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“A ciéncia nuncaresolve um problema
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) tem sido foco de preocupacdo dos 6rgdos de saude
publica e sua importancia é devido a possibilidade de a doenca assumir formas
graves e letais em humanos. Nos ultimos dez anos foram notificados 14 casos de LV
em Italna, o0 que caracteriza 0 municipio como area recente e esporadica de
transmissao. A proposta deste trabalho foi estudar os aspectos ecoepidemiolégicos
envolvidos na transmissdo da LV no municipio de Itaina. Capturas entomoldgicas
foram realizadas em onze bairros do municipio, utilizando armadilhas luminosas do
tipo HP, instaladas no peri e intradomicilio, durante o periodo de maio de 2015 a
abril de 2016, para avaliar a influéncia dos fatores climaticos na distribuicdo mensal
dos flebotomineos capturados em campo, bem como detectar a infeccdo e
caracterizar a espécie de Leishmania nestes flebotomineos. Foi realizado inquérito
canino amostral por meio do diagnostico sorologico, utilizando os testes DPP e
ELISA. Sessenta caes soropositivos foram necropsiados para obtencéo de amostras
de pele, linfonodo mesentérico, baco e aspirado de medula O0ssea. Estes tecidos
foram analisados por métodos parasitologicos e moleculares, visando a confirmacéo
da infeccdo e -caracterizagdo da espécie de Leishmania circulante nestes
reservatorios. Durante o periodo de estudo, foram capturados 1786 flebotomineos,
destes 84% dos exemplares eram Lutzomyia longipalpis. Em relacdo ao
comportamento dos espécimens, 20% foram capturados no intradomicilio. A
correlacdo entre o numero de flebotomineos capturados com as variaveis climaticas
foi estatisticamente significativa para a variavel temperatura. Dos 133 pools
analisados, nove apresentaram-se positivos para Leishmania, ficando a taxa minima
geral de infeccdo em 2,91%. Apds o sequenciamento foi confirmado que a espécie
circulante nos flebotomineos é Leishmania (L) infantum. Em relacdo aos estudos de
infeccdo nos tecidos caninos, os resultados da PCR demonstraram que das 60
amostras estudadas, 59 (98%) apresentaram-se positivas para o baco, 58 (98%)
para medula 6ssea, 57 (95%) para pele e 56 (93%) para o linfonodo mesentérico.
Tanto na mielocultura como no diagndstico em lamina a taxa de positividade foi de
75%. O resultado do sequenciamento demonstrou Le. infantum a espécie circulante
nos cades. A taxa de prevaléncia canina foi de 5,3%. Os mapas apontaram uma
ampla distribuicdo de LVC por todo o municipio de Italna, revelando quatro bairros
apresentando alto risco de transmissdo. Com o conhecimento da triade parasito-
vetor-hospedeiro no municipio, podemos indicar mais precisamente os locais para
intensificacdes das a¢des de controle de LV empregadas pelo servico de saude.

Palavras Chaves: Leishmaniose Visceral, Flebotomineos, Ecoepidemiologia



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a public health concern in Brazil and in other
developing countries, since it is possible to develop serious and lethal forms in
humans. In the last 10 years, fourteen cases of LV have been reported in Itaina
(Minas Gerais state), which characterizes the municipality as a recent and sporadic
transmission area for the disease. The purpose of this study was to investigate the
ecoepidemiological aspects involved in the transmission of VL in Itadna.
Entomological captures were carried out in eleven neighborhoods of the municipality
using HP-type light traps installed in the peri and intra-domicile, during the period
from May 2015 to April 2016, in order to evaluate the influence of climatic factors on
the monthly distribution of the phlebotomine sandflies, as well as to detect
Leishmania infection in the field-captured insects.Canine sample survey was carried
out through serological diagnosis, using DPP® and ELISA tests. Sixty seropositive
dogs were necropsied to obtain skin, mesenteric lymph node, and spleen samples,
as well as bone marrow aspirates. These tissues were analyzed by parasitological
and molecular methods, aiming the confirmation of Leishmania infection and the
characterization of the circulating Leishmania species in these reservoirs. During the
study period, 1786 specimens of phebotomine sandflies were captured, among which
84% were identified as Lutzomyia longipalpis. Regarding the anthropophilic behavior
of the specimens, 20% were captured in the intradomicile. The correlation between
the number of sandflies captured with the climatic variables was statistically
significant for the temperature. Nine among 133 pools of phlebotomine sandflies
analyzed were positive for Leishmania, with the general minimum infection rate being
2.91%. After DNA sequencing, we confirmed that the circulating species in the
captured phlebotomine sandflies is Leishmania infantum. Regarding the canine
tissue infection data, PCR results showed that 59 (98%) of the 60 spleen samples
studied were positive for the spleen, 58 (98%) for bone marrow, 57 (95%) for skin
and 56 (93%) for the mesenteric lymph node. In myeloculture and exam by imprinting
the positivity rate was 75%. The sequencing showed Le. infantum to the circulating
species in dogs. The canine prevalence rate was 5.3%. The maps showed a wide
distribution of VL throughout the Italna municipality, revealing four neighborhoods
presenting high risk of transmission. With the knowledge of the parasite-vector-host
triad in the municipality, we can indicate more precisely the locations for
intensification of the LV control actions employed by the health service.

Key words: Visceral Leishmaniasis, sandflies, Ecoepidemiology
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1 INTRODUCAO
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1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias que
compreendem um grupo de patologias causadas por protozoarios intracelulares do
género Leishmania (ROSS, 1903), que possui ciclo biolégico heteroxeno, sendo
realizado parte em um hospedeiro vertebrado e outra no invertebrado (SHAW,
1997). As leishmanioses apresentam amplo espectro epidemiolégico em todo o
mundo, ocorrendo em vastas areas tropicais e subtropicais do globo, na qual estes
parasitos infectam uma grande variedade de hospedeiros mamiferos, silvestres e
domésticos (DESJEUX, 2001; LAISON & SHAW, 1987; PASSOS, 1993), cuja
transmissao ocorre pela picada de fémeas dos insetos vetores conhecidos como
flebotomineos, pertencentes a ordem Diptera (CORTES et al.,, 2012; MARTINS et
al., 1978).

As leishmanioses representam a terceira doenga de maior relevancia em
termos globais, transmitida por vetores aos seres humanos em todo o mundo
(SOLANO-GALLEGO, 2009), sendo sobrepujada pela Malaria e Filariose
(REITHINGER & DAVIES, 2002). Encontram-se entre as seis endemias
consideradas prioritarias no mundo, estando presente nos cinco continentes. Dos
200 paises e territorios que reportam a doenca, 97 paises e territérios séo
endémicos e notificaram casos de leishmaniose no ano de 2017 (ALVAR et al.,
2012, WHO, 2019). Dados da Organizacdao Mundial da Saude (OMS) indicam que
aproximadamente 350 milh&es de pessoas estdo expostas ao risco de contrair estas
enfermidades, e estima-se que cerca de 12 milhdes de pessoas possam estar
infectadas com alguma forma de Leishmania no mundo, ficando a incidéncia anual
de aproximadamente 2 milhdes de casos, destes 500.000 relacionados a
leishmaniose visceral (LV) e 1,5 milhdes relacionados as formas cutaneas da
doenca (WHO, 2015).

A OMS divide as leishmanioses em quatro grupos clinicos: cutanea,
mucocutanea, cutaneo-difusa e visceral. A forma cutdnea apresenta baixa
gravidade, diferente da forma mucocutanea, que pode destruir parcial ou totalmente
as mucosas do nariz, boca, garganta e tecidos circundantes. A forma cutaneo-difusa
apresenta um aspecto hanseniforme, sendo o tratamento terapéutico extremamente

dificil. A LV, também conhecida como calazar, é a forma mais letal e caracterizada
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por febre alta, perda de peso substancial, aumento do baco e do figado e anemia.
Se ndo tratada, a doenca pode provocar taxa de mortalidade de até 100% em dois
anos (WHO, 2015).

As diferentes formas clinicas relacionadas as leishmanioses dependem
da espécie de Leishmania e da susceptibilidade do hospedeiro. As leishmanias do
complexo braziliensis e mexicana sdo 0s agentes causadores da leishmaniose
tegumentar (LT). JA os agentes etiologicos da LV fazem parte do complexo
donovani, sendo a Leishmania donovani o agente etiol6gico encontrado na Africa e
Asia; Leishmania infantum na Asia, Europa e Africa e nas Américas. Apesar da
discordancia entre pesquisadores, semelhancas estruturais verificadas por meio de
estudos moleculares sugerem que a Le. chagasi e a Le. infantum sejam a mesma
espécie (LUKES et. al., 2007). Segundo Mauricio et al., (2000), as provas
isoenzimaticas e genéticas constituem uma forte evidéncia disso. Neste trabalho,
adotar-se-a Le. infantum como nome especifico do agente etiolégico da LV
encontrado nas Américas.

No Brasil ja foram identificadas 7 espécies de Leishmania dermotropicas
gue causam a LT em humanos, sendo as principais: Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis.
Outras espécies somente foram identificadas nas regidoes Nordeste e Norte que séo:
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
lindenberg e Leishmania (Viannia) shawi. Sobre os vetores que transmitem essas
espécies de Leishmania, envolvidas na LT, temos Bichromomyia flaviscutellata,
Nyssomyia whitmani, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia intermedia, Psychodopygus
wellcomei e Migonemyia migonei (BRASIL, 2007 b).

A espécie Le. infantum € o agente etiol6gico normalmente associado a LV
no Brasil, sendo os vetores relacionados a transmissdo a espécie Lutzomyia
longipalpis (DEANE & DEANE, 1962; GRIMALDI et al., 1989) e Lutzomyia cruzi
(GALATI et al., 1997; SANTOS et al., 1998, FALCAO DE OLIVEIRA et al., 2017)

As leishmanioses apresentam ampla distribuicdo geografica e alta
incidéncia, além da possibilidade de assumir formas graves com taxas elevadas de
mortalidade em casos nao tratados na forma visceral e alta morbidade na sua forma
tegumentar (GONTIJO & MELO, 2004).

A ocorréncia da leishmaniose em uma determinada area depende

basicamente da presenca do vetor e de um hospedeiro/reservatério susceptivel. A
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doenca se caracteriza por acometimento progressivo do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), levando a sua hiperplasia, hipertrofia, sendo a patogenia
determinada por multiplos fatores que envolvem o0s hospedeiros e parasitos, o
estado imunolégico e nutricional do individuo, além de fatores genéticos
determinantes da susceptibilidade para a infeccdo e para a cura (DEANE; DEANE,
1956 e 1962).

A LV inicialmente era descrita como doenca de ambiente silvestre ou
rural, contudo, as ocorréncias de mudangas socioeconémicas e comportamentais
referentes a globalizacdo estdo intimamente ligadas ao processo de urbanizacao
como o éxodo rural, desemprego, expansao de favelas, guerras, entre outros. Na
atualidade a LV € apontada como doenca reermegente, com incidéncia crescente e
em franco processo de urbanizagao, principalmente nas cidades de grande e médio
porte (ALVES; BEVILACQUA, 2004; MONTEIRO et al.,, 2005; BRASIL, 2006;
SALOMON et al., 2015; PETERSON et al., 2017). Dados epidemioldgicos recentes
revelam que esse processo de urbanizacéo, pode ser atribuido em partes ao evento
da migracdo da populacdo humana, introduzindo cées de regido endémica em
regides nao endémicas, 0 que explica o surgimento de novas areas nos centros
urbanos com registro de leishmaniose no Brasil. Outro fator importante se deve a
adaptacao de Lutzomyia longipalpi, que possui importancia meédico e veterinaria, aos
ambientes modificados pelo homem, as alteracdes climaticas e reducdo dos
investimentos em saude e educacdo (CARDIM et al., 2013; HARHAY et al., 2011,
GONTIJO; MELO, 2004; DANTAS-TORRES, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA
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A réapida expansédo geogréfica e a urbanizacdo da LV trouxeram a necessidade de
se estabelecer medidas mais efetivas para o seu controle. Até 0 momento, poucos
estudos realizados no Brasil, abrangem toda a cadeia epidemiolégica da LV, apesar
de existirem alguns que abordam detalhadamente todo o ciclo de transmisséo, mas
foram publicados nas ultimas décadas e podem nao mais refletir a situacéo atual da
LV. Além disto, a maioria dos estudos sdo realizados em areas endémicas, nao

considerando areas de baixa e média transmissao.

O municipio de Itatina, localizado na regido centro-oeste de Minas Gerais,
€ considerado de transmissdo esporadica para LV, pois apresenta média inferior a
2,4 casos nos ultimos trés anos, conforme é preconizado pelo Ministério da Saude
(MS) (BRASIL, 2006). A cidade vem registrando casos humanos de LV desde 2007.
Apesar de se encontrar em situacdo de atencdo, ndo existem estudos que
esclarecam quais sdo os condicionantes epidemiologicos da LV em Itauna. Para o
municipio, ndo existem informacgdes quanto a fauna flebotominica, qual espécie de
Leishmania € circulante nos cées infectados que atuam como reservatérios e nos
vetores. Nesse contexto, fica evidente que 0 municipio necessita tomar
conhecimento sobre as condi¢cbes que favorecam a transmissdo da doenca na
regiao.

O aparecimento constante de notificacdes de casos de LV humana e
indicios do aumento de casos caninos no municipio de Itadina nos levou a iniciar o
trabalho, objetivando tracar o perfil da transmissdo de LV em Italna, através de
inquérito canino amostral e estudos entomoldgicos, como também classificar as
areas de transmissao da doenca, através do calculo da taxa de positividade canina
urbana e taxa de prevaléncia canina, utilizando como métodos de diagnostico 0s
testes DPP® (Dual Path Platform) e ELISA® (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Adicionalmente, parte da populacdo canina com sorologia positiva no
inquérito foi necropsiada, fornecendo material para ser empregados em técnicas
parasitologicas e moleculares, e esses dados foram associados com o estudo
entomoldgico realizado no municipio. Além disso, a distribuicdo de casos caninos,
casos humanos e de flebotomineos no municipio foi analisada espacialmente, a fim
de verificar as regides prioritarias no controle da enfermidade.

Portanto a proposta geral de nosso trabalho foi estudar de uma forma

\

conjunta, os diferentes aspectos relacionados a epidemiologia da LV (infeccao
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canina associada a densidade vetorial e a notificacdo de casos humanos),
apontando as principais areas de risco, visando direcionar, de uma forma mais

precisa, as agdes de controle da LV.
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27

3.1 Leishmaniose Visceral

A LV foi descrita na Grécia em 1835, sendo denominada ponos ou
hapoplinakon. Na india, em 1869, recebeu o nome kala-jwar, que quer dizer “febre
negra” ou kala-azar, em virtude da pele negra devido ao discreto aumento da
pigmentagcdo durante a doenga (MARZOCHI et al., 1981). Somente em 1900, o
médico escocés William Leishman identificou um protozoéario no baco de um soldado
indiano que viera a 6bito em decorréncia de uma febre conhecida como febre “dum-
dum”. Até que, em 1903, Charles Donovan encontrou 0 mesmo parasito em outro
paciente, apresentando sintomas pareados. No mesmo ano, Major Ross nomeou
esse parasito de Leishmania donovani, criando o género Leishmania (BADARO;
DUARTE, 1996; PRATA; SILVA, 2005).

Pouco tempo depois, em 1904, Leonard Rogers foi o primeiro a obter
sucesso no cultivo do protozoario e demonstrou que estes se apresentavam em
formas flageladas. Nicolle e Comte, em 1908, na Tunisia, observaram, pela primeira
vez, 0 parasito em cées, sugerindo seu provavel papel como reservatério da doenca
(MAIA-ELKHOURY et al., 2008). Entretanto o0 mecanismo de infec¢cao da Leishmania
permaneceu desconhecido até 1931, quando os flebotomineos foram incriminados
como vetores e a transmissdo da patologia ficou conhecida por meio de
xenodiagnosticos em hamsters (ADLER; THEODOR, 1931; KILLICK-KENDRICK;
1990).

Migone registrou um caso de paciente brasileiro no Paraguai, sendo o
registro do primeiro caso da doenca no Brasil, que ocorreu em 1913, mediante
analise do material necropsiado do paciente de Boa Esperanca, no Mato Grosso
(ALENCAR, 1978). Entre 1936 e 1939, muitos estudos foram realizados por Evandro
Chagas e colaboradores, demonstrando a doenca em humanos e em caes, com a
incriminacdo do flebotomineo Lu. longipalpis como provavel vetor e o parasito
identificado como Le. infantum (ALVAR et al., 2004; LAINSON et al., 1986; CUNHA;
CHAGAS,1937).

No Brasil, grandes foram as contribuicbes de pesquisadores como
Lednidas Deane e Maria Deane que, estudando o calazar canino em Sobral, no
Ceara, esclareceram os aspectos mais importantes da epidemiologia da doenca, e
delinearam a triade de controle da leishmaniose visceral, que visa o tratamento dos

doentes, combate ao vetor com utilizagdo de inseticidas e eutanasia dos caes
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infectados, sendo que a triade permanece com os mesmos fundamentos béasicos até
os dias de hoje (DEANE E DEANE, 1955; DEANE, 1956).

