadas v
o 1. Vacaria 70 70
£
< 2. Praia Grande 220 - 220
wn
3. Vacaria - = -
4. Praia Grande 70 = 70
E 5. Praia de Caetana 10 02 12
g .
5 6. Praia de Sao José 10 = 10
7. Praia da Cutuca 90 40 130
8. Praia Grande 20 - 20
Totais > 490 . 3




Tabela 7. Espécies capturadas em Setembro de 2014.
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Espécies >
N®da coleta e Local | v/ jsormedia| M. migonei | Brumptomyia sp. | P. fischeri| E. edwardsi | M. capixaba | Nio identificados | Totais V¥
v
1. Vacaria 20 01 01 - - - 70 92
2 Praia Grande 167 260 03 20 02 08 220 680
3. Vacaria 244 11 01 - 01 01 - 258
Totai
otais B 431 272 05 20 03 09 290 1030

Em Setembro 680 flebotomineos foram coletados na Praia Grande. As coletas N°1 e N°3 realizadas na Vacaria em Setembro somaram 350

flebotomineos. Totalizando, 1.030 flebotomineos foram capturados em Setembro (Tabela 7); 70 fémeas oriundas da Vacaria e 220 da Praia Grande

foram direcionadas ao diagnostico de infeccdo natural por Leishmania através do teste rapido e PCR, ndo sendo identificadas. O restante foi

direcionado a identificacdo de espécies.
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Tabela 8. Espécies capturadas em Outubro de 2014.

Espécies »

N°da oolt;ta eLocal | v intermedia| M. migonei | Brumptomyiasp. | P. fischeri| E. edwardsi | M. capixaba | Nio identificados | Totais ¥

4. Praia Grande 13 37 02 - 03 - 70 125

5. Praia de Caetana 13 09 - - - - 12 34

6. Praia de Sdo José 05 10 - - - - 10 25

7. Praia da Cutuca 32 69 - 03 02 01 130 gl

8. Praia Grande 07 27 - - - - 20 54

Totais b 70 152 02 03 05 01 242 475

Em Outubro 179 flebotomineos foram coletados na Praia Grande (somando as coletas N° 4 e N°8), 34 na Praia de Caetana, 25 na Praia de Sao
José e 237 na Praia da Cutuca, totalizando 475 flebotomineos (Tabela §); 80 fémeas e 10 machos (controle negativo) oriundos da Praia da Cutuca, 90
fémeas oriundas da Praia Grande, 10 da Praia de Caetana e 10 da Praia de Sao José e foram direcionados ao diagnostico de infec¢do natural por
Leishmania através do teste rapido e PCR, ndo sendo identificados. 42 fémeas ingurgitadas (2 da Praia de Caetana e 40 da Praia da Cutuca) foram

separadas para um posterior estudo sobre habito alimentar (Tabela 6). O restante foi direcionado a identificacao de espécies.



Tabela 9. Flebotomineos identificados em Setembro.

v | N dacoleta e Local | nr insermedia| M. migonei | Brumptomyia sp. | P. fischeri | E. edwardsi | M. capixaba| Totais ¥

v
o 1. Vacaria 20 01 01 - - - 22
g > Praia Grande 167 260 03 20 02 08 460
% 3 Vacaria 244 11 01 - 01 01 258

Totais de Setembro »

431 272 05 20 03 09 740

Em Setembro 740 flebotomineos foram identificados (Tabela 9), correspondendo a 6 espécies: Nyssomyia intermedia, Migoneimyia migonei,

Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi, Brumptomyia sp. € Micropygomyia capixaba.



Tabela 10. Flebotomineos identificados em Outubro.

Més Espécies »
y |Nda °°'°"a e Local | N7 intermedia| M. migonei | Brumptomyia sp. | P. fischeri | E. edwardsi | M. capixaba| Totais ¥
4. Praia Grande 13 37 02 - 03 s 55
e 5. Praia de Caetana 13 09 - = - - 22
5 -
B 6. Praia de Sio José 05 10 - - - 5 15
o
7. Praia da Cutuca 32 69 - 03 02 01 107
8. Praia Grande 07 27 - - - : 34
Totais de Outubro »
70 152 02 03 05 01 233

Em Outubro 233 flebotomineos foram identificados (Tabela 10), correspondendo as mesmas 6 espécies encontradas em Setembro.
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Tabela 11. Total de flebotomineos identificados.
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Espéecies »
N. intermedia | M. migonei | Brumptomyia sp. | P. fischeri | E. edwardsi | M. capixaba| Totais ¥

Local da coleta ¥
Praia Grande 187 324 05 20 05 08 549
Vacaria 264 12 02 - 01 01 280
Praia de Caetana 13 09 - - - - 22
Praia de Sao José 05 10 - . - - 15
Praia da Cutuca 32 69 - 03 02 01 107

is »

Torais 501 24 07 23 08 10 973

A espécie Nyssomyia intermedia predominou na Vacaria (94,28%) e Praia de Caetana (59,09%), seguido por Migoneimyia migonei (4,28%) e

(40,90%), respectivamente. Entretanto, nas areas que tiveram pools positivos de infeccao natural por Leishmania diagnosticados na PCR, Praia Grande,

Praia de Sao José e Praia da Cutuca, observou-se que a quantidade de M. migonei foi maior que a de Ny. intermedia (Tabela 10). Na Praia Grande, Ny.

intermedia correspondeu a 34,06% e M. migonei a 59,01%; na Praia de S@o José, Ny. intermedia correspondeu a 33,33% e M. migonei a 66,66%; Praia

da Cutuca Ny. intermedia correspondeu a 29,90% e M. migonei a 64,48% dos flebotomineos identificados.