De todos os casos de LV no mundo, 90% ocorrem no Brasil, india, Sud&o,
Sudao do Sul, Etiépia, Quénia e Somadlia (WHO, 2019). Nas Américas a LV é
autoctone em 12 paises com o registro de 45.490 casos e média anual de 3.499
casos no periodo de 2001 a 2013, ocorrendo desde o México até a Argentina
(OPAS, 2017). Somente no ano de 2013 foi registrado um total de 3.389 casos
espalhados por oito paises e distribuidos em 798 municipios (OPAS, 2015). Em todo
0 continente sul-americano, o Brasil apresentou o maior nimero de casos, 3.253
(96%), seguido por Paraguai 107 casos (3,2%) e Colombia 13 casos (0,4%).
Considerando apenas a populacdo em area de transmissao no Brasil a incidéncia no
referido periodo foi de 4,35 casos por 100.000 habitantes (OPAS, 2015).

A distribuicdo geografica da LV no Brasil revela que a epidemiologia da
doenca apresenta aspectos ambientais, climaticos e sociais bastante diversificados,
nos mostrando uma grande adaptacdo do vetor transmissor a diferentes ecétopos
(GOMES, 1994). Diversos fatores podem estar envolvidos na disseminacéao da LV e
no surgimento de novos focos. O desmatamento é um fator preponderante, uma vez
gue reduz a disponibilidade de fonte alimentar do inseto transmissor em seu habitat,
expondo o cdo e o homem, enquanto fontes mais acessiveis, ao lado do intenso
processo migratério, que provoca o0 deslocamento de pessoas que levam seus
animais, na maioria domésticos e potencialmente infectados (BRASIL, 2006; SHAW,
2007; CARDIM et al., 2013). Essas mudancas urbanas, associadas a adaptacao de
Lu. longipalpis a ambientes alterados pelo homem, aproximaram hospedeiros
definitivos e intermediarios, vetores e parasitos, e determinaram mudancas nos
niveis endémicos e epidémicos da LV (GOMES, 1994; AMBROISE-THOMAS, 2000;
PATZ et al. 2000; SALOMON et al., 2015).

Inicialmente a doenca era descrita como doenca esporadica, mantinha um
perfil silvestre de transmissdo peridomiciliar, principalmente ligada a area rural e
bolsbes de pobreza. Nos Ultimos anos, apdés a década de 1970, degradacdes
ambientais, migracdes de populacfes carentes para a periferia dos grandes centros,
fixando-se em locais sem infraestrutura de saneamento basico, a urbanizag&o
desordenada, migracdo humana constante e desmatamento acentuado podem ter

sido fatores importantes para ampla distribuicdo geografica da LV no pais (ALVES,
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BEVILACQUA, 2004; LAINSON, RANGEL, 2005; BRASIL, 2006; SALOMON et al.,
2015; PETERSON et al., 2017).

O processo de urbanizagéo da LV no Brasil foi primeiramente alertado por
Deane (1956), em seu classico estudo sobre a doenca, e, a partir de entdo, foi
constatada em varias cidades de pequeno e médio porte em Vvarios municipios
brasileiros. Em particular, no inicio da década de 1990, muitos municipios relataram
surtos de LV em areas urbanas, como Belo Horizonte (Minas Gerais), Feira de
Santana (Bahia), Véarzea Grande (Mato Grosso), Aracatuba (Sdo Paulo),
Aquidauana (Mato Grosso do Sul), dentre outros e desde 2000 foram relatadas
novas epidemias urbanas nos municipios de Palmas (Tocantins), Trés Lagoas e
Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Caxias, Timon, Codé e Imperatriz (Maranhao),
Bauru (Sao Paulo), Paracatu (Minas Gerais) e Cameta (Parand) (BRASIL, 2004;
SILVA et al., 1997; COSTA, PEREIRA, ARAUJO, 1990; BEVILACQUA, 2001).
Existem também registros de surtos frequentes e em franca expanséo, ocorrendo o
registro de casos em areas antes consideradas indenes, como na regiao Sul
(KRAUSPENHAR, et al., 2007; THOMAZ-SOCCOL et al., 2009).

O maior numero de casos autoctones de LV no pais concentrava-se
especialmente na regido Nordeste com 90% dos casos (BRASIL, 2006).
Gradativamente, a LV se expandiu para as regides Centro-Oeste, Norte e Sudeste e
entre 1998 a 2005 surgiram registros de casos autéctones em diferentes municipios
do pais (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). Em 2009, o Nordeste representava apenas
47,5% do total de casos no pais (BRASIL, 2011a).

Atualmente o Brasil destaca-se por sua elevada endemicidade, na qual a
LV apresenta-se distribuida em 23 das 27 unidades federadas, atingindo as cinco
regides geograficas do pais (BRASIL, 2011la). Os estados do Amazonas, Acre,
Amapa e Rondbnia ndo possuem casos humanos de LV, entretanto estes dois
altimos ja confirmaram casos autoctones de LV canina (BRASIL, 2017).

Segundo os dados disponiveis no Sistema de Informa¢cdes de Agravos e
NotificagBes (SINAN), o numero de casos humanos diagnosticados de LV no Brasil,
registrados no ano de 2017 (ultimo ano de notificacédo disponivel até 0 momento) foi
de 4.515 casos. Destes, 2.253 ocorreram na regido Nordeste (50%), 1094 na regiao
Sudeste (24%) 855 na regiao Norte (19%), 293 na regidao Centro-Oeste (6,5%), e 20
na regiao Sul (0,5%) (Anexo 1). Contudo, quando observamos os dados do SINAN

dos ultimos 25 anos, notamos um namero crescente de casos em todas as regifes,
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inclusive em locais onde ndo havia sido registrado casos, como na regido Sul do
pais.

Na regido Sudeste, a doenca esta distribuida em todos os estados,
entretanto, enfatiza-se a relevancia do estado de Minas Gerais, devido a sua grande
extensdo territorial, bem como a alta frequéncia e ampla distribuicdo de casos da
doenca. Em 2017, Minas Gerais foi 0 estado com o maior nimero de casos,
totalizando 877 notificacbes em todo pais. Belo Horizonte, a capital mineira,
representa um dos municipios brasileiros com a maior taxa de letalidade do pais
(BEVILACQUA et al. 2001, LOPES et al. 2010), além de registrar o maior nimero de
casos (200) em 2017, seguido de Montes Claros com 199 casos (BRASIL, 2019).
Em Minas Gerais no periodo entre os anos de 1990 a 2002, a média de casos no
estado era de 177 casos. Entre 2007 e 2017, a média de casos sobe para 513 casos
anuais. Esse foi um aumento consideravel, quase trés vezes maior em relacdo a
média dos anos anteriores (http://www2.datasus.gov.br/DATASUS). Esse aumento
repentino de casos chama atencao, pois nos leva a deduzir que provavelmente as
acOes de controle preconizadas pelo MS nao foram realizadas ou ndo atenderam
seu proposito.

O estado vem sofrendo com a endemicidade da LV, principalmente nas
regides Norte e Nordeste, destacando os municipios de Montes Claros e Porteirinha,
onde se observa taxa de positividade alta para leishmaniose visceral canina (LVC), e
alta densidade do vetor Lu. longipalpis (FRANCA-SILVA et al.,, 2003; FRANCA-
SILVA et al., 2005, MONTEIRO et al.,, 2005). Estudos apontam uma crescente
urbanizacdo da LV humana e canina também na capital mineira, Belo Horizonte,
bem como em outros municipios da regido metropolitana, indicando uma elevacao
da taxa de transmisséo da doenca nestas areas (LUZ et al., 2001; SARAIVA et al.,
2011; LARA-SILVA et al., 2015).

No municipio de Itaina em Minas Gerais, area de estudo deste trabalho,
nos ultimos 10 anos foram registrados e confirmados 14 casos de LV humana,
sendo um caso em 2007; um em 2008; um em 2009; trés em 2010; um em 2011,
dois em 2012; dois em 2014, dois em 2016 e um em 2017 (Dados Secretaria
Municipal de Saude - SMS de Itadna). Esses casos humanos notificados
caracterizam o municipio como uma area recente e importante de transmissédo da
doenca. Por ser uma area recente de transmissdo, ndo existem estudos

relacionados a doenca no municipio, contudo, o Centro de Controle de Zoonoses
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(CCZ) do municipio declara que o numero de casos caninos vem aumentando
expressivamente em muitos bairros.

Independente da regido, a importancia da LV reside ndo somente na sua
alta incidéncia, mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais
guando associada ao quadro de m& nutricdo e infeccdes concomitantes, atingindo
principalmente pessoas que vivem em situacbes socioecondmicas precarias
(ALVARENGA et al., 2010; DESJEUX, 2004). E de se esperar que caso nio se inicie
rapidamente e intensivamente as a¢des de vigilancia e controle de LV, o nUmero de
casos humanos aumentem exponencialmente, agravando ainda mais este problema
de saude publica. A vigilancia epidemiolégica torna-se extremamente necessaria em
localidades onde ainda existam poucos casos de LV para que o controle seja
realizado de maneira rapida e antecipada, evitando o aumento do agravo.

3.2 Vetores de LV e infecgéo por Le. infantum

Existem aproximadamente 900 espécies de flebotomineos em todo o
mundo, a maioria concentrada nas regides neotropicais, onde ocorrem em media
500 espécies, e destas, mais de 229 ja foram registradas no Brasil (GALATI, 2003;
READY, 2013, AGUIAR; MEDEIROS, 2003). Os primeiros flebotomineos
americanos foram descritos por Coquillett (1907), sendo que no Brasil os
responsaveis pela primeira descri¢cao de flebotomineos foram Lutz & Neiva (1912).

Os flebotomineos costumam abrigar-se em troncos de arvores, tocas de
animais, folhas caidas no solo, copa de arvores, frestas em rochas que apresentam
caracteristicas peculiares, as quais favorecem a presenca desses insetos, como
pequenas variacdes de temperatura e umidade (AGUIAR et al., 1985; AZEVEDO et
al., 1993). Porém, com a destruicdo das matas nativas, e 0 habitat natural alterado,
ocorreu uma restricdo de ambientes por eles utilizaveis, e desse modo, as espécies
gue, de alguma forma, resistem as condi¢cdes adversas conseguem explorar novos
ambientes, aproximando-se cada vez mais dos peridomicilios (FORATTINI et al.,
1972; GOMES,; GALATI, 1989). Geralmente correspondem ao ambiente onde as
fémeas encontram hospedeiros vertebrados nos quais podem realizar seu repasto
sanguineo (COMER; BROWN, 1993; ELKHOURY, 2005). Contudo, o héabito de

voarem em saltos reforca a hipotese de que estes insetos ndo se afastam muito dos
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criadouros e a sua dispersdo maxima geralmente ndo excede um quildmetro
(ALEXANDER 1987; YUVAL et al., 1988, DOHA et al., 1991, KAMHAW!I et al., 1991,
MORRISON et al., 1993).

Tanto os machos quanto as fémeas alimentam-se de carboidratos,
adquiridos através de seiva de plantas, secrecdes de afideos e frutas maduras
(ALEXANDER; USMA, 1994; CAMERON et al., 1995) que sao fontes de energia
imprescindiveis para as atividades de vbo, acasalamento, postura e longevidade
(BRAZIL & BRAZIL, 2003). As fémeas necessitam se alimentar de sangue para a
maturagéo de seus ovos, e ao encontrarem um animal vertebrado, fonte de alimento,
realizam o processo de telmofagia, na qual o inseto dilacera pequenos vasos
presentes na derme do hospedeiro produzindo micro-hemorragias (GORDON &
CREWE, 1952; MAGNARELLI; MODI, 1988). Durante a hematofagia o inseto libera
saliva que apresenta diferentes substancias, tais como anticoagulantes,
antiagregantes plaquetarios, imunossupressores e vasodilatadores, que além de
facilitarem a obtencdo de sangue, atuam combatendo reacOes fisioldégicas do
hospedeiro como o0s processos inflamatérios e imunolégicos no local da picada
(RIBEIRO et al, 1995, KAMHAW!I, 2000; BATES, 2007).

O vetor se infecta com Le. infantum ao alimentar-se de macrofagos
parasitados por Leishmania spp. na forma amastigota que sdo direcionados ao
intestino médio do inseto juntamente com o conteddo alimentar. Durante 0 processo
de digestdo do sangue, ha formacdo de uma matriz, formada principalmente por
quitina, conhecida como matriz peritréfica, cuja funcdo € proteger o epitélio intestinal
do inseto contra a abrasividade da digestédo e da proliferacdo bacteriana, além disso,
essa matriz peritréfica acaba por proteger as formas promastigotas do parasito da
acao de enzimas digestivas do flebotomineo. A matriz peritréfica garante protecéo
por tempo suficiente para que cerca de 50% das formas iniciais do parasito,
ingeridas pelo inseto, se diferenciem em formas mais resistentes (KAMHAWI et al.,
2006; PIMENTA et al., 1997).

Apbs um periodo de doze a vinte horas, as amastigotas diferenciam-se
em promastigotas (SACKS & PERKINS, 1984; DESCOTEAUX & TURCO, 1999).
Estas formas se dividem por divisdo binaria longitudinal, passando por mudancgas
morfoldgicas e fisioldégicas. O primeiro estagio no vetor € chamado promastigota
prociclica, que possui baixa motilidade e se replica no interior da matriz peritréfica.

Apoés alguns dias, os parasitos se diferenciam em formas alongadas e com alta
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motilidade, chamadas nectomonas. Estas se dirigem para o exterior da matriz
peritrofica e se aderem ao epitélio intestinal. As nectomonas migram para a regiao
anterior do intestino médio e se diferenciam em leptomonas, formas curtas que
continuam a se replicar. Posteriormente, alguns parasitos se diferenciam em formas
haptomonas e outros em promastigotas metaciclicas, que sdo formas longas,
apresentam um longo flagelo, alta motilidade e ndo mais se dividem, sendo estas as
formas infectivas para o hospedeiro vertebrado no momento do préximo repasto
sanguineo realizado pelo flebotomineo (ASHFORD, 2000; CHOI & LERNER, 2001,
BATES, 2007; FREITAS et al., 2012; KARKAMO et al., 2014; SANTOS et al., 2014;
ANDREANI et al., 2015).

No Brasil, o Lu. longipalpis (LUTZ; NEIVA, 1912) é a espécie de
flebotomineo considerada como mais importante na transmissdao da LV,
principalmente por ser encontrada nas cinco regides geograficas do pais (LAINSON
& RANGEL, 2005; BANETH et al., 2008), ndo sendo descritos até o momento,
apenas nos estados do Amazonas, Rondb6nia, Acre e Santa Catarina. Estudos
recentes sobre a infeccéo natural de Lu. cruzi (MANGABEIRA, 1938) culminaram na
deteccdo da espécie infectada em area endémica do Mato Grosso do Sul, bem
como sua capacidade de transmissao experimental de Le. infantum por Lu. cruzi,
com 10,55% de taxa de infeccdo, indicando o0 seu envolvimento no processo de
transmissdo da doenca (SANTOS etal, 1998, SHERLOK, 2003; LAINSON;
RANGEL, 2005; PITA-PEREIRA et al., 2008; HARHAY et al., 2011; BRITO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2017, FALCAO DE OLIVEIRA et al. 2017).

Estudos similares foram conduzidos para a confirmacédo da participacao
de Migonemyia migonei como vetor secundario de Le. infantum. Recentemente foi
demonstrada a infeccdo experimental de Mi. migonei com Le. infantum, entretanto
enfatiza-se que no tocante a taxa de infeccdo, a sobrevivéncia em dias apdés o
repasto sanguineo e a quantidade de formas flageladas no tubo digestivo anterior,
esta espécie apresenta competéncia vetorial inferior a Lu. longipalpis (GUIMARAES
et al., 2016, GALVIS-OVALLOS et al., 2017).

Outras espécies de flebotomineos que ja foram encontradas com Le.
infantum sao: Pintomyia evansi, Lutzomyia forattinii e Nyssomyia antunesi, mas séo

necessarios mais estudos que comprovem a competéncia vetorial desses em
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transmitir a zoonose (SALOMON et al., 2010; CARVALHO et al.,, 2010, DANTAS-
TORRE, 2009; PITA-PEREIRA et al., 2008; COSTA et al., 2013; THIES et al., 2013).

Segundo Killick-Kendrick (1990), para se confirmar uma espécie de
flebotomineo como vetora € preciso obedecer a cinco critérios: 1) a espécie deve ser
abundante no foco de leishmaniose, 2) ser altamente antropofilica, 3) suportar o
desenvolvimento dos parasitos na auséncia de sangue no tubo digestério, 4)
demonstrar taxa de infeccdo natural mais alta em relagcédo a outros flebotomineos e
5) o parasito isolado do flebotomineo deve ser indistinguivel daqueles isolados de
casos humanos. Porém, vale ressaltar que estes critérios, sao de dificil
demonstracao pratica e ndo fazem referéncia a possiveis espécies cuja participacdo
pode estar restrita a ambientes silvestres. Recentemente Ready (2013) prop6s uma
atualizacdo na incriminacdo de vetores acrescentando dois novos critérios que
envolvem modelagem matematica. S&o eles: demonstrar que o flebotomineo é
essencial para manter a transmissdo com ou sem a participacédo de outros vetores e
demonstrar que a incidéncia da doenca diminui significativamente com uma reducao
na densidade de flebotomineo especifico.

Como critério complementar, sugere-se que seja realizado a infeccéo
experimental, utilizando um modelo animal, para avaliar a susceptibilidade do inseto
ao protozoario, possibilitando o desenvolvimento do parasito e consequentemente a
transmissdo da doenca (KILLICK-KENDRICK, 1990, READY, 2013). Essa
suscetibilidade pode ser avaliada considerando cinco pontos principais: a
capacidade dos parasitos de resistirem a atividade das enzimas digestivas; de
escaparem da matriz peritrofica que reveste o bolo alimentar; de se aderirem ao
epitélio intestinal no momento da excrecdo do resto alimentar; de completarem o
ciclo de vida dentro do inseto vetor, culminando no desenvolvimento e diferenciacéao
de formas infectantes e inocularem os parasitos infectantes no hospedeiro
vertebrado (PIMENTA et al., 1994, LEHANE, 1997, PIMENTA et al., 1997, PIMENTA
et al., 2003).

Em colbénias de laboratério, os estudos podem néo reproduzir a realidade
da infeccdo por Leishmania spp. na natureza. Os estudos ecolO6gicos sugerem
barreiras naturais que limitam o ciclo de vida de Leishmania spp. a certas espécies
de flebotomineos, enquanto em outras espécies, encontram-se intimamente
relacionadas. Existe pouco conhecimento a respeito do grau de especificidade das

espécies de Leishmania em relagdo a seus vetores naturais (RANGEL; LAINSON,
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2009). Baseado em estudos experimentais os flebotomineos tem sido classificados
como permissivos quando suportam o desenvolvimento de diferentes espécies de
Leishmania e, quando especificos ou restritivos, quando permitem o
desenvolvimento somente da espécie que carregam na natureza. (VOLF;
MYSKOVA, 2007, PIMENTA et al., 1994; KAMHAWI et al., 2000). Para Myskova
(2008) o lipofosfoglicano (LPG) é necessario em vetores especificos, enquanto que,
em vetores permissivos, o parasito se liga através de um mecanismo independente
de LPG. Diversos estudos tém investigado o papel do LPG em mediar a adesao dos
parasitos ao intestino médio dos flebotomineos (DOBSON et al., 2010; MYSKOVA et
al., 2008; SACKS; KAMHAWI, 2001).

Outro fator de destaque é a preferéncia pelo tipo de hospedeiro para
obtencdo de sangue, que varia entre as espécies de flebotomineos. Algumas
espécies tém preferéncia limitada a poucos hospedeiros animais, enquanto outras
demonstram um amplo comportamento "oportunista” podendo se alimentar em
diversas espécies de hospedeiros (TESH et al.,, 1971; QUINNELL et al.,, 1992;
MORRISON et al., 1993; BORGIORNO et al., 2003; NERY et al., 2004; MUNIZ et al.,
2006; DIAS-SVERSUTTI et al., 2007; MISSAWA et al., 2008). Claramente, 0s
flebotomineos "oportunistas” sdo melhores vetores porque sdo expostos a uma

maior variedade de hospedeiros potencialmente infectados (SACKS et al., 2008).

3.3 Morfologia dos flebotomineos

A morfologia dos flebotomineos permite a identificacdo e diferenciacao
entre as espécies existentes, e tem por base o estudo das estruturas visiveis do
inseto ap0s a preparacdo em lamina e observacdo com auxilio de microscopia
(YOUNG & DUNCAN, 1994). A identificacdo das espécies se faz principalmente por
meio de caracteres morfoldgicos, incluindo seus apéndices. Nas fémeas isto ocorre
principalmente por meio da identificacdo da espermateca e nos machos através da
genitalia externa, além de outras caracteristicas (SHIMABUKURO; TOLEZANI;
GALATI, 2011). Para obter uma avaliacdo morfolégica mais profunda, podendo
visualizar 6rgaos internos como o cibario e espermateca, antes da montagem do
inseto em lamina é utilizada a técnica de diafanizacdo do espécime, que o torna
translicido e permite avaliar suas estruturas internas com maior facilidade com o
auxilio de microscopio (YOUNG & DUNCAN, 1994).
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Segundo as classificacdes de Martins (1978) e Young & Duncan (1994) o
género Lutzomyia, é 0 responsavel pela transmissdo das leishmanioses nas
Américas. Entretanto, Galati (1995, 2003) propés uma classificacdo com abordagem
filogenética, utilizando 88 caracteres morfolégicos, valorizando o uso das cerdas ao
longo do corpo do inseto, além das outras estruturas e uma nova distribuicdo entre
0s grupos. Deste modo, os flebotomineos vetores de importancia médica, foram
incluidos em duas subtribos: Lutzomyiina e Psychodopygina, com varios géneros em
cada uma. Em Lutzomyiina destacam-se 0s géneros Lutzomyia, Migonemyia e
Pintomyia e em Psychodopygina: Bichromomyia, Nyssomyia, Psychodopygus,
Trichophoromyia, Psathyromyia e Viannamyia. Além destas, existem também as
subtribos Sergentomyiina e Brumptomyiina, incluido nesta Ultima, as espécies do
género Brumptomyia que nao possuem importancia médica veterinaria. Neste
trabalho optamos pelo uso da recente classificacdo de Galati publicada em
“Flebotomineos do Brasil” (RANGEL & LAINSON, 2003).

Outros meétodos além dos métodos tradicionais de identificacdo vém
sendo aprimorados. Um exemplo é o projeto Computer-Aided Indentification of
Phlebotomine Sandflies of América (CIPA) (DEDET et al., 2003), que foi
desenvolvido a partir da digitalizacdo e disponibilizacdo on-line de dados
morfolégicos para servir de auxilio, reunindo uma grande quantidade de dados
atualizados. Outras técnicas que também podem ser utilizadas para a identificacéo,
sdo os estudos isoenzimaticos (REMY-KRISTENSEN et al., 1996) e a biologia
molecular que por meio de pesquisa de sequéncias de DNA (Acido
desoxirribonucleico) conhecidas, avalia e compara sequéncias génicas ajudando na
identificacdo taxonémica (TERAYAMA et al., 2008; MANONMANI et al., 2010).

3.4 Influéncia das variaveis climaticas sobre a densidade populacional de

flebotomineos

Os locais de abrigo e criadouro de flebotomineos apresentam
caracteristicas peculiares, as quais favorecem a presenca desses insetos, com
pequenas variagcfes de temperatura e umidade. Geralmente os locais de abrigo

correspondem ao ambiente onde as fémeas encontram seus hospedeiros
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vertebrados e realizam seu repasto sanguineo (BASIMIKE et al.,1991; MEMMOTT,
1991; COMER; BROWN, 1993).

Em ambientes tropicais, existe maior previsibilidade de chuvas e uma
grande estabilidade climéatica, o que pode favorecer pequenas flutuacbes nas
populacdes de insetos (WOLDA, 1978; MENDES et al.,, 2016). Correlagdes entre
variacOes de fatores ambientais com a flutuacdo nas popula¢des de alguns insetos
jA foram estudadas. Os resultados dessas pesquisas demonstraram que as
variagbes populacionais de insetos estariam intimamente ligadas a estabilidade
climatica e a estabilidade dos habitats (WOLDA, 1978; WOLDA et al., 1992;
KASSEM et. al, 2012).

Varios trabalhos sugerem que alguns fatores abidticos, como a
temperatura, pluviosidade e umidade, estejam relacionados, em diferentes graus,
com a ocorréncia de flebotomineos, seja por influéncia sobre os adultos ou pela
modificacdo nos criadouros (SCORZA et al.,, 1968; CHANIOTIS et al., 1971;
MISCEVIC, 1981; ROBERTS, 1994; MICHALSKY et al., 2009).

Chaniotis e colaboradores em 1971 sugerem que a sazonalidade dos
flebotomineos esta relacionada com os padrbes de distribuicdo das chuvas que
agem modificando as condicdes dos criadouros no solo. De acordo com esta
hipétese, a chuva beneficiaria os flebotomineos quando esta ocorresse
moderadamente ao longo da estacdo chuvosa, mas prejudicaria estes insetos
guando inundasse o chéo, destruindo os criadouros e matando as pupas no solo
(DIAS et al., 2007, BARATA et al., 2004; MICHALSKY et al., 2009).

Rutledge e Ellenwood (1975) demonstraram que as condicbes dos
criadouros, tais como a quantidade de nutrientes, umidade e temperatura,
influenciam fortemente na variacdo populacional dos adultos nos diversos habitats.
Em 1987, Feliciangeli demonstrou que as chuvas e 0s consequentes niveis de
umidade parecem ser 0s mais importantes determinantes na sazonalidade e na
densidade de algumas espécies de flebotomineos.

Os estudos sobre a variacdo sazonal de Lu. longipalpis sdo importantes
para a compreensdo da dinamica de transmissdo da doenca a partir do
conhecimento da interacdo entre a espécie e seu habitat, visando controlar a
populacdo de vetores em uma dada regiao (MACEDO et al., 2008). Outro fator que
também pode estar incriminado na variagcdo da incidéncia anual de LV, bem como

do seu vetor, é o fenbmeno El Nifio, pois a longa seca desencadeada por esse fator
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pode influenciar negativamente a densidade vetorial e a intensidade da transmisséao
da doencga, 0 que reduziria o impacto da doenca nas regides suscetiveis do Brasil
(FRANKE et al., 2002).

O entendimento da influéncia dos fatores climéticos sobre a populagéo de
flebotomineos é imprescindivel, pois a correlacdo entre os fatores climéticos e o
namero de flebotomineos vetores podera servir de suporte para determinar as
épocas do ano mais propicias para a aplicacdo de inseticidas, objetivando o uso
racional dos recursos e a reducdo de danos ambientais (RESENDE et al., 2006).

Segundo Salomén e colaboradores (2015) cada area geogréfica possui
um contexto préprio que define a dindmica de risco de determinada localidade,
dessa forma a abundancia vetorial ira depender ndo somente das variacbes
climaticas, como também de fatores bidticos e abibticos e da plasticidade biologica
das espécies, ndo devendo assim ser os dados extrapolados como caracteristicas

da espécie, pois para cada localidade ha um cenario particular.

3.5 Agente etiologico da LV e ciclo de transmissao da Leishmania infantum

A LV é causada por protozoarios pertencentes ao reino Protista e Sub-
Reino Protozoa, locomovendo-se por meio de flagelos, pertencendo ao filo
Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
e género Leishmania. Como caracteristicas da ordem Kinetoplastida, apresentam
uma regido especializada da mitocondria, que € Unica nos tripanossomatideos,
denomonada cinetoplasto (DEGRAVE et al., 1994; SHAW, 2006; LEVINE et al.,
1980).

Atualmente sdo conhecidas trinta espécies de Leishmania, sendo que
cerca de vinte sdo patogénicas aos seres humanos (CUPOLILLO; BOITE;
PORROZZI, 2014; LAINSON; SHAW, 2005).

Segundo Lainson & Shaw (1987), as leishmanias sdo classificadas
taxonomicamente de acordo com a localizacdo do parasito no aparelho digestivo dos
flebotomineos. Os parasitos que se aderem a porcdo anterior e média do intestino
sdo agrupados no subgénero Leishmania (comportamento suprapilario) e os que
apresentam uma fase de divisdo que se aderem a parede do intestino posterior

(desenvolvimento peripilario), pertencem ao subgénero Viannia.
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Durante o ciclo de vida do parasito h4 duas formas distintas da
Leishmania: as formas promastigotas que sao flageladas e extracelulares, presentes
no trato digestivo de insetos e nos meios de cultura, e as formas amastigotas néo-
flageladas e intracelulares obrigatdrias, encontradas em neutréfilos dos hospedeiros
vertebrados (SECUNDINO et al., 2005; GOSSAGE et al., 2003).

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado, as fémeas dos
flebotomineos ingerem macréfagos teciduais contendo em seu interior formas
amastigotas de Leishmania, as quais, apés ruptura celular, sédo liberadas no limen
do trato digestivo dos insetos, quando o sangue ingerido ainda permanece fresco.
Ainda dentro do bolo alimentar (matriz peritréfica) as leishméanias comecam a se
dividir por fissdo binaria e se diferenciam em formas promastigotas prociclicas, que
mais tarde irdo se diferenciar em promastigotas longas, chamadas de nectomonas,
as quais escapam do confinamento da matriz peritréfica pela expressao e secrecao
da enzima quitinase (ROGERS et al., 2008). Essas se ligam ao epitélio intestinal e
se movem em direcdo ao intestino anterior, mais tarde se transformam em
promastigotas curtas chamadas de formas leptomonadas (BATES 2007). Por fim, as
formas leptomonadas que s&o responsaveis pela rapida expansao no intestino
médio anterior transformam-se na forma promastigota metaciclica, que sé&o
infectantes para o hospedeiro vertebrado, que sao regurgitadas na pele do
hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto sanguineo feito exclusivamente
pelas fémeas (ROGERS, 2012).

No local onde ocorreu a picada do inseto vetor as formas promastigotas
sdo fagocitadas por células do SFM, macréfagos, células microglias, células de
Kupffer e neutréfilos. As formas promastigotas se transformam em amastigotas,
dentro do vacuolo fagocitario, se dividem rapidamente e quando o macréfago esta
densamente parasitado o vacuolo se rompe liberando as amastigotas, que serao
novamente fagocitadas por outros macrofagos (LAINSON; SHAW, 1988; ASHFORD,
2000; BATES, 2007).

Alguns autores levantam a hipétese de que o ciclo de transmisséo da LV
também possa ocorrer entre a populacédo canina através de ectoparasitos, sugerindo
a hipétese da capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (COUTINHO et al., 2005;
COUTINHO; LINARDI, 2007; PAZ et al., 2013). Em estudo realizado no Brasil,
pesquisadores coletaram 39 carrapatos de cédes soropositivos, apresentando sinais

clinicos sugestivos de LVC e verificaram a presenca de DNA de Leishmania em seis
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desses carrapatos. No mesmo estudo, carrapatos foram macerados e inoculados em
hamsters por via oral e intraperitoneal. Seis meses ap0s a inoculag¢édo, 14 animais
apresentaram sinais de infeccdo, sendo que 12 haviam sido inoculados por via
intraperitoneal e dois por via oral (COUTINHO et al., 2005).

Em cées, outras vias de transmissdo ja foram determinadas, como a
transmissdo transplacentaria e a transmissdo venérea (BOGGIATTO et al., 2011;
NAUCKE, 2012). Entretanto, segundo Andrade et al., 2002, a transmisséo vertical é
extremamente rara e portanto, ndo contribui significativamente para a disseminagao
da LVC.

Até o momento, s6 foi comprovada a transmisséo direta no cao, através
do coito (ALENCAR, 1959; CABRAL et al., 1992). As vias alternativas de infeccao
colocam em prova as estratégias de controle e erradicacdo da LV baseadas na
eliminacdo do vetor, atestando que estas ndo seriam eficientes, pois a Le. infantum
manteria seu ciclo, assumindo potencial importadncia no acasalamento de cées
errantes positivos (SILVA et al., 2009).

3.6 Hospedeiros e reservatorios da LV

A definicdo de reservatoério abrange qualquer ser humano, animal,
artropode, planta ou matéria inanimada onde vive e se multiplica um agente
infeccioso, do qual depende para sua sobrevivéncia, reproduzindo-se de maneira a
gue possa ser transmitido a um hospedeiro susceptivel (NEVES, 2006).

A cadeia epidemioldgica da LV se desenvolve em determinada éarea,
mediante a presenca concomitante do vetor, do reservatorio e do hospedeiro
susceptivel. Compreender a interacdo entre o0s reservatorios e flebotomineos
vetores no ambiente em que sdo encontrados, € um pré-requisito para o
direcionamento de estratégias apropriadas de medidas de controle e prevencéo das
leishmanioses (COSTA et al., 1999).

No novo mundo os hospedeiros de LV incluem uma grande variedade de
hospedeiros mamiferos, sendo a ocorréncia comum em roedores e canideos, mas
também em edentados, marsupiais, ungulados e primatas (DEANE; DEANE, 1954A,
LAINSON et al., 1985, MALTA et al., 2010).
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Como hospedeiros silvestres da LV, tém sido descritos o chacal (Canis
aureus), o lobo (Canis lupus) e raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous),
encontrados em areas rurais remotas, mas sem grande importancia na maioria das
areas endémicas (DEANE; DEANE 1955, 1956; LAINSON et al., 1969, 1990;
SHERLOCK, 1997).

Deane e Deane (1954b) relataram o primeiro registro de LV em canideos
silvestres no continente americano, sendo a raposa Lycalopex vetulus o reservatorio
infectado. Porém Courtenay (2002) afirmaram que, embora confirmada a alta
estimativa da infeccdo por exames parasitolégicos de raposas com LV, a
contribuicdo dessas espécies na transmissdo € muito baixa (9%) se comparada aos
caes (91%).

Sherlock (1984) encontrou em Jacobina (BA) a espécie Didelphis
albiventris naturalmente infectado com parasitos causadores da LV. Esse foi o
primeiro registro no Novo Mundo de um hospedeiro silvestre marsupial para Le.
infantum. Posteriormente, foi encontrado na Venezuela o gamba Didelphis
marsupialis infectado por esse parasito (CORREDOR et al., 1989).

Diversos grupos de animais silvestres além dos canideos, como felinos e
roedores, também ja foram incriminados como reservatorios de Leishmania spp.
(LUPPI et al., 2008; SILVA et al., 2008). Savani (2004) descreveram 0 primeiro caso
do Brasil e das Américas de leishmaniose visceral felina (LVF) e sugeriram que 0s
gatos domeésticos possam atuar como reservatorio de LV. Silva (2008) reportaram
25% de soroprevaléncia em gatos em area endémica para LV no Rio de Janeiro. Os
autores sugeriram que 0s gatos possam ser considerados como alternativa de
hospedeiros domésticos de Le. infantum e deveriam ser incluidos nas investigacdes
sorologicas realizadas em areas endémicas. Particularmente em gatos, a maioria
dos estudos detectam baixas cargas parasitarias, ndo sendo detectada infeccéo por
métodos parasitolégicos (SILVA et al., 2008). Ja os roedores constituem um dos
grupos de animais sinantropicos mais procurados pelos fleb6tomos. Esse achado
reforca a necessidade desses animais serem estudados como possiveis
reservatorios de Le. infantum (CALDAS et al., 2001).