Tabela 12. Espécies capturadas em Setembro e Outubro de 2014.
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Meses Espécies »
v | N dacoletaeLocal| n jnrermedia | M. migonei | Brumptomyia sp. | P. fischeri | E. edwardsi | M. capixaba | Nio identificados | Totais ¥
v
e 1. Vacaria 20 01 01 = = - 70 92
=]
=
- 2 Praia Grande 167 260 03 20 02 08 220 680
3. Vacaria 244 11 01 - 01 01 ; 258
4. Praia Grande 13 37 02 - 03 - 70 125
£ | 5. Praiade Caetana 13 09 - - - - 12 34
3 -
8 6. Praia de Sdo José 05 10 - - . . 10 25
7. Praia da Cutuca 32 69 g 03 02 01 130 237
8. Praia Grande 07 27 - - - - 20 54
Totais »
o 501 124 07 23 08 10 532 1505

Apesar de em Outubro ser realizada uma quantidade maior de coletas, o numero de flebotomineos capturados em Setembro (1.030) (Tabela 7)

superou a quantidade de flebotomineos capturados em Outubro (475) (Tabela 8). Dentre os 973 flebotomineos identificados (Tabela 11) houve uma

predominancia de Nyssomyia intermedia (51,4%) e Migoneimyia migonei (43,5%); estas duas espécies representaram 95,0% dos flebotomineos

1dentificados em Setembro e Outubro.



Tabela 13. Espécies capturadas em Setembro e Outubro de 2014 — machos e fémeas.
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Espécies b N.intermedia M..migonei | Brumptomyia sp. P. fischeri M. capixaba E. edwardsi  |Nao identificados Totais
Meses N°da coleta e
v Local ¥ Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Fémeas | Machos | Féemeas | Machos
1.Vacaria 08 12 01 - - 01 - - - - - - 70 - 79 13
2
=
E 2 Praia Grande 121 46 66 194 - 03 12 08 08 - 02 - 220 - 429 251
=
3.Vacaria 97 147 07 04 - 01 - - 01 - 01 - - - 106 152
4 Praia Grande| 03 10 07 30 01 01 = = - - 03 = 70 - 84 41
5.Praia de - - - -
Caetana 02 11 03 06 - - - - 12 - 17 17
£ )
= 6.Praia de Séo - - - -
= .
5’ Jose 02 03 01 09 - - - - 10 - 13 12
7. Praia da
Cutuca 15 17 03 66 - - 03 - 01 - 01 01 120 10 143 94
8. Praia Grande 04 03 06 21 = - = = - - = = 20 = 30 24
Totais 252 249 94 330 01 06 15 08 10 - 07 01 522 10 901 604

A quantidade de fémeas correspondeu a 59,9% e a de machos a 40,1% dos flebotomineos coletados. Apenas na coleta N° 3 na Vacaria o nimero

de machos superou o de fémeas. 53% das fémeas de cada coleta foram escolhidas ao acaso e direcionadas ao diagnostico de infec¢ao pela PCR e TR.
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7. DISCUSSAO

O levantamento da fauna flebotominica da Ilha da Marambaia foi feito pela

primeira vez no ano de 2009 por Novo et al. (2013) '%°

, que descreveram um total de
treze espécies coletadas, sendo a N. intermedia encontrada em maior densidade
(79,9%) e distribuida por toda a regido, seguida por M. migonei (18,7%). A presenca de
Lu. longipalpis foi constatada em baixa densidade (menos de 0,4% dos flebotomineos
coletados).

Alonso et al. '*' capturaram em 2010 na Ilha de Marambaia 14 espécies de
flebotomineos, inclusive Psathyromyia pascalei de que ainda nao havia registro na
regido. Novamente N. intermedia foi a espécie predominante (80,37 %) seguida por M.
migonei (18,2%). Lu. longipalpis correspondeu a 0,39% dos flebotomineos capturados.

Em 2012 Carmo et al. ' capturaram nove espécies de flebotomineos,
constatando novamente a ampla distribuicdo de N. intermedia (81%) seguida por M.
migonei (16%), assim como a baixa densidade de Lu. longipalpis, que representou
menos de 1,6% dos flebotomineos coletados, além de detectar 14,65% de caes
12soropositivos para LVC na Ilha da Marambaia no ano 2012.

Lima et al. '* capturaram 8 espécies de flebotomineos no periodo de Julho de
2012 a Julho de 2013 em Marambaia, 62,7% correspondendo a N. intermedia, 33,4% a
M. migonei e 2.4% a Lu. longipalpis.

Todos estes registros de coletas realizados na Ilha de Marambaia revelaram uma
ampla distribuicdo de N. intermedia, seguido por M. migonei, € uma baixa densidade de
Lu. longipalpis.

No presente trabalho, foi coletado um total de 1505 espécimes de flebotomineos.
Apesar de em Outubro ser realizada uma quantidade maior de coletas, o niimero de
flebotomineos capturados em Setembro (1.030) superou a quantidade de flebotomineos
capturados em Outubro (475). Estes resultados corroboram com Novo et al (2013), que
ao analisarem a sazonalidade das espécies de importancia epidemiologica na
transmissdo das Leishmanioses capturadas na Ilha de Marambaia (N. intermedia, M.
migonei, P. fischeri e Lu. longipalpis) concluiram que as quatro espécies, que juntas
representaram 99,5% dos flebotomineos capturados apresentaram maior densidade nos
meses de estacoes frias e secas (abril, maio, junho, julho, agosto e setembro).

Para identificar as espécies de flebotomineos utilizamos a nomenclatura de Galati
(2003) '¥’. E dentre essas, 6 espécies foram identificadas: Nyssomyia intermedia,

Migoneimyia migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi, Brumptomyia sp. €
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Micropygomyia capixaba. Nao foram identificados espécimes de Lutzomyia longipalpis.
Ao todo, as duas espécies mais abundantes foram Nyssomyia intermedia,
correspondendo a 51,4% dos flebotomineos identificados, seguido por Migoneimyia
migonei, que correspondeu a 43,5%, corroborando todos os estudos realizados na area.
Entretanto, notou-se que nas areas que tiveram pools positivos de infec¢dao natural por
Leishmania diagnosticados pela PCR, Praia Grande, Praia de Sao José e Praia da
Cutuca, a quantidade de M. migonei foi maior que a de Ny. intermedia. Na Praia
Grande, Ny. intermedia correspondeu a 34,06% e M. migonei a 59,01%; na Praia de Sao
José, Ny. intermedia correspondeu a 33,33% e M. migonei a 66,66%; Praia da Cutuca
Ny. intermedia correspondeu a 29,90% e M. migonei a 64,48% dos flebotomineos
identificados.