O papel do cdo como reservatoério de Leishmania foi tratado pela primeira
vez por Nicolle, em 1908, na Tunisia, quando experimentalmente foi comprovada a

infeccdo desse animal. Mauricio (2000) sugere que a Le. infantum chegou a América
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do Sul, através de caes infectados vindos do continente europeu durante os eventos
de colonizagéo no século XVI.

No Brasil, nos anos 50, Deane e Deane, e Alencar, estudando a
leishmaniose no Ceard, estabeleceram a importancia do cdo doméstico como fonte
de infeccdo e manutencdo da LV. Ao longo dos anos, fortes evidéncias foram se
somando aos achados de Deane, 0 que corrobora para a conclusao dele: caes
soropositivos, mesmo assintomaticos, podem apresentar intenso parasitismo
cutaneo por formas amastigotas (REIS et al., 2006); cdes assintomaticos, sem
nenhum achado de sinal clinico da doenca, podem ser fonte de infeccdo para
flebotomineos (DA COSTA-VAL et al., 2007; MICHALSKY et al., 2007). Em regibes
onde a LV & endémica a prevaléncia da infeccdo canina supera e precede a
prevaléncia da doenca humana (ROMERO E BOELAERT, 2010), alguns animais
podem permanecer por longos periodos sem apresentar nenhuma sintomatologia da
doenca, mesmo estando infectados, e na auséncia de inquéritos sorologicos e
programa de retirada de cées, estes tornam-se importante fonte de infeccdo para
flebotomineos (MICHALSKY et al., 2007).

O céo adquiriu grande importancia como reservatoério de Le. infantum no
ambiente domeéstico, devido a sua convivéncia estreita com o homem. Contudo, a
infeccdo de um animal ndo € suficiente para que ele possa ser considerado um
reservatorio. Um animal infectado, a principio, € um hospedeiro, porém seu papel na
manutencao do ciclo de transmissdo de uma determinada doenca dependera das
peculiaridades da interacdo parasito-hospedeiro e isto ira determinar a competéncia
da espécie na manutencdo ou transmissao do parasito definindo assim seu papel
como reservatorio (GUERIN et al., 2002; DESJEUX et al., 2004). As aves séo
refratarias e servem de fonte alimentar aos flebotomineos atraindo estes para o
peridomicilio, sem evidéncias de que elas sejam reservatorios de Leishmania spp.
(DIAS, 2003; BRITO et al., 2014).

3.7 Sinais clinicos da leishmaniose visceral canina

Com base na sintomatologia, Mancianti em 1988, classificou a LVC em
trés grupos: assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos sugestivos de infeccao

por Leishmania spp., oligossintomaticos, que apresentam no maximo trés sinais
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clinicos da doenca, entre eles opacificacdo das cérneas, perda moderada de peso,
alopecia localizada e/ou adenopatia linfoide e cdes sintomaticos, apresentando
varios sinais classicos da doenca, incluindo lesbes cutaneas, perda severa de peso,
onicogrifose, ceratoconjutivite, apatia, paresia dos membros posteriores. Outras
manifestacbes podem estar incluidas, como diarreia, envolvimento articular,
fraqueza, redugdo das atividades, anorexia, anemia, linfadenopatia local ou
generalizada, atrofia muscular e faléncia renal, sendo estas normalmente, as
principais causas de morte de cdes infectados (PUMAROLA et al., 1991; SOLANO-
GALLEGO et al., 2001).

No cdo, a exemplo dos humanos, a doenca é de evolucédo lenta e
insidiosa e o periodo de incubagdo também é bastante variavel. Os sintomas
aparecem, em media, entre trés a sete meses apos a inoculacdo do agente, porém
estes sintomas poderdo levar anos para se manifestar (DEANE; DEANE, 1955;
GENARO, 1993, BRASIL, 2011b). Durante este periodo, o protozoario (parasitando
células fagocitarias) se dissemina, por meio do sistema vascular e linfatico para
diversos orgaos (ALVES et al., 2010; RIGO et al., 2013)

Quando assintomaticos, os cées infectados podem apresentar aspecto
aparentemente normal, mas com alto grau de parasitismo, tanto na pele quanto nas
visceras. Um ponto importante a ser considerado € que tanto animais sintomaticos
guanto assintomaticos podem ser fonte de infeccéo para o inseto vetor, permitindo a
transmissao do parasito para o homem e outros vertebrados (MOLINA et al., 1994;
MICHALSKY et al., 2007)

Os responséaveis pela grande variedade de sinais clinicos presentes na
LVC sao os complexos imunes que se depositam em varios 6rgaos e tecidos dos
vertebrados, como pele, vasos sanguineos, tecidos oculares e em varias
articulacdes, o que conduz ao aparecimento de diversos sintomas, como Ulceras
cutaneas e das pontas das orelhas, epistaxe, uveite, conjuntivite e episclerite
imunomediada e claudicacdo por poliartritre (KONTOS; KOUTINAS, 1993;
CIARAMELLA; CORONA, 2003; TROTZ-WILLIAMS; GRADONI, 2003).
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3.8 Diagnéstico

O diagnostico da LV, tanto em humanos quanto nos animais, é baseado
em sinais clinicos, nos dados epidemiolégicos (ocorréncia ou ndo da enfermidade na
area do individuo ou animal) e no diagndstico laboratorial (BRASIL, 2006).

Até recentemente, o diagndstico era complexo e invasivo (microscopia
direta para avaliar puncdo do baco ou aspirados de medula 6ssea), mas os atuais
avancos tecnolégicos tém levado a significantes melhorias no desenvolvimento de
novas ferramentas diagndsticas que sdo Uteis na rapida avaliagdo da doenca,

permitindo o estabelecimento de estratégias de controle (BOELAERT et al., 2008).

3.8.1 Diagnostico Clinico Canino

O diagnéstico clinico canino baseia-se em identificar a LVC por meio da
sintomatologia apresentada pelo animal. E um diagndstico bastante complexo,
apresentando os sinais clinicos mais comuns: altera¢des cutaneas, linfadenomegalia
local ou generalizada, perda de peso, aumento do tamanho do baco e do figado,
onicogrifose e apatia (MAIA, CAMPINO, 2008). Aléem disso, muitos cées que vivem
em areas endémicas podem ter contato com o parasito e ndo desenvolver sinais
clinicos da doenca. Estes sinais sdo bastante variados e inespecificos, podendo,
facilmente, ser confundidos com outras doencgas. Dessa maneira, a associagcao entre
os parametros clinicos, epidemiologicos, parasitolégicos e sorologicos faz-se
necessaria para o diagnostico definitivo (FREITAS et al., 2012; DANTAS-TORRES et
al., 2006).

3.8.2 Diagnéstico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial da LVC ainda representa um desafio, ja que um
teste eficaz deve detectar a infeccdo, ter alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade, deve ser simples, de facil execucao, ter baixo custo, ser viavel em
laboratérios e adaptavel a condicdes de campo. Preferencialmente, deve utilizar
amostras biologicas obtidas por coletas ndo invasivas (MAIA; CAMPINO, 2008).

Existem trés tipos de abordagens no diagndstico laboratorial que atende aos casos
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humanos e caninos: métodos parasitolégicos, soroldgicos e moleculares (COSTA et
al., 1991; SUNDAR; RAI, 2002; BRASIL, 2006).

O exame parasitolégico direto ainda permanece como referéncia no
diagnéstico da LV (HERWALDT, 1999; DE VRIES et al., 2015; SANTOS et al.,
2018). O diagnéstico depende da demonstracdo de formas promastigotas dos
parasitos em cultura, ou de formas amastigotas de Leishmania spp. em esfregacos
de aspirados de linfonodo, medula éssea, baco e figado corados por Giemsa ou
pandtico (DISH et al., 2003; LAURENTI, 2009). Esse método é o instrumento mais
adequado de diagnéstico devido a sua alta especificidade (100%). O numero de
Leishmania encontrada no exame parasitolégico é muito varidvel, ndo tendo
correlagdo com a intensidade da sintomatologia (PALTRINIERI et al., 2010). Em
algumas situacdes € muito dificil observar parasitos, principalmente em animais em
fase inicial da doenga, sendo comum a ocorréncia de resultados negativos. Contudo,
mesmo apresentando alta especificidade, a dificuldade de execucdo da técnica, a
necessidade de um profissional treinado, a qualidade da amostra, associada a uma
baixa carga parasitaria, principalmente de animais assintomaticos, podem dificultar a
identificacéo ou mesmo apresentar um resultado falso-negativo
(SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; MELO, 2004). Deste modo, o diagnéstico
parasitologico € considerado inapropriado para estudos epidemioldgicos,
principalmente para subsidiar as acfes de controle. (FAYET, 1999).

O material das puncdes aspirativas também pode ser inoculado em meios
especiais de cultura, aumentando a sensibilidade da pesquisa (acima de 80%), ao
se utilizar uma interface liquida, meio LIT (Liver infusion tryptose) ou Schneider,
sobre o NNN (Novy-MacNeal-Nicolle), entretanto, pode retardar o resultado em
semanas. As culturas devem ser mantidas entre 24 e 26°C e observadas em
microscopio invertido semanalmente, por até quatro semanas (DIETZE, 2005).

O diagnéstico soroldgico RIFI (reacdo de imunofluorescéncia indireta) ja
foi bastante utilizado no diagnostico da LV. Em estudos de revisdo sistematica com
metanalise, a RIFI apresentou sensibilidade de 88% e especificidade de 90% (MAIA
et al.,, 2012). Entretanto requer condicbes de laboratério sofisticadas que
inviabilizam sua utilizagdo em campo (ASSIS et al., 2008). A técnica consiste em
aderir antigenos constituidos de promastigotas de Leishmania em laminas de

microscopia para fluorescéncia, onde € processada a reagdo com O soro a ser
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testado. Ao final da reacgédo, a ligagdo antigeno-anticorpo é observada com o auxilio
de um conjugado fluorescente (BRASIL, 2006).

O ELISA é um teste de diagnéstico simples, porém sensivel, para a
deteccdo de antigenos do patégeno ou anticorpos especificos produzidos pelo
hospedeiro (ENGVALL; PERLMANN, 1971). Esse processo permite analisar grande
namero de individuos com um volume pequeno de amostra. A técnica € altamente
sensivel, mas a sua especificidade depende do antigeno. Entretanto, a técnica
requer infraestrutura laboratorial, como espectrofotbmetro, pipetas e estufas
(ELMAHALLAWY et al., 2014). As técnicas RIFI e o ELISA eram os testes mais
usados no Brasil, devido a melhor sensibilidade e especificidade destes em
comparacdo aos demais (BADARO et al., 1983; GUIMARAES et al.,1990). No
entanto, essas técnicas nem sempre foram satisfatorios, j& que muitos animais
infectados apresentavam testes sorologicos falso negativos (ZAFFARONI et al.,
1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2001).

Outros testes vém se mostrando promissores para o diagnostico da LVH,
como o ELISA, que utiliza o antigeno recombinante K39 (rK39) de Le. infantum.
Diversos autores tém avaliado o desempenho da deteccdo de anticorpos anti-rk39
por ELISA, com sensibilidade variando de 93,3 a 100% e especificidade de 82,5 a
100% (BADARO et al., 1996; MACHADO DE ASSIS et al., 2008, 2011; VAISH et al.,
2012; ABASS et al., 2013, 2015; KUMAR et al., 2001). Assim como rK39, outras
proteinas recombinantes, tais como: rK9, rk26, rk28, rKLO8, entre outras, tém sido
avaliadas por ELISA, contudo, a sensibilidade e especificidade destes antigenos séo
bastante variados (MOHAPATRA et al., 2009; VAISH et al., 2012; ABBAS et al.,
2013, 2015).

Outro teste considerado simples e de baixo custo é o teste de aglutinacao
direta (DAT), que foi desenvolvido por El Harith et al. (1986) para utilizacdo em
campo, sendo um método semiquantitativo de boa sensibilidade e especificidade,
baseado na reacdo entre anticorpos na presenca de antigenos (promastigotas
mortas), tripsinizados, fixados com formalina e corados com azul brilhante. Os soros
dos pacientes sédo diluidos em série, incubados juntamente ao antigeno, onde é
possivel visualizar a aglutinacdo apenas no dia seguinte (SUNDAR; RAI, 2002). A
grande vantagem do DAT é devido a sua realizacdo em laboratério com
infraestrutura limitada. Romero e Boelaert (2010) realizaram uma meta-analise com

0 objetivo de avaliar o desempenho do DAT em pacientes com LV, onde os
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resultados apresentaram estimativas de sensibilidade e especificidade de 94,8%.
Esta técnica tem sido validada em diversas areas endémicas, sendo atualmente
utilizada como diagndstico de primeira linha em centros de referéncia no Sudéo
(CHAPPUIS et al., 2003; ABDALLAH et al., 2004). No entanto, no Brasil ndo existe
nenhum kit de DAT registrado na ANVISA e disponivel comercialmente. Oliveira e
colaboradores (2009) desenvolveram um protétipo de kit para diagnostico
denominado DAT-LPC, este teste apresentou elevada sensibilidade e especificidade
de 99% e 98,2%, além demonstrar alta precisdo e estabilidade térmica. De acordo
com os autores, é possivel a producdo nacional deste teste que apresentou elevada
acuracia, e apresentou ser de simples operacionalidade, com a vantagem de
autonomia nacional de producgéo (OLIVEIRA et al., 2013).

Métodos de diagnodsticos moleculares, utilizando o DNA, tém sido
explorados visando superar as inUmeras limitagcdes que os métodos diagndsticos de
rotina apresentam. Esse método se tornou uma ferramenta Gtil e muito usada no
diagnostico da LVC. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica que
vem sendo empregada com frequéncia no diagnostico e monitoramento das
leishmanioses. E capaz de detectar quantidades minimas de DNA de Leishmania
spp. em ampla variedade de amostras clinicas de homem, cées, reservatorios
silvestres e vetores. Varios trabalhos tém mostrado que os ensaios moleculares
permitem uma deteccdo mais rapida e sensivel de diversas doencas parasitarias,
além da possibilidade de caracterizacdo dos microrganismos envolvidos (MELO,
2004; GOMES et al., 2007). A PCR é uma técnica confiavel e rapida para
diagnosticar a infeccdo por Leishmania spp, com sensibilidade de 70 a 100% e
especificidade de 85 a 99% (NO et al., 2001). A alta sensibilidade e especificidade, a
habilidade de detectar e identificar o protozoario envolvido (mesmo antes do
aparecimento de quaisquer sintomas clinicos), o0 monitoramento da carga parasitaria
e o fato de poder ser aplicada diretamente em amostras clinicas, produzindo um
resultado confiavel dentro de poucas horas, sdo vantagens indiscutiveis da PCR em
relacdo aos métodos de diagnadstico tradicionais (GURUMURTHY et al., 2012).

Outra vantagem atribuida a PCR é que ela detecta o material genético do
parasito, podendo ser empregada como método confirmatério em caso de animais
recém-infectados ou assintomaticos que, na maioria dos casos, ndo apresentam
soroconversao e apresentam baixa carga parasitaria (SOLANO-GALLEGO et al.,
2001; ALVES; BEVILACQUA, 2004). A sensibilidade das técnicas de PCR para
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deteccdo de Leishmania spp. depende de vérios fatores: as condicbes fisico-
quimicas da reacdo, a concentracdo e a natureza do DNA da amostra e o0s
iniciadores e sondas selecionados para a regidao alvo (BASTIEN et al., 2008). As
regides-alvo mais frequentemente empregadas tendem a ser altamente conservadas
e repetitivas, como o gene da subunidade do RNA ribossomal (rRNA) ou o DNA do
minicirculo do cinetoplasto (KkDNA) (SUNDAR; RAI, 2002; ANTINORI et al., 2007;
BASTIEN et al., 2008; MIRO et al., 2008). Enquanto o gene rRNA esta presente em
40-200 copias por célula, o minicirculo do KDNA esta presente em 10 mil cépias, que
se encontram distribuidas entre dez classes de sequéncias diferentes, conferindo
uma elevada sensibilidade as PCR que utilizam essa regido como alvo (LACHAUD
et al., 2002). Esses iniciadores dirigidos para amplificar a regido conservada podem
ser utilizados para detectar todas as espécies de Leishmania (DEGRAVE et al.,
1994).

Atualmente, diversos protocolos de ensaios moleculares foram
padronizados para LV, incluindo como alvos diversas sequéncias génicas, como:
DNA do cinetoplasto - KDNA (SUDARSHAN & SUNDAR, 2014), RNA ribossomal
(VAN EYS et al., 1992), mini-éxon derivado do RNA (KUHLS et al.,, 2007),
betatubulina (AKMAN et al., 2000), glicoproteina 63 (GUERBOUJ et al., 2001),
espacador interno transcrito - ITS (SCHONIAN et al., 2003), espacadores internos do
gene ribossébmico sub-unidade menor (SSU rRNA) (NOYES et al., 1997,
CUPOLILLO et al., 2000).

O desenvolvimento da PCR em tempo real (QPCR) também vem
permitindo a quantificacdo acurada de espécies do género Leishmania e o
monitoramento, em tempo real, do produto amplificado (VERMA et al., 2010). Como
uma das caracteristicas da infeccdo por Leishmania spp. € o animal apresentar
parasitos em laténcia, as abordagens quantitativas sdo necessarias para elucidar o
status de positivo dos cédes pela PCR de areas endémicas, facilitando a
monitorizacao da carga parasitaria e sua resposta ao tratamento (MARY et al., 2004;
VITALE et al., 2004; FRANCINO et al., 2006).

Outra técnica empregada é a PCR/RFLP (restriction fragment length
polymorphism), que é capaz de diferenciar Le. amazonensis de Le. braziliensis em
pacientes infectados (VOLPINI et al., 2004). Essa mesma técnica também permite
diferenciar Le. amazonensis e Le. braziliensis de Le. infantum, que se torna

importante em areas endémicas de LV e LTA, ja que Le. infantum e Le. braziliensis
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s&o simpatricas. E crucial dispor de testes de diagndstico ndo sé para confirmar a
presenca do parasito, mas também identificar e distinguir as espécies de Leishmania
em flebotomineos naturalmente infectados.

Atualmente, h4 um consenso sobre a necessidade de padronizacao dos
ensaios de PCR, pois ndo h& uniformidade entre os protocolos utlizados nos
diferentes centros, dificultando a comparacédo dos resultados (DE RUITER et al.,
2014).

Em 2011, o diagnostico imunolégico da LVC passou por grandes
modifica¢des, baseadas em um estudo multicéntrico realizado sob a coordenacéo do
MS, na qual foram avaliadas as metodologias de RIFI (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta), EIE (Ensaio Imunoenzimatico) e o teste rapido
imunocromatografico, DPP® (Dual Path Platform) - Biomanguinhos (BRASIL, 2011
C).

Segundo nota técnica do MS, Departamento de Vigilancia das Doencas
Transmissiveis de dezembro de 2011, o teste rapido DPP®, patenteado pela
Chembio Diagnostics e desenvolvido pelo Instituto Biomanguinhos/Fiocruz, passou a
ser o teste de triagem nos inquéritos caninos e o ELISA (Ensaio imunoenzimatico), o
teste confirmatério no diagnostico da LVC (BRASIL, 2011d). O teste utiliza a
proteina quimérica recombinante denominada K28, com base em fragmentos dos
antigenos K9, K26 e K39 do complexo Donovani (GRIMALDI et al., 2012). Um
estudo de Grimaldi et al. (2012), utilizando o teste rapido DPP, demonstrou elevada
especificidade (96%) e baixa sensibilidade (47%) na identificacdo de céaes
assintomaticos infectados, no entanto a sensibilidade do teste é significativamente
maior (98%) para deteccdo de animais sintomaticos.

Outra possibilidade de pesquisa por Leishmania de menor custo, porém
menos sensivel, € a disseccdo dos flebotomineos e posterior analise do seu tubo
intestinal sob microscopia 6ptica (MYSKOVA et al., 2008). JA a técnica de
xenodiagndstico baseia-se na deteccao e isolamento do patégeno usando o proprio
vetor natural que é colocado para alimentar-se no hospedeiro. Apds o repasto
sanguineo, diferentes métodos podem ser empregados para avaliar a presenca de
Leishmania no flebotomineo, como a PCR que é altamente especifica e sensivel
(MICHALSKY et al., 2007; MYSKOVA et al., 2008). A técnica de xenodiagndstico é
extremamente (til para avaliar a importancia epidemioldgica de caes parasitados

com Leishmania, permitindo estabelecer ndo sé as taxas de alimentacdo de
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flebotomineos, mas também fornecendo dados importantes sobre o potencial destes
cades na transmissibilidade da infeccdo (MOLINA et al., 1994; MICHALSKY et al.,
2007). Embora seja uma técnica de grande utilidade, ndo é recomendada na rotina,
sendo seu uso limitado a pesquisa, uma vez que s6 pode ser executada em
laboratorios especializados, onde uma colonia de flebotomineos esteja bem
estabelecida (DA COSTA-VAL et al., 2007; MAIA E CAMPINO, 2008).

3.9 Controle daleishmaniose visceral

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) no Brasil,
iniciado ha mais de 50 anos, tem como obijetivo interromper a cadeia de transmisséo
em diferentes niveis. O MS tem preconizado o diagnostico precoce e o tratamento
dos pacientes humanos, a identificagdo e eliminacdo do reservatorio domeéstico
soropositivo em areas de LV, e reducdo do contato homem-vetor pelo uso de telas,
mosquiteiros, repelentes topicos, borrifacdo ambiental e manejo ambiental (BRASIL,
2006; BORASCHI; NUNES, 2007).

O uso de inseticidas, como organofosforados, carbamatos e os piretroides
sintéticos € denominado pulverizacéo residual de habitacdes, ocorrem por asperséo
espacial nas paredes e teto das habitacdes, bem como abrigos de animais. Essa
medida é especifica para a forma adulta do Lu. longipalpis e € considerada eficiente
para reduzir a populacdo peridoméstica dos flebotomineos e, consequentemente, a
transmissao parasitaria. (TESH, 1995; COSTA; VIEIRA, 2001; LACERDA, 1994;
MONTEIRO et al.,, 1994, OTRANTO; DANTAS-TORRES, 2013). A utilizacdo de
inseticidas pode eventualmente ter um efeito transitério, mas geralmente é
insustentavel a longo prazo, devido a razfes técnicas e econdmicas. Diante da
descontinuidade das acdes de controle, os programas, em sua maioria, tém obtido
efeito temporario e, como consequéncia, observa-se a reinfestacdo dos ambientes e
0 reaparecimento de casos humanos e caninos de LV (GONTIJO E MELO, 2004,
MAROLI et al., 2010).

Ainda, deve-se considerar a ocorréncia de resisténcia do vetor a
inseticidas em decorréncia destas continuas intervengdes (ROMERO; BOELAERT,
2010). Alexander e colaboradores (2009) apresentaram o0s primeiros dados de
reducdo significativa da susceptibilidade da populacédo de Lu. longipalpis aos

inseticidas utilizados pelos programas de controle de vetores, que pode ter sido
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induzida pela exposi¢cdo a inseticidas utilizados em programas de controle da
dengue e maléria.

Apesar disso, Pessoa e colaboradores (2015) demonstraram em estudo
de susceptibilidade de Lu. longipalpis a alfa-cipermetrina, em bioensaios de campo,
que a populacdo testada era altamente suscetivel a alfa-cipermetrina, até seis
meses apods a borrifacdo em diferentes superficies testadas (parede pintada, parede
rebocada e madeira). Contudo os autores ndo descartam o0 encontro de outras
populac@es de Lu. longipalpis susceptiveis a alfa-cipermetrina

Durante o periodo de maior densidade vetorial, existem medidas
alternativas para controle de flebotomineos usando piretroides sintéticos,
permetrinas e deltametrinas, que ja tiveram seu efeito de repeléncia e eficacia
comprovados em estudos anteriores (MANZILLO et al.,2006; KILLICK-KENDRICK et
al., 1997; LUCIENTES, 1999; DAVID et al.,, 2001; GAVGANI et al., 2002). Estéo
disponiveis em formulagdes topicas ou em coleiras e reduzem o risco de picadas de
flebotomineos e consequentemente infecgcdes (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). O
efeito dos piretroides sintéticos em formulagdes topicas (spot-on) e sprays tem uma
duracéo de trés a quatro semanas e em coleiras até oito meses de duracao devido
ao fato das coleiras apresentam uma libertacédo lenta do inseticida.

Até 2012, somente as coleiras impregnadas com deltametrina a 4%
(Scalibor®) tinham registro no Brasil. Recentemente, outras duas coleiras, com
principios ativos distintos da Scalibor®, foram registradas. Sao elas a Seresto®, a
base de imidacloprida (neonicotindide) e flumetrina (piretréide); e a Leevre®,
composta por deltametrina e propoxur, piretréide e carbamato, respectivamente. Foi
comprovado que o uso de coleiras impregnadas com deltametrina 4% (Scalibor®)
podem proteger o cao da picada do vetor por até oito meses (DAVID et al., 2001), e
mantém o efeito inseticida por um ciclo de vida do flebotomineo (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997). Silva e colaboradores (2018) avaliaram aspectos
comportamentais de Lu. longipalpis comparando areas submetidas a intervencao
com coleira impregnada com deltametrina a 4% como medida de controle da LV, e
demonstraram que foi associado uma reducdo na quantidade de flebotomineos
capturados em 60% na cidade de Montes Claros. Pesquisa realizada por Brazuna
(2012) relatou reducdo da prevaléncia da LVC em 50% quando avaliou o uso da
coleira em 100% da populacdo canina na cidade de Campo Grande, MS. Estes

guimicos apresentam de baixa a moderada toxicidade, baixa volatibilidade e uma
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rapida atividade inseticida (MAROLI et al.,, 2010; OTRANTO; DANTAS-Torres,
2013).

A eficacia da coleira Seresto® j& foi comprovada no controle de pulgas e
carrapatos tanto em caes como gatos (DANTAS-TORRES et al., 2013, BRIANTI et
al., 2014). Brianti e colaboradores (2016) demonstraram a superioridade da coleira
Seresto®, contra a infestacdo por pulgas e flebotomineos, quando comparada a
Scalibor®. Para avaliacdo da infestacdo por pulgas, a Seresto® teve eficacia de
100% nos dois periodos de acompanhamento, enquanto que a eficacia da Scalibor
variou de 23,3 a 33,3% nos dias 120 e 210 respectivamente.

Em é&reas endémicas recomenda-se também a colocacdo de telas e
malhas finas impregnados com inseticida nas residéncias e canis, ja que estes
constituem uma barreira fisica contra insetos durante a noite (BRASIL, 2006;
FELICIANGELI et al., 1995; PERRUOLO, 1995; KILLICK-KENDRICK et al., 1997).
Os mosquiteiros sé@o bastante utilizados em varios paises no Velho Mundo, os quais
tem apresentado reduc&o consideravel na incidéncia da doenca (GONZALEZ et al.,
2015), todavia, no Brasil esta ferramenta ainda se encontra pouco explorada
possivelmente devido a questdes culturais (COURTENAY et al., 2007; AMORA, et
al., 2009). Outras medidas indicadas séo o uso de repelentes topicos e evitar 0s
ambientes e horarios onde os vetores possam frequentar.

O controle das formas imaturas do vetor ndo é realizado tendo em vista a
grande dificuldade na identificacdo dos criadouros naturais do inseto (BRASIL, 2006;
CASANOVA et al.,, 2013). Em contrapartida, medidas de prevencdo e controle
relacionados aos criadouros do vetor, estdo associados com o manejo ambiental e 0
desenvolvimento de atividades de educacdo em saude com a populacdo (SCANDAR
et al., 2011; COSTA et al., 2014). O manejo ambiental tem sido indicado como a
limpeza de quintais, terrenos e pracas publicas, realizacdo de podas, alterando as
condi¢cBes dos meios que propiciem o estabelecimento de criadouros das formas
imaturas do vetor. Medidas simples, como limpeza urbana, eliminacédo dos residuos,
eliminacdo de fonte de umidade e a ndo permanéncia de animais domésticos dentro
das casas contribuirdo para evitar ou reduzir a proliferacdo do vetor (BRASIL, 2006).

Estudo realizado por Lara-Silva e colaboradores (2017), avaliaram o0 uso
do controle quimico e do manejo ambiental isoladamente na reducdo da densidade
populacional de flebotomineos. A pulverizagdo quimica mostrou uma tendéncia na

reducdo da densidade de Lu. longipalpis, contudo, o manejo ambiental foi
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significaticamente estatistico, demonstrando sua eficacia na reducdo da densidade
de flebotomineos, tornando essencial no controle vetorial. Ainda, os autores afirmam
gue o uso concomitante das duas estratégias de controle pode trazer um maior
beneficio na reducéo de vetores e consecutivamente na transmissdo da doenca.
Vale destacar que a responsabilidade da intervencdo consiste em uma demanda
conjunta por parte do poder publico e da populacdo na prevencdo da doenca em
locais publicos e privados (SCANDAR et al., 2011).

Quanto as atividades de educacdo em saude, é importante que seja
distribuido a populacéo de areas endémicas, material informativo sobre a LV e que
este contenha mensagem clara e pedagdgica jA que grande parte da populacéo
ainda desconhece os principais aspectos a respeito da doenca (COSTA et al., 2014;
AMORIM et al.,, 2015). O material educativo deve reduzir significativamente a
complexidade da informacéo sobre a doenca, ja que é comum ser encontrado em
informativos, linguagem impropria e técnica, gerando erros conceituais sobre o
assunto (LUZ et al., 2005).

Com relacdo aos reservatorios, a medida de controle usada no ciclo
urbano ou rural € a realizacdo de inquéritos soroepidemiolégicos, identificando os
animais positivos e realizando a eutanasia destes (LEAO, 1997). Estima-se que
cerca de 850 mil cdes sejam avaliados anualmente no pais, e entre 20.000 e 25.000
cades sejam eutanasiados ap0s o diagnostico positivo (RIBAS et al., 2013). Essa
estratégia, apesar de sistematicamente empregada, tem apresentado resultados
guestionaveis, tornando-a, entre todos os metodos propostos para controle da
doenca, 0 mais controverso e o menos aceito pela sociedade (OLIVEIRA et al.,
2008, COSTA et al., 2013). Existem autores que contestam a eliminagdo canina,
devido ao alto custo, ser extremamente laboriosa e de eficacia duvidosa. Isso
provavelmente devido a baixa sensibilidade dos testes soroldgicos utilizados para
deteccdo e do atraso na remocao dos caes das areas endémicas e da resisténcia
dos proprietarios dos caes na retirada dos animais (BORJA-CABRERA et al., 2002).

Entretanto, existem autores que comprovam a reducdo de casos
humanos de LV em locais onde houve eutanasia de caes e as medidas de controle
realizadas de forma conjunta e sistematica (MAGALHAES et al., 1980; ASHFORD,
1996; BARATA et al.,, 2011). Um bom exemplo de como as medidas de controle
integradas podem reduzir a incidéncia da doenca foi mostrado em um estudo

realizado em Porteirinha, onde foi identificada a reducdo da incidéncia da LV
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humana e canina, ap0s a implementacdo de acbes para 0 combate do vetor e a
retirada sistematica de cdes soropositivos (FRANCA-SILVA, 2003). Morais e
colaboradores (2015) demonstraram reducdo na prevaléncia de LV canina em Belo
Horizonte, no periodo de 2007 a 2011, evidenciando que as atividades propostas
pelo Ministério da Saude séo efetivas, porém de execugdo complexa.

Outro aspecto relevante refere-se a captura de cdes errantes,
especialmente em areas urbanas, por ser fonte disseminadora de diversas doencas
de importancia médico-sanitaria, sendo de grande importancia para o controle da
LV. Somado a isso, outro fator importante e pouco difundido, sdo as doacgbes de
cdes na qual é recomendada a realizacdo de exames sorologicos antes da adogao
desses animais, principalmente em areas de transmissdo da LV (BORGES et al.,
2008).

No Brasil, as acbes do PCLV sempre foram descontinuas por razdes
orcamentarias e escassez de recursos humanos adequadamente treinados. As
dificuldades financeiras e orcamentais ultrapassam a capacidade econdmica dos
municipios, dificultando a criacdo de carreiras profissionais razoavelmente
remuneradas para manter o funcionario contratado. Essas condi¢cfes levam o agente
buscar outro trabalho, que ndo permanece no campo para adquirir a experiéncia
necessaria (TAUIL, 2006). Diante das dificuldades no processo de controle da LV e
as medidas nao atingirem os efeitos esperados, ocorrem reinfestacbes dos
ambientes e ressurgimento de casos humanos e caninos (GONTIJO, 2004).

A inexisténcia de tratamento efetivo para a cura da doenca canina e a
polémica sobre a eliminacéo indiscriminada de cées infectados levaram a tentativa
de desenvolvimento de novas estratégias de controle, como o desenvolvimento de
vacinas caninas. Essa descoberta seria a mais eficiente medida de controle para LV,
gue podera ter um impacto na diminuicdo da prevaléncia da infeccdo canina e,
consequentemente, da humana (MARZOCHI, 1985; HOMMEL et al., 1995, TESH,
1995; DYE, 1996).

Um dos principais desafios para o desenvolvimento de uma vacina eficaz
para LV é a necessidade de combinar dois ou mais antigenos para conservar as
propriedades antigénicas para varias espécies de Leishmania, e para as diferentes
fases do parasito (JAIN et al., 2015).

No Brasil, existe atualmente uma vacina sendo comercializada e

registrada no Ministério da Agricultura e Pecuaria e Abastecimento (MAPA): a Leish-
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Tec®, registrada em 2007 pela Hertape Calier Saude Animal (HERMONT, 2008),
gue contém o antigeno A2, proteina recombinante do estadgio amastigota de varias
espécies de Leishmania, e como adjuvante a saponina. Contudo, confere cerca de
40% de protecéo contra a infec¢ao por Leishmania (COELHO et al., 2003; ZANIN et
al., 2007; FERNANDES et al., 2008; PALATNIK-DE-SOUSA, 2012; GRADONI, 2015;
JAIN & JAIN 2015). Apesar de registrada no MAPA e cumprir com 0S requisitos
técnicos exigidos, o MS nédo autorizou seu uso em saude publica, devido a falta de
dados convincentes sobre sua efetividade (BRASIL, 2009; BRASIL, 2007).
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4 OBJETIVOS
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GERAL

-Estudar os aspectos ecoepidemioldégicos envolvidos na transmissdo da

leishmaniose visceral no municipio de Itatuna.

ESPECIFICOS

a) Estudo de flebotomineos

- Determinar a fauna de flebotomineos das areas selecionadas.