Em nossa area de estudo (Ilha de Marambaia), Alonso et al. (2014) detectaram
soroprevaléncia de 18,1% no grupo de cdes da Ilha (121 caes, correspondentes a 99%
dos caes da Ilha, desconsiderando os filhotes com idade inferior a trés meses) e isolaram
L. (L.) infantum em amostras com cultura positiva de 31,8% dos cdes soropositivos.
Nota-se que apesar da presenga de casos continuos de LVC (Leishmaniose Visceral
Canina) na Ilha de Marambaia hé registro de uma baixa densidade de Lu. longipalpis,
que ¢ o vetor da LV presente na regido, ressaltando que em nosso estudo, nenhum
exemplar foi identificado.

Cabe destacar que Lu. longipalpis ¢ incriminado como vetor da Leishmaniose
Visceral no Brasil, mas apenas baseado em evidéncias epidemiologicas no Estado do

. . 57,129, 130
Rio de Janeiro °"

. Tudo isto corrobora na ideia de que outras espécies de
flebotomineos ainda ndo comprovadas possam estar atuando na transmissao de L. (L.)
infantum em areas endémicas de Leishmaniose Visceral em que ndo sdo encontrados os
vetores conhecidos, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, ou sdo encontrados em
baixa densidade. Existem trabalhos que mostram que a espécie M. migonei tem sido
sugerida como possivel vetor de L. (L.) infantum, em La Banda, na Argentina ' e no
Estado de Pernambuco '*°.

A determinacdo de infeccdo natural para identificacio de espécies vetoras,
sobretudo nas regides endémicas, e a identificacdo correta da espécie de leishmania em
uma determinada espécie de flebotomineo sdo de grande importincia na epidemiologia

. . 1
das Leishmanioses

32 Sendo assim, 53% do total das fémeas de cada coleta foram
escolhidas ao acaso e direcionadas ao diagndstico de infecg¢@o natural pela PCR e Teste
Rapido. 49 pools contendo 10 flebotomineos foram analisados.

Segundo Killick-Kendrick (1990) 133 existem critérios que devem ser
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obedecidos para se confirmar uma espécie de flebotomineo como vetora de
Leishmanioses. Critérios essenciais correspondem ao grau de antropofilia; distribui¢ao
espacial coincidente com a drea geografica de ocorréncia de casos de infeccdo humana;
infeccdo natural por parasitos do género Leishmania, identificados como pertencentes a
mesma espécie que infecta o homem na mesma area geografica, além de critérios
complementares que avaliam a capacidade de desenvolvimento do parasito nas fémeas
de flebotomineos infectadas experimentalmente, assim como a capacidade destas se
infectarem e transmitirem o parasito através da picada. Porém, sendo os critérios
essenciais determinados, ¢ possivel sugerir o potencial papel vetorial de uma
determinada espécie de flebotomineo. Desta forma, o diagnodstico de infec¢dao natural
entra como uma ferramenta complementar em estudos de fauna flebotominica e a
utilizagdo de um possivel teste rapido diretamente no campo e que fornega algumas
informacgdes quanto ao indice de infec¢do pode funcionar como ferramenta pratica que
permita a avaliagdo rapida do risco de ocorréncia das Leishmanioses, permitindo o
controle eficiente destes vetores nas areas endémicas através de programas de vigilancia
epidemioldgica.

Neste contexto, a PCR entra como uma ferramenta importante para a avaliacdo da
viabilidade da utilizagdo deste teste, sendo uma metodologia amplamente utilizada nos
ultimos anos para o diagnostico de infeccdo natural em flebotomineos coletados em

. , A s .1 21 2, 111
diferentes 4reas endémicas do Brasil 2! %%

, constituindo nosso padrdo ouro de
deteccdo do parasito nos flebotomineos coletados. As principais vantagens do uso da
PCR consistem na sua maior sensibilidade e especificidade comparada aos métodos
convencionais, possibilitando a identificagdo de material genético de Leishmania,
mesmo em quantidades minimas como 50fg de DNA do parasito '**; além da rapidez do
diagnéstico quando uma grande amostragem de flebotomineos precisa ser avaliada 98,99,
Para isso se faz necessaria a escolha de um alvo molecular adequado que confira uma
maior sensibilidade e especificidade de deteccdo do parasito. Neste sentido, os
minicirculos que fazem parte da rede de kDNA dos parasitos do género Leishmania,
estdo presentes em cerca de 10.000 copias por rede e possuem em comum uma Unica
regido de seqiiéncia conservada. O fato dessas moléculas estarem presentes em
multiplas copias no genoma mitocondrial, aliado a presenga de uma regido de seqiiéncia
conservada evolutivamente nas diferentes espécies do género Leishmania, as tornam um

excelente alvo molecular para estudos diagnosticos, clinicos e epidemiologicos das

Leishmanioses.
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O diagnostico de infecg¢do natural através da PCR revelou 7 resultados positivos
nas 29 amostras de Setembro, sendo todos estes pools positivos de flebotomineos
capturados em Praia Grande. A taxa minima de infec¢cdo encontrada na Praia Grande em
Setembro foi de 3,1% e a taxa minima de infec¢do em Setembro foi de 2,4%. Em
Outubro a PCR revelou 7 resultados positivos nas 19 amostras com fémeas, sendo 4 de
flebotomineos capturados na Praia da Grande, 1 da Praia de Sao José (inico pool desta
area) e 2 da Praia da Cutuca. A taxa minima de infeccdo encontrada em Praia Grande
em Outubro foi de 4,4% e a taxa minima de infec¢ao encontrada na Praia da Cutuca em
Outubro foi de 2,5%. A taxa minima de infec¢do em Outubro foi de 3,6%. A taxa
minima de infec¢dao nos dois meses foi de 2,9% e a taxa minima de infec¢do em Praia
Grande nos dois meses foi 3,5%. As amostras tiveram suas reagoes de PCR e
eletroforese repetidas para confirmacdo do resultado. Cabe ressaltar que a taxa de
infeccdo encontrada em Praia Grande ¢ considerada alta em relagdo a descrita na
literatura e carece de mais investigacdes na drea. A espécie predominante identificada
nesta area foi M. migonei, correspondendo a 59,01%, seguido por Ny. Intermedia, que
correspondeu a 34,06%.