- Estabelecer o nimero mensal das espécies de flebotomineos e correlaciona-lo
com as variaveis climaticas (temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade)

- Averiguar a flutuacéo sazonal das espécies de flebotomineos, e verificar o periodo
do ano mais propicio para intensificacdo das acOes de controle (borrifacdo de
inseticidas).

- Verificar a adaptacdo doméstica das espécies de flebotomineos

- Detectar nos espécimens capturados a infeccdo natural por Leishmania através de

métodos moleculares.

b) Estudo da leishmaniose visceral em cées

- Determinar a taxa de soropositividade da LVC nas areas selecionadas.

- Detectar a infeccdo e caracterizar a espécie de Leishmania nas diferentes
amostras bioldgicas de cées soropositivos (pele, medula 6ssea, baco e linfonodo

mesenteérico)

c) Epidemiologia descritiva
- Georreferenciar os casos humanos, caninos e 0s pontos entomolégicos com
presenca de flebotomineos.

- Analisar a distribuicdo espacial dos dados georreferenciados.
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5.1 Areade estudo

Itana é um municipio brasileiro situado na regido Centro-Oeste do
estado de Minas Gerais (FIG.1 A), localizado no quadrilatero ferrifero, no colar
metropolitano da Regido Metropolitana de Belo Horizonte. Limita-se ao norte pelos
municipios de Igaratinga e Para de Minas; ao Sul por Itatiaiugu; a leste por Mateus
Leme e a Oeste por Carmo do Cajuru (PREFEITURA ITAUNA, 2017). Encontra-se a
76 Km da capital mineira e esta proximidade permite um grande fluxo de pessoas e
animais nesta regiao.

Italina encontra-se a 802 metros de altitude e possui area de 495,875
km?. Determinada pelo paralelo de 20° 04’ 32" de latitude sul, em sua intersecéo
com o meridiano de 44° 34" 35" de longitude oeste. Sua populacdo estimada é de
92.091 habitantes. O municipio possui atualmente cerca de 52 bairros (FIG. 1B)
(IBGE, 2016). O maior bairro de Itauna € o Centro com 7.259 habitantes e em
segundo lugar o bairro Morada Nova com 6.056 habitantes (PREFEITURA ITAUNA,
2017).

O relevo, modelado em formagBes do complexo cristalino, apresenta a
feicdo de escarpas, macicos e morros. Os solos sao argilosos, de moderada
resisténcia a erosdo, de profundidade variavel, de baixa a moderada fertilidade
natural, com maior aproveitamento na pecuaria. Formacédo aparecendo na maioria
das vezes em associacao (podzdlico e latossolo vermelho-amarelo). As montanhas
sdo rochosas, pré-cambrianas, intensamente dobradas, provocando a formacédo de
colinas cbncavas - convexas e cristas esparsas, com altitudes de 860 a 1.200
metros (PREFEITURA ITAUNA, 2017).

O clima é tropical de altitude com verfes quentes, com totais
pluviométricos variando em torno de 1.194 mm anuais. A temperatura média anual é
de cerca de 22° C. A média das maximas fica em torno de 32° C e a das minimas de
13° C. A média da umidade relativa do ar é de 64,15%. A vegetacao predominante &
o cerrado prevalecendo espécies das seguintes familias: Euphorbiaceae,
Caesalpiniaceae, Fabaceae, Mirtaceae, Meliaceae, dentre outras. A fauna de
mamiferos € representada principalmente pelas ordens: Didelphimorphia,
Chiroptera, Xenartha, Primates, Carnivora e Artiodactyla, dentre outras
(PREFEITURA ITAUNA, 2017).
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FIGURA 1: Localizagdo do municipio de Italna, Minas Gerais e sua delimitacdo
urbana

A

500 1000 km

B

1- Aeroporto, 2- Alaita, 3- Antunes, 4- Belveder, 5- Centro, 6- Cerqueria Lima, 7- Chacara Quitdo, 8- Cidade Leonane, 9-
Cidade Nova, 10- Conj. Hab. Jadir Marinho, 11- Cidade universitaria, 12- Das Gragas, 13- Eldorado, 14- Fazenda Chécara,
15- Faz. Morro do Engenho, 16- Garcias, 17- Irmaos Auler, 18- Itaunense, 19- Lourdes, 20- Morada Nova, 21- Nogueira
Machado, 22- Nogueirinha, 23- Nova Vila Mozart, 24- Olaria, 25- Padre Eustaquio, 26- Parque Jardim, 27- Piedade, 28 -Pio
XXI, 29- Res. Morro do Sol, 30- Res. Novo Horizonte, 31- Res. Santanense, 32- Res. Sdo Geraldo, 33- Res. Veredas, 34-
Res. Victor Gongalves, 35- Santa Monica, 36- Santanense, 37- Santo Antdnio, 38- S&o Bento, 39-S&o Geraldo, 40-S&o
Judas Tadeu, 41- Trés Marias, 42- Tropical, 43- Universitario, 44- Vargem Verde, 45- Vila Augusto Chaves, 46- Vila Mozart,
47- Vila Nazaré, 48- Vila Santa Maria, 49- Vila Santiago, 50- Vila Tavares, 51- Vila Vilaga, 52- Vila Washington.
Fonte: Elaborado por Leticia Cavalari Pinheiro
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5.2 Escolha dos bairros para o estudo

Para o levantamento entomoldgico, foram escolhidos onze bairros do
municipio de Itatna (Chacara do Quitdo, Morada Nova, Trés Marias, Itaunense,
Parque Jardim, Santanense, Gragas, Centro, Nogueirinha, Cidade Leonane e
Olaria), que possuem caracteristicas fisicas parecidas, sendo todos eles
urbanizados. Esses bairros, que representam 21% do total de bairros do municipio
de Itatna, foram apontados pelo CCZ, pois neles foram notificados casos caninos de
LV.

As residéncias obtiveram escolha direcionada e foram georreferenciadas de
acordo com o0s seguintes critérios: acumulo de matéria organica, presenca de
arvores frutiferas, vegetacéo favorecendo areas sombreadas e presenca de animais
domeésticos (FIG. 2).

FIGURA 2: Caracterizacdo de residéncias que foram realizadas as capturas
entomoldgicas no municipio de Itaiina, MG.

Fonte: Fotografias de Josiane Valadao L. Marques
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5.3 Levantamento entomoldgico

As capturas entomoldgicas foram realizadas utilizando-se armadilhas
luminosas do tipo HP (PUGEDO et al., 2005), sendo uma instalada no intradomicilio
e outra no seu respectivo peridomicilio, nos onze bairros selecionados (FIG. 3), de
maneira sistematica e de forma pareada, para fornecer subsidios para os estudos de
endofilia e exofilia. As armadilhas foram colocadas em locais sombreados, préximos
a galinheiros e a outros locais com presenca de animais domésticos. Estas foram
expostas no periodo de maio de 2015 a abril de 2016, a partir das 18 horas e
recolhidas as 8 horas da manha seguinte, durante trés noites consecutivas de cada
més, realizadas sistematicamente durante 12 meses nas areas selecionadas,
correspondendo a 36 coletas, totalizando 504 horas de esforco amostral por
armadilha.

O material entomoldgico capturado foi distribuido da seguinte forma:
todos os machos foram acondicionados em tubos de hemdlise contendo alcool 70%
visando a identificacdo taxon6mica e consequentemente destinados ao
levantamento da fauna. As fémeas capturadas foram congeladas, paralisando sua
digestdo e acondicionadas em tubos de criopreservacdo contendo DMSO 6%, que
preserva as células evitando seu rompimento. Posteriormente congeladas a -20° C e
submetidas a analise molecular (LNPCR) e também foram identificadas

taxonomicamente e participaram do levantamento da fauna.
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FIGURA 3: Mapa dos pontos de captura entomoldgica, distribuidos nos onze bairros
de estudo, do municipio de Itaina, Minas Gerais.

Pontos de captura entomolégica em Itatuna

A — Chacara do Quitao
B — Morada Nova

C — Trés Marias

D - Itaunense

E — Parque Jardim
F — Santanense

G - Gragas

H — Centro

| — Nogueirinha

J — Cidade Leonane
K — Olaria

Fonte: elaborado por Leticia Cavalari Pinheiro

5.3.1 Montagem e identificacdo dos machos de flebotomineos capturados

Os espécimens capturados foram triados e durante a clarificacdo, os
machos foram colocados em pequenas placas de Petri, numa solucdo de potassa
(KOH a 10%), onde permaneceram entre duas a trés horas, para que ocorra o
amolecimento da quitina; apos esse periodo foram transferidos para outras placas
de Petri com acido acético, por um periodo de 15-20 minutos, para neutralizar o
hidroxido de potassio; a seguir, lavou-se em agua destilada por 15 minutos por trés
vezes; 0s insetos permaneceram em lactofenol por 24 horas, para diafanizar; em
seguida foram montados entre lamina e laminula, em liquido de Berlese,
procedimento baseado na metodologia preconizada por Langeron (1949), com
modificacdes.

Para a identificacdo taxondmica, os insetos foram montados em Berlese,
um meio aquoso de baixa refringéncia, que possibilita passagem de luz com maior
intensidade, facilitando a observacéo das estruturas internas, que sdo necessarias
para a identificacdo de machos e fémeas. Todo material foi analisado no laboratorio
do Grupo de Pesquisa em Taxonomia de flebotomineos/Epidemiologia, diagnostico

e controle das leishmanioses (TFL), do Instituto René Rachou (IRR)/Fiocruz.
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A identificacdo a nivel especifico foi realizada de acordo com Galati
(2003), através da observacdo por microscopia 6tica de caracteres morfoldgicos
internos e externos, por meio do uso de descricdbes especificas, chaves
taxonbmicas, e quando necessario utilizou-se comparacbes com exemplares da
colecdo referéncia do IRR. A vantagem da utilizacdo desta classificacdo é a
atualizacdo anual disponibilizada no site: www.fsp.usp.br/~egalati, que permite a
inclusdo de novas espécies ou novos registros no pais, bem como a revisdo de
caracteres para aprimoramento da identificacéo.

O material que ndo foi identificado a nivel especifico, devido a néo

integridade de alguns exemplares, foi identificado até o status taxondmico permitido.

5.3.2 Preparacédo das fémeas capturadas para deteccao de infeccao natural

A disseccédo das fémeas capturadas, que se encontravam preservadas do
DMSO 6%, consistiu na retirada dos trés ultimos segmentos abdominais e da
cabeca de cada fémea. Esses segmentos foram montados entre lamina e laminula
utilizando-se liquido de Berlese, e identificados a nivel especifico. O restante do
corpo da fémea foi armazenado em tubo tipo eppendorf para deteccdo de
Leishmania. Estes foram acondicionadas individualmente ou agrupadas em pools
contendo dois até dez exemplares, de acordo com o bairro de captura, més e
espécie, na qual foram devidamente rotulados e armazenados a -20° C para

posterior analise molecular (Tabela de Pools encontra-se no apéndice 1).

5.4 Extracado de DNA das fémeas de flebotomineos capturadas em campo

As fémeas foram dissecadas para a confirmacdo da espécie e, para
deteccdo de Leishmania spp. em flebotomineos capturados em campo. Estas foram
acondicionadas em microtubos de fundo cbnico, individualmente ou agrupadas em
pools de até dez individuos. A extracdo de DNA foi realizada através do kit Puragene
Core Kit A da Qiagen e o DNA obtido foi armazenado a -20° C para posterior
utilizacao.

ApGs as extragbes, as amostras de DNA foram quantificadas pelo

espectrofotometro (Espectrophotometer ND-1000 (Nanodrop®), utilizando volume
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minimo de 1 pL de DNA extraido para a obtencdo da concentragdo em ng/uL de

cada amostra.

5.4.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de gene constitutivo de
flebotomineo (cacofonia)

A amplificacdo de um gene constitutivo do DNA de flebotomineos
(cacofonia) visa confirmar a presenca do DNA de flebotomineos, validando, assim, o
processo de extracdo e os resultados negativos e positivos da LnPCR. Para a
reacao foi utilizado um par de iniciadores que amplificam a regido IVS6 do gene
constitutivo especifico (cacofonia) de flebotomineos neotropicais. A técnica foi
realizada utilizando-se os seguintes iniciadores: 5° GTG GCC GAA CAT AAT GTT
AG 3' e 5" CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3' (LINS et al., 2002). A amplificacao
do gene constitutivo foi realizada em equipamento termociclador automatico (Veriti
96 well Applied Biosystems). A mistura para a reacéo foi feita utilizando um kit para
PCR (PureTag Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare) que contém
aproximadamente 2,5 unidades de PureTagTM DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCI
(pH 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 200 mM dATP, dCTP, dGTP e dTTP e
estabilizadores, incluindo BSA. A cada bead, foram adicionados 1 ul de cada
iniciador (20 pmol) e 21 ul de agua para PCR. Preparados os tubos, foram
adicionados 2 pul de DNA (cerca de 10 ng/mL). O programa de amplificacéo utilizado
foi: 94° C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacdo, 94° C por 30
segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos e uma extensao final de
72° C por 10 minutos e resfriamento a 4° C. Em cada conjunto de reacédo de PCR,
foram incluidos um controle negativo e um positivo. Como controle negativo da
reacao, foi utilizado um tubo com todos os reagentes, exceto o DNA, e, no controle

positivo, adicionado DNA purificado de flebotomineo.

5.4.2 Detecc¢éo de Leishmania spp. em flebotomineos capturados no campo

Apés a extracdo de DNA, foi realizada a técnica de LnPCR dirigida ao
gene SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um fragmento desse gene, que é uma

regido conservada entre todas as espécies de Leishmania spp. (VAN EYS et
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al.,1992; CRUZ et al, 2002, 2006), visando a deteccdo do parasito em
flebotomineos capturados no campo.

Para a amplificagdo das amostras, foi realizada uma amplificagao inicial
de um fragmento de aproximadamente 603 pb, utilizando-se dos iniciadores R1: 5
GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5" GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG
3’, seguida da amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir
do produto amplificado da primeira rea¢ao, utilizando-se dos iniciadores R3: 5" TCC
CAT CGC AACCTCGGT T3 eR4:5 AAAGCG GGC GCG GTG CTG 3.

A mistura para a primeira reacao foi preparada para um volume final de
25 pl utilizando um kit para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare)
gue contém aproximadamente 2,5 unidades de PureTagTM DNA Polymerase, 10
mM Tris-HCI (ph 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 200 mM dATP, dCTP, dGTP e
dTTP e estabilizadores, incluindo BSA. A cada bead, foram adicionados 1 pl de cada
iniciador (20 pmol) e 13 pl de agua MilliQ. Preparados os tubos, foram adicionados
10 ul de DNA (cerca de 10 ng/mL). Em tubos contendo 1 mL de H20, foram diluidos
25 pl de produto da primeira reacgdo, para serem utilizados como template da
segunda PCR. Esta foi preparada para um volume final de 25 ul contendo 10 ul do
produto amplificado diluido, e foi utilizado o mesmo kit de PCR Bead.

A amplificacdo foi processada em aparelho termociclador automatico
Veriti (Applied Biosystems), utilizando o seguinte ciclo para SSU rRNA:
desnaturacdo inicial a 94° C por cinco minutos, seguido de 35 repeticbes de
desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 60° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos, e extensao final foi a 72° C por cinco minutos e
resfriamento a 4° C. Para a segunda reacdo LnPCR, foi realizado o ciclo de
desnaturacdo inicial a 94° C por cinco minutos, seguido de 30 repeticbes de
desnaturacdo a 94° C por 30 segundos, anelamento a 65° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos, e extensao final de 72° C por cinco minutos e
resfriamento a 4° C.

Em todas as reacfes foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA
extraido de cultura de Le. infantum (MHOM/BR/PP75), e como controle negativo foi

utilizada H-O para PCR como template.
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5.4.3 Anélise dos produtos amplificados pela PCR

Os produtos amplificados pela PCR utilizando iniciadores que amplificam
fragmentos do gene constitutivo de flebotomineos (cacofonia) e do resultado da Ln-
PCR, destinada a amplificar um fragmento do gene SSUrRNA, foram analisados por
meio de eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo de etidio e
examinados em exposicao a luz ultravioleta (UV).

5.4.4 Célculo da taxa minima de infec¢cdo natural

Considerando-se os agrupamentos de espécimens e dada a possibilidade
de se saber a real taxa de infeccdo natural para cada fémea, a taxa minima de
infeccdo natural (TMI) foi estimada atribuindo-se o critério de que pelo menos um
dos exemplares estava infectado, quando o pool ao qual pertence for positivo para
Leismania spp. como descrito por Paiva et al. (2006), o que corresponde ao numero

de grupos positivos x 100/namero total de insetos

TMI = n° de pools positivos de cada espécie x 100
total de individuos da espécie

5.4.5 Sequenciamento SSUrRNA para determinacdo da espécie de Leishmania

Para a identificacdo das espécies de Leishmania nos flebotomineos

infectados, foi realizado o sequenciamento do produto amplificado pela segunda
reacdo da LnPCR (fragmento esperado de aproximadamente 353 pb).
Todas as bandas de 353 com intensidade consideravel foram cortadas e purificadas
utilizando o kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), de acordo com as
especificacdes do fabricante. O produto amplificado foi purificado, eluido em 20 ul de
H20 estéril utilizado como “template” para outra reacdo de PCR, anterior ao
processo de sequenciamento.

A reacao de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume

final de 10 yL, formada por 1 pl do Premix (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 ul de
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tampéo do BigDye, 1 pl dos iniciadores (R3 e R4 para Leishmania), na concentragéo
de 3,2 pmol e 2 pL do produto de PCR e 5 ul de H>O. Esse mix foi colocado em um
termociclador com o seguinte programa: 94° C por trés minutos, seguido de 30 ciclos
de 96° C por um segundo, 65° C por cinco segundos (essa temperatura depende da
temperatura de anelamento do iniciador utilizado) e 60° C por quatro minutos. O
sequenciamento propriamente dito foi posteriormente realizado em sequenciador
automatizado ABI 3730 (Life Technologies) e um kit adequado (v3.1 Cycle BigDye®
Terminator) em ambas as dire¢cdes (Foward e Reverse).

Para a andlise bioinformética, os softwares usados para edicdo da
sequéncia e alinhamento foram o BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit.html) e
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Essas analises incluem a edigéo,

alinhamento e a busca de sitios de restricdo das sequéncias estudadas.

5.5 Influéncia dos fatores climaticos na densidade populacional dos

flebotomineos

Para avaliar a influéncia das variaveis climaticas (precipitacao
pluviométrica, umidade relativa do ar e temperatura) em relacdo ao namero de
flebotomineos capturados, foram utilizados os dados climatoldégicos obtidos no
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), unidade Divindpolis e a densidade de
flebotomineos capturados, que correspondem ao periodo de Maio de 2015 a Abril de
2016. Esses dados obtidos foram analisados graficamente e através de estatistica
nao paramétrica, utilizando o método de Spearman para o calculo da correlagéo

entre variaveis.

5.6 Inquérito canino amostral

A realizacdo do inquérito canino permite identificar a taxa de positividade
para LV dos cées infectados, assim como a localidade onde estes se encontram,
para realizar o diagnéstico epidemiolégico e desenvolver politicas publicas para o
enfrentamento dessa situacao.

No ano de 2016 foi realizado pelo CCZ do municipio de Italina um

inquérito canino amostral (avaliagdo de caes selecionados em bairros onde foram
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registrados casos humanos e/ou caninos de LV). Esse inquérito foi realizado em 15
bairros: Campos, Centro, Chacara do Quitao, Cidade Nova, Garcias, Gracas, Cidade
Leonane, Morada Nova, Murilo Gongalves, Nogueirinha, Novo Horizonte, Parque
Jardim Santanense, Olaria, Trés Marias, Vila Nazar€). No inquérito foram analisados
1701 caes, utilizando os testes soroldgicos de DPP e ELISA, preconizados pelo MS.

No mesmo ano foram realizados diagnosticos em 1224 caes por meio de
demanda espontanea (quando o proprietario conduz voluntariamente o animal até o
CCZ para realizacdo do exame sorolégico). Esses caes avaliados sob a forma de
demanda espontanea eram provenientes de diferentes bairros do municipio.

Assim, no ano de 2016 foram avaliados 2925 cdes domiciliados em Italina
visando a determinacédo da taxa de soropositividade. Os métodos de diagndsticos
foram realizados pelos agentes de combate a endemias do CCZ de Itauna e pela
Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED), como preconizado pelo MS do Brasil.

5.6.1 Diagnéstico soroldgico

Para o diagnostico sorolégico, foram utilizadas as técnicas conforme
preconizadas pelo MS em 2011. Para realizar a triagem, utilizou-se o teste DPP®,
gue € o teste imunocromatografico de uso exclusivo para cdes. O DPP® foi
realizado na presenca do morador e proprietario do cédo, ja que o teste oferece
resultado em 15 minutos. Para o teste pode-se utilizar sangue, soro ou plasma do
animal. Optamos pela coleta de sangue, que foi realizada por meio de perfuracao da
orelha do animal, pela lanceta disponivel no Kit. Imediatamente apos a perfuracéo
utilizou-se alca coletora de sangue, que foi transferida para o suporte do teste,
aproximadamente de 5 pyL de sangue ao poco 1 intitulado “Amostra + Tampao”, a
seguir foram adicionadas 2 gotas do tampé&o. Apds 5 minutos as duas linhas azuis,
controle (C) e teste (T), desapareceram. A seguir foram adicionadas 4 gotas do
tampé&o no pogo 2 intitulado “Tampao”. A leitura dos resultados foi realizada em 15
minutos apos esta etapa, quando avaliado o resultado: negativo, aparecimento de
uma linha vermelha ou positivo, duas linhas vermelhas. Por ser um teste de triagem,
permite que apenas 0S casos positivos sejam levados para confirmacéo,
desonerando, desta forma, o laboratério.

Participaram do inquérito canino amostral a populacdo de cdes de nove

dos onze bairros selecionados para o estudo entomoldgico do municipio de Itadna,



70

além de outros seis bairros. A partir dos pontos de coleta entomoldgica, foi tracado
um raio de no minimo 500 metros, para que os caes das residéncias dentro desse
perimetro fossem avaliados para o levantamento da infec¢cdo canina. Foram
excluidos apenas filhotes com idade inferior a seis meses, cuja sorologia poderia
gerar falsos resultados devido a presenca de anticorpos maternos adquiridos pelo
filhote através da amamentacdo (BRAGA et al., 1998). Foram aleatoriamente
escolhidos 60 caes considerados soropositivos para serem submetidos a necrépsia
e a métodos parasitolégicos e moleculares.

5.6.2 Coleta de amostras de sangue para teste de ELISA

As reacOes positivas pelo teste do DPP® foram submetidas ao ensaio
imunoenzimatico ELISA. Veterinarios e agentes do CCZ/Itauna realizaram exames
clinicos para a coleta de sangue por puncdo na veia radial ou cefalica do céo,
seguindo corretamente as normas de assepsia e biosseguranca, sendo coletado um
volume total de 3 mL com seringas de 5 mL acopladas com agulhas de calibre
25x8mm, estéreis. No momento da coleta, foram utilizadas fichas clinico-
epidemiologicas, contendo informacdes referentes ao estado clinico do animal, como
também dados do proprietario, endereco, nome do cado, codigo da amostra, sexo,
raca, idade, tamanho do pélo, porte, sendo aferido parametros fisiolégicos
relevantes a andlise de sinais e sintomas compativeis com a LV. Outro dado
importante na anamnese foi verificar se o cdo foi vacinado contra raiva ou
leishmaniose visceral.

Apés a coleta de sangue total, este foi acondicionado em tubos préprios,
devidamente etiquetados, e acondicionados em caixa térmica para posterior
centrifugacéo e obtencéo de soro. As amostras de soro foram encaminhadas para o
laboratério da FUNED e realizados os testes de ELISA/Biomanguinhos (VOLLER;
BIDWELL; BARLETT, 1976).

Foram utilizados Kits EIE-LVC produzido por Biomanguinhos (FIOCRUZ,
BR) que emprega antigenos soluveis de Leishmania major-like (LIRA et al., 2006)
para sensibilizacdo das placas de fundo plano. O resultado foi obtido através da
visualizacdo da alteracdo de cor com o auxilio de equipamentos mensuradores de
absorbancia. A execugdo do teste foi realizada por profissionais devidamente

qualificados e o ensaio desenvolvido de acordo com as recomendacdes do
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fabricante. Os resultados foram transferidos para a ficha epidemiolégica e remetidos

para o IRR, onde foram inseridos em um banco de dados.

5.6.3 Recolhimento dos cédes sorologicamente positivos

Tanto o inquérito canino quanto a retirada dos caes infectados e
eutanasia foi realizada pela Prefeitura Municipal de Itaina, com a colaboracdo da
equipe do grupo de Leishmaniose e pesquisas TFL do IRR.

Dos caes que participaram do inquérito e que foram diagnosticados como
positivos nos testes DPP® e ELISA, foram selecionados aleatoriamente 60 caes
para participarem deste estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animais da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz), sob a licengca n° LW-2/15 (protocolo n° p-
68/14-3) (Anexo 2). Todos os procedimentos utilizados seguiram as normas técnicas
estabelecidas pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV, Resolugédo n°
714, de 20 de junho de 2002).

5.6.4 Eutanasia e necropsia dos cades soropositivos

Foram aleatoriamente selecionados 60 cédes considerados soropositivos
para LV, do inquérito canino amostral realizado no municipio de Itaina. Estes caes
foram eutanasiados e necropsiados de acordo com o protocolo descrito a seguir.

Primeiramente, foi realizada uma inspecdo ectoscoOpica, objetivando
preencher um boletim epidemiologico (Apéndice 2) no qual os cédes foram
caracterizados quanto ao status clinico. Optou-se, no presente estudo, por usar
somente as formas sintomaticas e assintomaticas da classificacdo proposta por
Mancianti (1988). Para os cdes considerados sintomaticos, os sinais clinicos a
serem considerados como caracteristicos de LVC foram, onicogrifose, lesdes
cutaneas, perda severa de peso, ceratoconjutivite, dermatite generalizada ou de
ponta de orelha, Ulceras, hiperqueratose, dentre outros sinais clinicos.

Em seguida, o cao foi anestesiado com Thionembutal (30 mg/mL) por via
endovenosa e primeiramente realizada a puncdo de medula 6ssea utilizando-se
agulha hipodérmica 18 G1 (20x40). Para a puncao, foi feita a assepsia do local com

alcool 70% e, em seguida, introduzida agulha na regido da articulagcdo fémur-tibio-



72

patelar, perfurando a crista da tibia, possibilitando a coleta de amostra de aspirado
da medula o6ssea (FIG. 4). Posteriormente, o cdo foi eutanasiado utilizando-se
solucdo saturada de cloreto de potéssio, via endovenosa, na proporcao de 0,5 mL/kg
de peso do animal. Com o animal em decubito dorsal, a pele da regido abdominal
ventral foi rebatida e feita incisdo pré-retroumbilical abrindo a cavidade abdominal
(FIG. 5 A). Com a regiao abdominal rebatida, foram recolhidos, com auxilio de
tesoura e pinca, fragmentos de baco, linfonodo mesentérico e pele da regido distal
da orelha (FIG. 5 B), necessérios para realizacao de estudos moleculares.

FIGURA 4: Puncdo de de medula 6ssea (crista tibial) dos cées selecionados para o
estudo, no municipio de Itauna, Minas Gerais.

Fonte: Fotografias de Josiane Valaddo L. Marques

FIGURA 5: Necropsia e obtencdo de de amostras dos cées selecionados para o
estudo, provenientes do municipio de Itauna, Minas Gerais.

A) Incisdo pré-retroumbilical. B) Fragmentos de linfonodo mesentérico, pele de ponta de orelha
e baco. Fonte: Fotografias de Josiane Valadao L. Marques
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5.6.5 Célculo da taxa de positividade e taxa de prevaléncia caninada LVC

Para o célculo da taxa de positividade da LVC no municipio de Itatna foi

utilizada a seguinte formula:

Taxa de positividade canina = N° de cdes reagentes nos dois testes x100
Total de caes examinados no bairro

Ja& para o calculo da taxa de prevaléncia canina, utilizamos a seguinte

formula:

Taxa de prevaléncia canina= N° de cdes reagentes nos dois testes x1000
Total de caes estimados por bairro

5.6.6 Isolamento de parasitos

A manutencao dos parasitos foi feita em meio de cultura NNN (NICOLLE,
1908) enriquecido com meio LIT (Liver infusion tryptose). As culturas foram feitas em
duplicata. As amostras de medula éssea coletadas foram semeadas em tubos
contendo meio de cultura NNN (NOVY; MC NEL, 1903; NICOLLE, 1908)
enriquecidos com LIT e mantidos a 25° C £ 1° C em estufa biolégica (BOD). Neste
trabalho, optou-se pela utilizacdo unicamente de amostras de medula 6ssea, uma
vez que a coleta desse material € asséptica, diminui a possibilidade de
contaminacdes e aumenta as chances de isolamento. (FIG. 6). O exame da cultura
foi realizado semanalmente e considerado positivo quando foi observada a presenca
de formas promastigotas de Leishmania. Quando ndo ocorreu o aparecimento de
formas flageladas depois de seis semanas, a cultura foi considerada negativa. Apos
o isolamento dos parasitos, estes foram utilizados em fase exponencial de
crescimento para obtencdo da massa de promastigotas e estas amostras foram
criopreservadas e depositadas no banco de cepas do grupo de pesquisas TFL do
IRR.
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FIGURA 6: Semeadura de medula 6ssea em meio de cultura NNN/LIT, provenientes
dos cées necropsiados do municipio de Itauna, Minas Gerais.

Fonte: Fotografia de Erika Michalsky Monteiro

5.6.7 Pesquisa direta de parasitos

Dos fragmentos de tecidos retirados dos cades soropositivos (baco,
linfonodo mesentérico e pele da regido distal da orelha), foram realizados exames
direto por aposicao (imprint) e esfregaco de medula 6ssea, para pesquisa de formas
amastigotas de Leishmania, sendo as amostras coradas pelo Giemsa (FIG. 7).

FIGURA 7: Imprint dos tecidos em lamina e esfregaco de medula déssea para
diagndstico parasitolégico direto, provenientes das amostras dos cdes participantes
do estudo do municipio de Itaina, Minas Gerais.
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Fonte: Fotografia de Josiane Valaddo L. Marques
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5.6.8 Extracdo de DNA de medula Ossea e tecidos obtidos dos cées
soropositivos

Os fragmentos de pele, linfonodo mesentérico e bago foram processados
para pesquisa de Leishmania spp., na qual uma por¢cdo de aproximadamente seis
milimetros foi cortada e macerada para extracdo de DNA, que foi realizado utilizando
o kit de isolamento de DNA de células e tecidos Genomic PrepTM (GE Healthcare).
Para extracdo do DNA de medula 6ssea, foi separado aproximadamente 200 ul da
amostra em microtubo e utilizado o kit de cromatografia em coluna - GFXTM
Genomic Blood DNA Purification (GE Healthcare). Esses procedimentos foram
realizados conforme especificagbes dos fabricantes. ApGs as extracdes, as amostras
de DNA foram quantificadas pelo espectrofotdmetro (Espectrophotometer ND-1000
(Nanodrop®), utilizando volume minimo de 1 pL de DNA extraido para a obtengéo

da concentracdo em ng/pL de cada amostra.

5.6.9 PCR de gene constitutivo especifico de mamiferos (IRBP)

Foi realizado o controle endogeno da PCR para os diferentes tecidos
coletados dos cées soropositivos deste estudo, utilizando o protocolo padronizado
por Ferreira (2010). O objetivo da técnica utilizada foi constatar a presenca de
fragmento de 227pb do gene que codifica a proteina Interphotoreceptor retinoid-
binding protein (IRBP), comum a todas as espécies de mamiferos. Os iniciadores
utilizados foram IRBP fwd: 5TCC AAC ACC ACC ACT GAG ATC TGG AC 3 e
IRBPrev: 5> GTG AGG AAG AAA TCG GAC TGG CC 3. Foi utilizado o Kit illustra
pureTaq Ready-To-GoTM PCR Beads® (GE Healthcare). Aos reagentes foram
acrescentados 1,25 pl de cada iniciador a 20 pmol/ pl e 2 pl de DNA para 25 pl de
solucdo final. O programa de amplificacao foi iniciado a 94°C por 4 min, seguido de
35 ciclos (94°C por 30 seg, 57°C por 30 seg 72°C por 1 min) e encerrado a 72°C por
5 min. Na eletroforese, utilizamos como marcador molecular com 100 pares de
base. Como controle negativo da reacéo, foi utilizado um tubo que continha todos os
reagentes, exceto o DNA e no controle positivo, foi adicionado DNA purificado

extraido de pele de céo.
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5.6.10 Deteccéao e identificacdo de Leishmania spp. em amostras de medula
O0ssea e tecidos dos caes soropositivos utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase

A pesquisa de DNA do parasito e a determinacdo da espécie de
Leishmania circulante nos reservatérios domésticos foi realizada nas amostras de
tecidos (bago, linfonodo mesentérico e pele) e medula dssea, utilizando a técnica de
Ln-PCR destinada a amplificar um fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania
(VAN EYS et al.,1992; CRUZ et al., 2002, 2006). Os procedimentos utilizados para
amplificagcdo de DNA e sequenciamento do DNA amplificado das amostras positivas

foram os mesmos descritos para flebotomineos.

5.7 Analises estatisticas

Os dados foram organizados em planilhas e as analises foram feitas no
programa Microsoft Excel ® (Office 2003) e no programa R (R CORE TEAM, 2017).

5.7.1 Testes estatisticos realizados no estudo entomoldgico

Para verificar se existe correlacdo estatistica significativa entre o nimero
de flebotomineos capturados e cada uma das variaveis climaticas (média mensal de
temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo), utilizamos o teste de correlacéo
de Spearman.

As variaveis foram consideradas com correlacdo estatisticamente
significativa quando o p-valor referente ao teste de hipotese foi menor que 0,05.

Para comparar as propor¢des de flebotomineos machos e fémeas no intra
e no peridomicilio, foi utilizado o teste Qui-Quadrado, também com significancia de
0,05.

5.7.2 Testes estatisticos realizados no estudo canino

Para verificar se existe diferencga significativa da frequéncia de resultados

positivos dos testes diagnosticos entre os quatro diferentes tecidos analisados,
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utilizamos o teste Q de Cochram, para a comparacéo entre 3 grupos (PCR Medula X
Parasitolégico Medula X Cultura Medula). Nos casos em que o teste tenha apontado
diferenca significativa entre pelo menos 2 dos grupos, as comparacoes 2 a 2 foram
feitas utilizando o teste de Mc Nemar, com corregdo de Bonferroni para
comparacdes multiplas.

No intuito de comparar as propor¢cbes de cédes positivos entre 0s
sintomaticos e os assintomaticos em cada teste diagnostico, aplicamos o teste de
Qui-Quadrado (quando as condi¢cdes foram atendidas) ou teste de Fisher (caso
contrério). Em todos os testes, o nivel de significancia utilizado foi de 0,05.