Lima et al (2014) investigou infec¢@o natural por leishmania em L. intermedia, M.
migonei € Lu. longipalpis capturados na Ilha de Marambaia. Dos 1622 flebotomineos
coletados, estas espécies foram agrupadas em 51 pools de L. intermedia, 16 de L.
migonei, todos estes pools com 10 flebotomineos, e 1 pool de Lu. longipalpis com
apenas 6 exemplares. A PCR convencional e a PCR em tempo real revelaram infeccao
natural por L. (L.) infantum em N. intermedia (3 pools positivos) e M. migonei (1 pool
positivo) e em N. intermedia por Leishmania spp. (2 pools positivos), ndo encontrando
infec¢do natural em Lu. longipalpis. A taxa minima de infecc¢ao por L. (L.) infantum em
N. intermedia e M. migonei encontrada foi de 0,6% e a taxa minima de infeccao
encontrada em N. intermedia e M. migonei por Leishmania spp. foi de menos de 1%.

Baseando-se nos fatos de que existe registro de infeccao de Leishmania spp. e L.
(L.) infantum em N. intermedia ¢ M. migonei capturados na Ilha de Marambaia '**, e
que diversos trabalhos anteriores realizados na Ilha demostram uma baixa densidade de
Lu. longipalpis além do predominio de N. intermedia e M. migonei, pode-se concluir
que a alta taxa de infeccdo por Leishmania spp. encontrada nos flebotomineos
capturados na Praia Grande estd provavelmente relacionada a outras espécies que nao
Lu. longipalpis.

A Ilha da Marambaia pertence ao municipio de Mangaratiba, que ¢ considerado

endémico para LTA "*'. Segundo Alonso et al, em Marambaia houve a notificagio de
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um caso Leishmaniose Cutaneo-mucosa (1996) e dois casos de LTA (2002) em
humanos. Entretanto ndo ha registro de casos humanos de LVA na Ilha, mas apenas de
LVC. Segundo Souza et al. 2003, na zona oeste do municipio do Rio de Janeiro a LVC ¢
encontrada por anos sem o registro de casos humanos, o que também pode estar
relacionado a participagao de outro flebotomineo no ciclo de transmissao com habitos
alimentares direcionados para os cées e outros animais .

Em relagdo aos resultados obtidos no teste rapido foram 4 resultados positivos nos
49 pools analisados, todos sendo fracos. Em alguns testes realizados em Outubro
observou-se que ao invés de aparecer uma ou duas linhas horizontais (no caso de ser
positivo), o teste manchava como se corassem linhas verticais. Por este motivo, foi
decidido utilizar um pool de machos para controle negativo do teste. O TR utilizando o
pool com flebotomineos machos também manchou. Logo, os testes que foram
registrados anteriormente como resultados incertos devido as manchas foram
considerados negativos. Na realizagdo dos testes rapidos, as linhas de controle positivo
do teste (C) apareceram bem visiveis. Entretanto as linhas de resultado positivo (T)
apareceram bastante fracas em todos os 4 resultados positivos, causando duvida e
inseguranca na leitura dos resultados. Esta leitura “diibia” pode contribuir para explicar
a baixa sensibilidade e os resultados falsos positivos.

Os resultados dos testes rapidos foram comparados aos resultados da PCR,
considerada como o padrdo-ouro neste trabalho. A sensibilidade e especificidade
comparadas (também conhecidas por co-positividade e co-negatividade), assim como o
Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo (VPN) foram calculados. A
estatistica Kappa (k) foi utilizada para observar a concordancia entre os métodos de
diagnostico. Cabe ressaltar que a PCR ¢ uma técnica que apresenta uma alta
sensibilidade e utiliza como alvo a regido conservada do minicirculo do kDNA, presente
em cerca de 10.000 copias por parasito, o0 que aumenta ainda mais a sensibilidade da
técnica, e por este motivo, um teste sorologico pode ser incapaz de alcangar a mesma
sensibilidade.

Apds a comparagdo dos resultados dos testes rapidos com os obtidos na PCR
(padrdo-ouro) foi feita a avaliagdo dos testes como nova opcdo de diagndstico de
infec¢ao em flebotomineos por Leishmania spp..

Dos 49 testes realizados: 2 revelaram ser verdadeiros positivos, 33 verdadeiros
negativos, 2 falsos positivos e 12 falsos negativos. Os resultados foram analisados
usando o programa BioEstat versdo 5.3. Para verificar a concordancia entre os testes

diagnosticos foi utilizado o indice de concordancia de Kappa. Esta concordancia foi
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considerada fraca, com o valor de k= 0,1091. A sensibilidade relativa encontrada foi de
14% e a especificidade relativa de 94,2%. O Valor Preditivo Positivo encontrado foi
VPP= 0,50 enquanto o Valor Preditivo Negativo foi VPN= 0,73; a acuracia foi 0,71.

A andlise estatistica dos resultados revelou que o teste rapido SandFly possui uma
especificidade boa, mas necessita de melhoria na sensibilidade. O fato de que as fémeas
de flebotomineos também sao hospedeiras de algumas espécies de Trypanosoma e
Endotrypanum '™, ¢ que podem ter reagido com as proteinas utilizadas no teste, visto
que as técnicas moleculares como a PCR tem aumentado a sensibilidade e
especificidade da identifica¢io do parasita > podem explicar os dois resultados falsos
positivos obtidos.

Apesar do N de amostras analisadas ter sido relativamente baixo, o N de infec¢do
natural encontrado foi alto, possibilitando a avaliagao do TR.

Um fator importante que pode estar relacionado a baixa sensibilidade ¢ a de que a
quantidade padronizada de deteccdo de parasitos pelo TR pode ndo coincidir com a
quantidade de parasitos em flebotomineos infectados em campo. Ademais, cabe lembrar
que as amostras foram divididas para o diagnostico pela PCR, o que pode ter
minimizado a sensibilidade encontrada no TR.

A dificuldade no maceramento dos pools de flebotomineos representou um
possivel importante viés e pode também explicar a baixa sensibilidade no TR. Ajustes
devem ser feitos na técnica de maceramento. A qualidade da visualizagdao da linha T
deve ser melhorada. Apesar destes aspectos que influenciaram na sensibilidade do TR,
ele foi capaz de detectar 2 positivos em 14 amostras positivas, mostrando um potencial
para sua utilizacdo futura.

Nao houve tempo habil para a identificacao das leishmanias positivas na PCR em
nivel de espécie; sendo identificadas até o género Leishmania. O sequenciamento sera
feito posteriormente.

Apos a realizagdo deste trabalho entende-se que, apos as melhorias sugeridas, este
TR pode funcionar como ferramenta pratica que permitird a avaliagdao rapida em campo
do risco de ocorréncia das Leishmanioses, funcionando como forma de triagem para

Leishmania spp. em areas potencialmente produtoras de Leishmanioses.
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8. CONCLUSAO

- O diagnostico de infec¢do natural por leishméanias através da técnica de PCR
revelou 7 resultados positivos nas amostras do primeiro més ¢ 7 nas amostras do
segundo, totalizando 14 resultados positivos. Os testes rapidos revelaram 1 resultado
positivo no primeiro més ¢ 3 no segundo, totalizando 4 resultados positivos. Entretanto,

apenas dois resultados positivos coincidiram na PCR e teste rapido.

- Os célculos feitos revelaram a sensibilidade comparada dos testes rapidos com a
PCR de 14%. A especificidade comparada encontrada foi de 94,2%. O valor encontrado
para o VPP = 0,50 e para o VPN= 0,73. A acuracia= 0,71. A estatistica Kappa k=
0,1091.

- O resultado da estatistica Kappa revelou a conclusdo da replicabilidade: o teste
rapido SandFly possui concordancia fraca considerando a PCR como padrdo ouro.

Embora a especificidade do teste seja boa, a sensibilidade deve ser melhorada.

- Neste trabalho, 6 espécies foram identificadas: Nyssomyia intermedia,
Migoneimyia migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi, Brumptomyia sp. €
Micropygomyia capixaba. A identificacdo dos flebotomineos ndo direcionados ao
diagnostico de infec¢do natural por Leishmania concordou com os trabalhos realizados
anteriormente na Ilha de Marambaia, demonstrando o predominio de N. intermedia,
seguido por M. migonei, espécies de importancia epidemioldgica para LTA. Contudo,
em todas as areas que tiveram pools positivos diagnosticados na PCR (Praia Grande,
Praia de Sao Jos¢ e Praia da Cutuca), a quantidade de flebotomineos identificados

correspondentes a M. migonei foi maior que a de N. intermedia.

- Este trabalho registrou pela primeira vez infec¢do natural por Leishmania em
flebotomineos relacionada a diferentes areas em Marambaia. O diagnostico feito pela
PCR revelou resultados positivos em 3 areas na Ilha de Marambaia: Praia Grande, Praia
de Sao José e Praia da Cutuca. As taxas de infec¢do encontradas em ambas as areas
foram relevantes. O Unico pool analisado da Praia de Sdo José foi positivo, a taxa
minima de infec¢do encontrada na Praia da Cutuca foi de 2,5% e a taxa minima de
infeccdo encontrada em Praia Grande foi de 3,5%, considerada alta em relagdo a

descrita na literatura, carecendo de mais investigagdes.
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9. PERSPECTIVAS

Dada a necessidade de um método de investigagdo de infeccdo natural em
flebotomineos por Leishmania spp., de facil execugdo e baixos custos que ajude a
vigilancia epidemiologica do controle vetorial das Leishmanioses, a melhoria da
sensibilidade do teste rapido SandFly e sua validagdo em campo apontam para um
avanco significativo no combate a estas doencgas negligenciadas.

As coletas e a realizacdo dos testes rapidos e PCR deverdo continuar a serem
realizadas em colaboragdo entre o Laboratorio de Vetores Miguel Alves de Souza da
(ENSP), Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas do IOC e Bio-
Manguinhos. As capturas deverdo seguir nas areas de resultados positivos obtidos na
PCR direcionados ao diagndstico, principalmente na Praia Grande.

Dando continuidade a este trabalho de investigacdo de infeccdo natural em
flebotomineos por Leishmania na Ilha de Marambaia, deverdao ser identificadas as
espécies de flebotomineos com o objetivo de correlaciona-las com as taxas de infecgao.

Apo6s as etapas da hibridizagdo e da identificagdo das leishmanias positivas na
PCR em nivel de espécie através do sequenciamento serem concluidas, o artigo

referente a alta taxa de infecgdo encontrada neste trabalho sera submetido a publicagao.
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1. Fichas de testes rapidos.

FICHA DE TESTE RAPIDO
AREA: ILHA DE MARAMBAIA

COLETA N°1
LOCAL DE COLETA: VACARIA

DATA DA COLETA: 22-23/09/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 23/09/2014
AMOSTRAS PARA TESTES: 7 POOLS DE 10 FEMEAS = 7 TESTES

PRIMEIRA REALIZACAO DOS TESTES
DURANTE A REALIZACAO:
TEMPERATURA: 24.3°C a 24.5°C
UMIDADE: 74%

AMOSTRA A01 NEGATIVO (X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A02 NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()
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AMOSTRA A03

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A04

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

SEGUNDA REALIZACAO DOS TESTES
DURANTE A REALIZACAO:
TEMPERATURA: 22.6°C a 22.7°C
UMIDADE: 77%

AMOSTRA A05

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A06

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ( )

AMOSTRA A07

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()
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COLETA N°2
LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

DATA DA COLETA: 23-24/09/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 24/09/2014
AMOSTRAS PARA TESTES: 22 POOLS DE 10 FEMEAS = 22 TESTES

TERCEIRA REALIZACAO DOS TESTES
DURANTE A REALIZACAO:
TEMPERATURA: 24.6°C a 25.1°C
UMIDADE: 64% a 68%

AMOSTRA A08

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A09

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A10

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA All

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()
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QUARTA REALIZACAO DOS TESTES
DURANTE A REALIZACAO:
TEMPERATURA: 26.1°C
UMIDADE: 57%

AMOSTRA A12

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ( )

AMOSTRA Al3

NEGATIVO ()

POSITIVO (X) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO (X)

AMOSTRA Al4

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA Al5

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA Al6

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A17

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A18

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A19

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()
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AMOSTRA A20

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A21

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A22

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A23

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A24

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A25

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A26

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A27

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA A28

NEGATIVO (X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()
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NEGATIVO (X)

AMOSTRA A29 POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

TOTAL DE TESTES REALIZADOS: 29 TESTES
(29 POOLS DE 10 FEMEAS, TOTALIZANDO 290 FLEBOTOMINEOS)
RESULTADO: 28 TESTES NEGATIVOS E 1 TESTE POSITIVO FRACO.

FICHA DE TESTE RAPIDO
AREA: ILHA DE MARAMBAIA

QUINTA REALIZACAO DOS TESTES
DURANTE A REALIZACAO DOS TESTES:
TEMPERATURA: 24,0°C a 25,1°C
UMIDADE: 77% A 80% (manha)

COLETA N° 4
LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

DATA DA COLETA: 27-28/10/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 28/10/2014
AMOSTRAS PARA TESTES: 7 POOLS DE 10 FEMEAS = 7 TESTES

AMOSTRA B0l NEGATIVO (X) ndo manchou
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ()
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AMOSTRA B02

NEGATIVO (X) manchou e sumiu
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ( )

AMOSTRA B03

NEGATIVO (X) ndo manchou
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ( )

AMOSTRA B04

NEGATIVO () manchou e permaneceu
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ()
RESULTADO INCERTO

AMOSTRA B05

NEGATIVO ( ) manchou e permaneceu
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ()
RESULTADO INCERTO

AMOSTRA B06

NEGATIVO (X) manchou e sumiu
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ( )

AMOSTRA B07

NEGATIVO (X) manchou e sumiu
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ()

SEXTA REALIZACAO DOS TESTES
DURANTE A REALIZACAO DOS TESTES:
TEMPERATURA: 24,8°C A 25,1°C
UMIDADE: 77% (tarde)
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COLETA N°5
LOCAL DE COLETA: Praia de Caetana — Peridomicilio

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 29/10/2014
AMOSTRAS PARA TESTES: 1 POOL DE 10 FEMEAS = 1 TESTE

AMOSTRA B08 NEGATIVO (X))
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO ( )

COLETAN°6
LOCAL DE COLETA: Praia de Séio José - Galinheiro

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 29/10/2014
AMOSTRAS PARA TESTES: 1 POOL DE 10 FEMEAS = 1 TESTE

AMOSTRA B09 NEGATIVO ( X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

COLETA N°7
LOCAL DE COLETA: Praia da Cutuca — Galinheiro
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DATA DA COLETA: 28-29/10/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 29/10/2014

AMOSTRAS PARA TESTES: 8 POOLS DE 10 FEMEAS E 1 POOL DE 10 MACHOS PARA CONTROLE

NEGATIVO (B18)
=9 TESTES

AMOSTRA B10

NEGATIVO ( X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA Bl11

NEGATIVO ( )
POSITIVO ( X ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )

FRACO (X)

AMOSTRA B12

NEGATIVO ( X )
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ( )

AMOSTRA B13

NEGATIVO ( )
POSITIVO ( X ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ( X)

AMOSTRA B14

NEGATIVO ( )
POSITIVO ( X ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO (X)

AMOSTRA B15

NEGATIVO (X )
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ( )
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AMOSTRA B16 NEGATIVO ( X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA B17 NEGATIVO ( X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA B18 NEGATIVO ( X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

COLETA N°8
LOCAL DE COLETA: Praia Grande — Peridomicilio

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014.
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
ARMADILHA CDC
DATA DA REALIZACAO DOS TESTES: 29/10/2014
AMOSTRAS PARA TESTES: 2 POOLS DE 10 FEMEAS =2 TESTES

AMOSTRA B19 NEGATIVO ( X)
POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()

AMOSTRA B20 NEGATIVO ( X)

POSITIVO ( ) — FORTE ( ) MEIO FORTE ( )
FRACO ()
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FEMEAS ALIMENTADAS SEPARADAS:
2 FEMEAS DA QUINTA COLETA E 40 DA SETIMA COLETA,
TOTALIZANDO 42 FEMEAS

TOTAL DE TESTES REALIZADOS: 20 TESTES
(19 POOLS DE 10 FEMEAS, TOTALIZANDO 190 FEMEAS E 1 POOL DE 10 MACHOS,
TOTALIZANDO 200 FLEBOTOMINEOS)
42 FEMEAS ALIMENTADAS SEPARADAS
RESTANTE DIRECIONADO PARA IDENTIFICACAO DE ESPECIES EM LABORATORIO
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2. Comparacio entre testes rapidos e PCR.

COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS DO TESTE RAPIDO E DA PCR

COLETAN’1
AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: VACARIA

AMOSTRA TESTE RAPIDO PCR AVALIACAO
(PRIMEIRA (VERDADEIRO
REALIZACAO) POSITIVO/
VERDADEIRO
NEGATIVO/ FALSO
POSITIVO/
FALSO NEGATIVO)
AMOSTRA A01 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A02 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A03 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A04 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA TESTE RAPIDO PCR AVALIACAO
(SEGUNDA
REALIZACAO)
AMOSTRA A05 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
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AMOSTRA A06 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A07 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
COLETA N°2
AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: PERIDOMICILIO
AMOSTRA TESTE RAPIDO PCR AVALIACAO
(TERCEIRA
REALIZACAO)
AMOSTRA A08 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A09 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A10 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA All NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA TESTE RAPIDO PCR AVALIACAO
(QUARTA
REALIZACAO)
AMOSTRA A12 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A13 POSITIVO FRACO POSITIVO VERDADEIRO
POSITIVO
AMOSTRA Al4 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO

NEGATIVO
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AMOSTRA Al5 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A16 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A17 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA A18 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA A19 NEGATIVO POSITIVO
FALSO NEGATIVO
AMOSTRA A20 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A21 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A22 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA A23 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA A24 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA A25 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A26 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A27 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A28 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA A29 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO

NEGATIVO
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TOTAL: 29 POOLS DE 10 FEMEAS, TOTALIZANDO 290 FLEBOTOMINEOS.
RESULTADO DOS TESTES RAPIDOS: 28 NEGATIVOS E 1 POSITIVO FRACO (AMOSTRA A13).
RESULTADO DA PCR: 7 POSITIVOS (A13, A17, A18, A19, A22, A23 e A24).
AVALIACAO DOS TESTES RAPIDOS: 22 VERDADEIROS NEGATIVOS; 1 VERDADEIRO
POSITIVO (A13);

6 FALSOS NEGATIVOS.

TAXA MINIMA DE INFECCAO NA PRAIA GRANDE: 3,1; TAXA MINIMA DE INFECCAO: 2,4.
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COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS DO TESTE RAPIDO E DA PCR

COLETA N° 4
AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

AMOSTRA TESTE RAPIDO PCR AVALIACAO
(QUINTA (VERDADEIRO
REALIZACAO) POSITIVO/
VERDADEIRO
NEGATIVO/ FALSO
POSITIVO/
FALSO NEGATIVO)
AMOSTRA BO01 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA B02 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA B03 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA B04 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA BO05 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA B06 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
AMOSTRA B07 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
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COLETA N°S

AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: PRAJA DE CAETANA

AMOSTRA TESTE RAPIDO PCR AVALIACAO
(SEXTA REALIZACAO)
AMOSTRA B0S NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
COLETA N°6
AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: PRAIA DE SAO JOSE
AMOSTRA B09 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO
COLETAN°7
AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: PRAIA DA CUTUCA
AMOSTRA B10 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA B11 POSITIVO FRACO NEGATIVO FALSO POSITIVO
AMOSTRA B12 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA B13 POSITIVO FRACO POSITIVO VERDADEIRO
POSITIVO
AMOSTRA B14 POSITIVO FRACO NEGATIVO FALSO POSITIVO
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AMOSTRA B15 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO

AMOSTRA B16 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO

AMOSTRA B17 NEGATIVO POSITIVO FALSO NEGATIVO

AMOSTRA B18 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO

COLETA N°8

AREA: ILHA DE MARAMBAIA
LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

AMOSTRA B19 NEGATIVO NEGATIVO
VERDADEIRO
NEGATIVO
AMOSTRA B20 NEGATIVO NEGATIVO VERDADEIRO
NEGATIVO

TOTAL: 19 POOLS DE 10 FEMEAS E 1 POOL DE 10 MACHOS, TOTALIZANDO 200
FLEBOTOMINEOS.

* 42 FEMEAS ALIMENTADAS SEPARADAS

RESULTADO DOS TESTES RAPIDOS: 17 NEGATIVOS E 3 POSITIVOS FRACOS (AMOSTRA B11,
B13 E B14).

RESULTADO DA PCR: 7 POSITIVOS (B01, B02, B05, B06, B09, B13 E B17).
AVALIACAO DOS TESTES RAPIDOS: 1 VERDADEIRO POSITIVO (B13), 2 FALSOS POSITIVOS

(AMOSTRA B11 E B14) , 11 VERDADEIRO-NEGATIVOS, 6 FALSOS NEGATIVOS (B01, B02, B0S,
B06, B09 E B17).
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3. Fichas de coleta.

FICHA DE COLETA

AREA: ILHA DE MARAMBAIA

COLETAN°1
LOCAL DE COLETA: VACARIA

DADOS CLIMATICOS/COLETA

DATA DA COLETA: 22-23/09/2014

COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (21/09/2014): 11,4
milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,2 milimetros.
ARMADILHA CDC

) TEMPERATURA - durante a coleta: entre 15,5°C ¢ 20,3°C.
NUMERO DE ARMADILHAS: 2

UMIDADE - durante a coleta: 100%.
(AMOSTRAS PARA TESTE: 7 POOLS DE 10

FEMEAS =7 TESTES) VELOCIDADE DO VENTO - entre 0,0 c 2,4 m/s.

FASE LUNAR: tltima noite de lua minguante.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 92 (82 FEMEAS E 10 MACHOS).

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 12 8 20
Migoneimyia migonei - 1 1

- 1 1
Brumptomyia sp.

R .. . 70 - 70

Fémeas nao identificadas

82 10 92
Total
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COLETA N°2

LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

DATA DA COLETA: 23-24/09/2014
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
NUMERO DE ARMADILHAS: 2

(AMOSTRAS PARA TESTE: 22 POOLS DE 10
FEMEAS = 22 TESTES)

DADOS CLIMATICOS/COLETA

PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (22/09/2014): 0,0

milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,0 milimetros.
TEMPERATURA - durante a coleta: entre 16,8°C ¢ 22,4°C.
UMIDADE - durante a coleta: 100%.

VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 € 5,6 m/s.

FASE LUNAR: Lua: primeira noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 680 (429 FEMEAS E 251 MACHOS)

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 121 46 167
Migoneimyia migonei 66 194 260
Micropygomyia. capixaba 08 - 08
Pintomyia fischeri 12 08 20
Brumptomyia sp. - 03 03
Evandromyia Edwardsi 02 - 02
Fémeas nao identificadas 220 - 220
Total 429 251 680
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COLETA N°3

LOCAL DE COLETA: VACARIA

DATA DA COLETA: 23-24/09/2014
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
NUMERO DE ARMADILHAS: 3

(AMOSTRAS PARA TESTE: 0)

DADOS CLIMATICOS/COLETA

PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (22/09/2014): 0,0

milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,0 milimetros.
TEMPERATURA - durante a coleta: entre 16,8°C ¢ 22,4°C.
UMIDADE - durante a coleta: 100%.

VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 € 5,6 m/s.

FASE LUNAR: Lua: primeira noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 258 (106 FEMEAS E 152 MACHOS)

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 97 147 244
Migoneimyia migonei 07 04 11
Brumptomyia sp. - 01 01
Micropygomyia. capixaba 01 - 01
Evandromyia Edwardsi 01 - 01
Total 106 152 258

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS NO PRIMEIRO MES: 1.030

TOTAL DE FEMEAS COLETADAS: 617

TOTAL DE MACHOS COLETADOS: 413

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS IDENTIFICADOS: 740

290 FEMEAS DIRECIONADAS PARA REALIZACAO DOS TESTES RAPIDOS E NAO IDENTIFICADAS
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FICHA DE COLETA

AREA: ILHA DE MARAMBAIA

COLETA N°4
LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

DADOS CLIMATICOS/COLETA
DATA DA COLETA: 27-28/10/2014

COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (26/10/2014): 13,4
milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 13,6 milimetros.
ARMADILHA CDC

) TEMPERATURA - durante a coleta: entre 17,3°C € 21,9°C.
NUMERO DE ARMADILHAS: 2

UMIDADE - durante a coleta: 99 a 100%.
(AMOSTRAS PARA TESTE: 07 POOLS DE 10

FEMEAS =07 TESTES) VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 (& 4,1 m/s.

FASE LUNAR: quinta noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 125 (84 FEMEAS E 41 MACHOS).

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 03 10 13
Migoneimyia migonei 07 30 37

i 01 01 02

Brumptomyia sp.

03 - 03
Evandromyia Edwardsi

70 - 70
Nao identificados

84 41 125
Total
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COLETA N°5

LOCAL DE COLETA: PRAIA DE CAETANA

DADOS CLIMATICOS/COLETA

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014

PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (27/10/2014): 0,2

COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,0 milimetros.

NUMERO DE ARMADILHAS: 2 TEMPERATURA - durante a coleta: entre 17,7°C ¢ 21,6°C.

(AMOSTRAS PARA TESTE: 01 POOL DE 10
FEMEAS = 01 TESTE)

UMIDADE - durante a coleta: 100%.
VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 € 3,3 m/s.

FASE LUNAR: sexta noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 34 (17 FEMEAS E 17 MACHOS)

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 02 11 13
Migoneimyia migonei 03 06 09
Nao identificados 12 - 12
Total 17 17 34
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COLETAN°6

LOCAL DE COLETA: PRAIA DE SAO JOSE

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
NUMERO DE ARMADILHAS: 2

(AMOSTRAS PARA TESTE: 01 POOL DE 10
FEMEAS = 01 TESTE)

DADOS CLIMATICOS/COLETA

PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (27/10/2014): 0,2

milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,0 milimetros.
TEMPERATURA - durante a coleta: entre 17,7°C ¢ 21,6°C.
UMIDADE - durante a coleta: 100%.

VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 € 3,3 m/s.

FASE LUNAR: sexta noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 25 (13 FEMEAS E 12 MACHOS)

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 02 03 05
Migoneimyia migonei 01 09 10
Nao identificados 10 - 10
Total 13 12 25
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COLETAN°7

LOCAL DE COLETA: PRAIA DA CUTUCA

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
NUMERO DE ARMADILHAS: 2

(AMOSTRAS PARA TESTE: 08 POOLS DE 10
FEMEAS E 01 POOL DE 10 MACHOS (CONTROLE
NEGATIVO)= 09 TESTES)

DADOS CLIMATICOS/COLETA

PRECIPITACAO - Dia anterior a coleta (27/10/2014): 0,2

milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,0 milimetros.
TEMPERATURA - durante a coleta: entre 17,7°C ¢ 21,6°C.
UMIDADE - durante a coleta: 100%.

VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 € 3,3 m/s.

FASE LUNAR: sexta noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 237 (143 FEMEAS E 94 MACHOS)

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 15 17 32
Migoneimyia migonei 03 66 69
Pintomyia fischeri 03 - 03
Micropygomyia. capixaba 01 - 01
Evandromyia Edwardsi 01 01 02
Nao identificados 120 10 130
Total 143 94 237
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COLETA N°8

LOCAL DE COLETA: PRAIA GRANDE

DATA DA COLETA: 28-29/10/2014
COLETA 12 HORAS: 19:00-07:00hr
NUMERO DE ARMADILHAS: 2

(AMOSTRAS PARA TESTE: 02 POOLS DE 10

FEMEAS= 02 TESTES)

DADOS CLIMATICOS/COLETA

PRECIPITACAO - Dia anterior & coleta (27/10/2014): 0,2

milimetros; 24 horas anteriores a coleta: 0,0 milimetros.

TEMPERATURA - durante a coleta: entre 17,7°C ¢ 21,6°C.

UMIDADE - durante a coleta: 100%.

VELOCIDADE DO VENTO — entre 0,0 € 3,3 m/s.

FASE LUNAR: sexta noite de lua nova.

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS: 54 (30 FEMEAS E 24 MACHOS)

ESPECIES COLETADAS/SEXO

Fémeas Machos Total
Nyssomia Intermedia 04 03 07
Migoneimyia migonei 06 21 27
Nao identificados 20 - 20
Total 30 24 54

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS COLETADOS NO SEGUNDO MES: 475

TOTAL DE FEMEAS COLETADAS: 287

TOTAL DE MACHOS COLETADOS: 188

TOTAL DE FLEBOTOMINEOS IDENTIFICADOS: 233

190 FEMEAS E 10 MACHOS (CONTROLE NEGATIVO) DIRECIONADOS PARA REALIZACAO DOS
TESTES RAPIDOS E NAO IDENTIFICADOS