5.8 Distribuicdo espacial dos casos caninos, humanos e pontos de capturas

entomoldgica

5.8.1 Levantamento e georreferenciamento dos casos caninos

Para o estudo de casos caninos foram utilizados os dados do inquérito
sorologico canino e da demanda espontanea, realizado no ano de 2016 abrangendo
todos os bairros do municipio.

Os cées incluidos na analise deveriam ser reagentes nos testes de DPP e
ELISA realizados pelos profissionais do CCZ de Itaina. Os bairros de domiciliacao
dos caes soropositivos foram considerados para fins de georreferenciamento,
confeccdo de mapas e demais andlises espaciais realizadas através do programa R
(R CORE TEAM, 2017). Os dados de populacdo canina de cada bairro foram
estimados em 13.5% da populacdo humana (BRITO & CHAMONE, 2001). Foram
realizadas andlises agregadas para identificacdo das areas de risco, por meio da

confeccdo de mapa tematico com as taxas de prevaléncia de LV canina.

5.8.2 Levantamento e georreferenciamento dos casos humanos

O levantamento de casos humanos de LV foi realizado a partir da
notificacdo de casos do municipio de Italna, obtidos junto a Secretaria Municipal de
Saude de Itauna, ocorridos entre os anos de 2007 e 2017. Cada caso humano foi

georreferenciado para a andlise descritiva considerando o endereco de residéncia.
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Os dados da populacdo humana do municipio foram obtidos a partir do
Censo 2010 do IBGE. As andlises descritivas dos dados foram feitas através de
tabelas, graficos e medidas resumo, como médias, medianas, proporcdes e taxas.
Para analisar a distribuicdo espacial dos casos humanos, foi feito um mapa de
densidade de Kernel utilizando o programa R (R CORE TEAM, 2017).

5.8.3 Levantamento e georreferenciamento dos pontos de capturas
entomoldgicas

Para o estudo com flebotomineos, em cada bairro, foi escolhida uma
residéncia para realizacdo das capturas entomologicas. Esses pontos foram
georeferenciados por meio de GPS, utilizando como unidades de analise as
coordenadas x e y, obtida pelo GPS marca Etrex, utilizando a projecao “Sistema
Universal Transverso de Mercator” (UTM). Os pontos de capturas entomoldgicas
foram considerados para fins de georreferenciamento, confeccdo de mapas e

demais analises espaciais realizadas através do programa R (R CORE TEAM, 2017)
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6 RESULTADOS
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6.1 Levantamento da fauna flebotominica

Durante o periodo de maio de 2015 a abril de 2016 foram capturados
1786 espécimens na é&rea estudada do municipio de Itatuna, distribuidos em onze
espécies pertencentes a 6 géneros: Psathyromyia, Evandromyia, Lutzomyia,
Pintomyia, Nyssomyia e Brumptomyia.

As espécies capturadas foram: Psathyromyia aragaoi (COSTA LIMA,
1932), Psathyromyia Iutziana (COSTA LIMA, 1932), Evandromyia cortelezzii
(BRETHES, 1923), Evandromyia evandroi (COTA LIMA & ANTUNES, 1936),
Evandromyia lenti (MANGABEIRA, 1938), Evandromyia teratodes (MARTINS,
FALCAO & SILVA, 1964), Evandromyia termitophila (MARTINS, FALCAO & SILVA,
1964), Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912), Pintomyia pessoai (COUTINHO
& BARRETTO, 1940), Nyssomyia whitmani (ANTUNES E COUTINHO, 1939) e
Brumptomyia brumpti (LARROUSSE, 1920). As fémeas de Ev. cortelezzii e do
género Brumptomyia (FRANCA E PARROT, 1921) sao morfologicamente
indistinguiveis, portanto, a identificacdo foi realizada associada aos machos
capturados.

Dos 1786 exemplares capturados, 1436 eram machos (80,5%) e 350
fémeas (19,5%) (TAB. 1). A espécie mais abundante foi Lu. longipalpis, com 1494
exemplares, totalizando 84% dos exemplares capturados. Destes 1280 (85,7%)
eram machos, e 214 (14,3%) eram fémeas (GRAF. 1). A segunda espécie mais
capturada foi Ev. cortelezzii totalizando 6%, seguida de Ev. lenti com 3%.

Dentre os exemplares capturados, 63 flebotomineos nédo foram
identificados a nivel especifico, devido a nado integridade de algumas estruturas
morfolégicas necessarias para a identificacdo dos exemplares, contudo, estes foram

identificados como pertencentes a subtribo Lutzomyiina.
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TABELA 1: Espécies de flebotomineos capturados no municipio de Itauna, em
relacdo ao sexo, no periodo de maio de 2015 a abril de 2016, utilizando armadilha

luminosa HP.

Espécies Macho Fémea  Total %
Brumptomyia brumpti 3 8 11 0,6
Psathyromyia aragaoi 1 1 2 0,1
Evandromyia cortelezzii 32 68 100 6,0
Evandromyia evandroi 17 11 28 1,6
Evandromyia lenti 35 23 58 3,0
Lutzomyia longipalpis 1280 214 1494 84,0
Psathyromyia lutziana 3 1 4 0,2
Pintomyia pessoai 14 5 19 1,1
Evandromyia teratodes 0 1 1 0,1
Evandromyia termitophila 1 2 3 0,2
Nyssomyia whitmani 1 2 3 0,2
Lutzomyiina* 49 14 63 3,0

1436 350 1786 100

Total

(80,5%) (19,5%) (100%) (100%)

*Refere-se a subtribo

Fonte: Elaborado pelo autor

GRAFICO 1: Porcentagem de Lu. longipalpis em relacdo ao total de espécimens
capturados e porcentagem em relacdo a machos e fémeas capturadas no municipio
de Itauna, utilizando armadilha luminosa HP, no periodo de maio de 2015 a abril de

2016.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Das espécies de importancia médica foram capturadas Lu. longipalpis e
Ny. whitmani (GRAF. 2). A espécie Pi. pessoai n&o foi considerada importante do
ponto de vista médico, porque ainda sdo necessarios mais estudos envolvendo esta

espécie para aponta-la como vetora das leishmanioses.

GRAFICO 2: Porcentagem das espécies capturadas no municipio de Itaina,
utilizando armadilha luminosa HP, no periodo de maio de 2015 a abril de 2016.
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Fonte: Elaborado por Consuelo Latorre Fortes Dias

Pode-se observar na tabela 2, a distribuicdo das espécies capturadas por
bairro. Lu. longipalpis foi encontrada em quase todos os bairros estudados, exceto
nos bairros Parque Jardim e Gracas. O bairro Chacara do Quitdo apresentou o

maior indice dessa espécie totalizando 64% do total capturado.
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TABELA 2: Espécies de flebotomineos capturados por bairro no municipio de Itauna, no periodo de maio de 2015 a abril de 2016,
utilizando armadilha luminosa HP.

BAIRRO

Chécara do

Quitdo Morada Nova Trés Marias Itaunense Parque Jardim Santanense Gragas Centro Nogueirinha C. Leonane Olaria
Total
PONTO
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5 Ponto 6 Ponto 7 Ponto 8 Ponto 9 Ponto 10 Ponto 11

ESPECIE
Br. brumpti 2 0 2 0 0 0 0 0 0 4 3 11
Ps. aragaoi 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
Ev. cortelezzii 46 11 5 13 1 0 0 0 10 5 9 100
Ev. evandroi 3 10 1 0 0 0 0 0 0 14 0 28
Ev. lenti 15 23 2 0 0 2 0 0 1 6 9 58
Lu. longipalpis 960 77 77 59 0 5 0 15 46 167 88 1.494
Ps. lutziana 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0 0 4
Pi. pessoai 0 1 0 0 0 0 0 0 1 12 5 19
Ev. teratodes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Ev. termitophila 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3
Ny. whitmani 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Lutzomyiina* 39 4 1 2 0 2 0 0 3 9 3 63

TOTAL 1070 126 90 74 1 9 0 15 63 218 120 1.786

*Refere-se a subtribo

Fonte: Elaborado pelo autor
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Os resultados do grafico 3 e tabela 3, irdo se concentrar na espécie Lu.
longipalpis, devido ao fato desta ser a responsavel pela transmisséo de LV no Brasil.
Observamos que Lu. longipalpis foi encontrada em todos os doze meses de captura,
totalizando 1494 exemplares. O maior numero de exemplares de Lu. Longipalpis
capturados ocorreu no més de novembro, com 236 (16%) exemplares. Dos onze
bairros estudados, 93% de Lu. Longipalpis foram capturados em cinco bairros,
sendo Chacara do Quitdo reponsavel por 65% dos exemplares capturados, Cidade
Leonane 12%, Olaria 6%, Morada Nova 5 % e Trés Marias 5% (TAB. 3).

GRAFICO 3: Distribuicdo mensal de Lu. longipalpis capturados no municipio de
Itadna, utilizando armadilha luminosa HP, no periodo de maio de 2015 a abril de
2016.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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TABELA 3: Numero mensal de Lu. longipalpis capturados nos bairros do municipio de Itatna, utilizando armadilhas luminosas HP,
no periodo de maio de 2015 a abril de 2016.

3
g g @ g @ o} @
s = £ & T B 4 o = i
Més ° ke > qg) - = § E g 5] 3 Total
g g 8 g 3 |5 G S 2 - o
] o s = o 357 o
ié s = s n = O]
O
2015 Mai 98 9 3 1 - - - 1 - 2 15 129
Jun 30 2 1 3 - - - - 1 3 1 41
Jul 15 - - 4 - - - 1 1 7 - 28
Ago 14 4 - 39 - 1 - - - 12 1 71
Set 55 2 - 5 - - - - 13 21 9 105
Out 106 3 1 5 - 1 - 1 15 9 10 151
Nov 172 16 - - - 1 - - 11 24 12 236
Dez 152 2 7 1 - 1 - - - 5 - 168
2016 Jan 10 17 39 - - 1 - 2 1 18 4 92
Fev 46 9 2 1 - - - 3 3 33 2 99
Mar 123 5 8 - - - - 3 1 4 34 178
Abr 139 8 16 - - - - 4 - 29 - 196
Total 960 77 77 59 0 5 0 15 46 167 88 1494

Fonte: Elaborado pelo autor
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A tabela 4 apresenta os resultados da fauna flebotominica mensal por
sexo. Pode-se observar que exemplares machos e fémeas foram capturados em 10
das 11 espécies encontradas, exceto Ev. teratodes que foi capturada apenas uma
fémea da espécie.

Em relacdo ao comportamento dos flebotomineos quanto a endofilia e
exofilia, 1430 exemplares (80%) foram capturados no peridomicilio, sendo 84%
machos e 16% fémeas. O total capturado no intradomicilio foi de 356 exemplares
(20%), sendo 65% machos e 35% fémeas (TAB. 5). Utilizando-se o teste Qui-
Quadrado, observamos diferenca significativa entre as propor¢cdes de fémeas no

intradomicilio e no peridomicilio (p<0,05).
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TABELA 4: Numero de exemplares capturados nos bairros do municipio de Itatna, em relacdo ao més, utilizando armadilha

luminosa HP, no periodo de maio de 2015 a abril de 2016.

Més

Br. brumpti

Ps. aragaoi

Ev. cortelezzii

Oy

Ev. evandroi

Ev. lenti

Lu. longipalpis

Ps. lutziana

Pi. pessoai

Ev. teratodes

Ev. termitophila

2015 Mai
Jun

Jul
Ago
Set
Out
Nov
Dez
2016 Jan
Fev
Mar
Abr

| e T TR N T

R oo N, w0

12
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12
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(BN

A WNORMOUURDME

W NN G N — = O

S

N = = O1

N N O

[EEY

B~ DN

= NN B~ o1

(¢,

A W OO o0, NN

11 118
4 37
4 24
8 63

13 93

24 126

43 193

28 140

11 81

17 82

22 156

29 167

0 P 2 0 o

Total

8

68

w
N

11

17

23

w
ol

214 1280

*Refere-se a subtribo

X
«©
E =
>
£ S IS
€ N g
= 5 [
= J
pd
e 4 2 4
- - 1 - 141
1 - - - 49
- - - - 32
- - 2 3 96
- - - 2 125
1 - 4 15 188
- - - 4 276
- - 1 8 186
- - 4 2 141
- - - 5 131
- 1 1 7 202
- - 1 3 219
2 1 14 49 1786
Fonte: Elaborado pelo autor
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TABELA 5: Numero de exemplares capturados nos bairros do municipio de Italna,
em relacdo a endofilia e exofilia, utilizando armadilha luminosa HP, no periodo de
maio de 2015 a abril de 2016.

Espécie

Br. brumpti
Ps. aragaoi
Ev. cortelezzii
Ev. evandroi
Ev. lenti

Lu. longipalpis
Ps. lutziana
Pi. pessoai

Ev. teratodes
Ev. termitophila
Ny. whitmani
Lutzomyiina*

Peri Intra Total
J ? J ? dQ %
2 6 1 2 11 0,6
1 1 0 0 2 01
16 40 16 28 100 6,0
8 5 9 6 28 1,6
17 9 18 14 58 3,0
1100 145 180 69 1494 84
2 1 1 0 4 0,2
13 4 1 1 19 1,0
0 1 0 0 1 0,1
1 2 0 0 3 0,2
1 2 0 0 3 0,2
44 9 5 5 63 3,0
1205 225 231 125 1786 100.0
1430 356

*Refere-se a subtribo

Fonte: Elaborado pelo autor
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6.2 Influéncia das variaveis climaticas na densidade populacional dos

flebotomineos

A oscilacdo das variaveis climaticas: precipitacdo, temperatura e umidade
relativa do ar, distribuidas ao longo de maio de 2015 a abril de 2016, bem como a
média deste periodo estdo representadas na tabela 6.

TABELA 6: Variaveis climaticas mensais no municipio de Itaina no periodo de
margo de 2015 a abril de 2016

Precipitacdo Temperatura .
Total Compens,ao_la U _mldade
Média  Relativa (%)
A (mm) 0
Més
Mar 334,1 23,2 77,1
Abr 30 22,1 73,4
2015 Mai 57,3 19,4 75,6
Jun 32,8 18,1 72,8
Jul 12,2 19,2 64,3
Ago 1,6 20 54,1
Set 99,9 22,9 58,6
Out 67,3 25,6 50,5
Nov 1345 25 68,3
Dez 2417 24,3 71,7
2016 Jan 405,8 23,7 78,7
Fev 187,4 25,2 68,6
Mar 280,9 24,2 72,3
Abr 18,3 23,3 63,9
Média 135,9 22,5 67,8

Fonte: Elaborado pelo autor
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Ao analisarmos o numero de flebotomineos capturados e cada variavel
climatica (temperatura, umidade e precipitagdo), considerando primeiramente 0s
dados do mesmo més e em seguida os dados de um més antes das capturas,
observamos que ndo houve associacao estatisticamente significativa entre o nimero
de flebotomineos e as variaveis climéaticas, umidade relativa do ar e precipitacdo
pluviométrica (Apéndice 3). J& em relacdo a média de temperatura mensal e o
numero de flebotomineos capturados, a correlacdo de Spearman foi estatisticamente
significativa ao considerar um més antes das capturas (p=0,002), mostrando que nos
meses mais quentes o numero de flebotomineos capturados tende a ser maior
(GRAF. 4).

GRAFICO 4: Associacdo entre o nimero mensal de flebotomineos capturados de
05/2015 a 04/2016 e a média de temperatura, umidade e precipitacdo no periodo de
04/2015 a 04/2016, no municipio de Itauna, MG.
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Fonte: Elaborado por Leticia Cavalari Pinheiro

Considerando que a variavel temperatura média teve correlacdo positiva
estatisticamente significativa com o nimero de capturas mensal e que a variavel
precipitacao teve uma correlacao positiva, mas que nao foi forte o suficiente para ser

considerada estatisticamente significativa (p=0,109), fizemos um grafico para
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visualizar melhor a relacdo entre essas duas variaveis climaticas e o niamero de
capturas mensais, representadas no gréfico 5. As linhas tracadas representam as
medianas de cada uma das variaveis entre os meses de abril de 2015 e mar¢o de
2016 e os raios dos circulos sdo proporcionais a quantidade de insetos capturados
no més descrito, que € o seguinte ao referente a cada combinacdo de temperatura
media e precipitacdo. Observamos que 0s menores numeros de capturas sdo
referentes aos meses com temperaturas médias mais baixas e menores valores de

precipitacao.

GRAFICO 5: Numero de capturas de flebotomineos por més em relagdo as médias
de temperatura e precipitacao
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6.3 Deteccdo do gene cacofonia constitutivo de flebotomineos

Os resultados dos produtos de amplificacdo de DNA, de amostras de
flebotomineos para a PCR dirigida ao gene cacofonia estao representados na figura
8. Observa-se o fragmento de 220 pb em todas as amostras, validando tanto o
processo de extracdo como os resultados negativos e positivos. Todas as amostras
de flebotomineos apresentaram-se positivas para nesta PCR. Optamos por
exemplificar apenas uma figura de eletroforese em gel de agarose.

FIGURA 8: Produtos de amplificacdo de DNA de flebotomineos obtidos com
iniciadores para o gene da cacofonia, visualizados apés eletroforese em gel de
agarose a 2% corado pelo brometo de etidio.

M 685 B9 Laa0e sfdu s s g a9 e B0 S Re BB 8T 005 DT 0 101 108 310" CP CN

Canaletas: M- Marcador de peso molecular 100 pb; Amostras: 4 a 110 (pools alternados). Controle
Positivo da Reacéo (Lu. longipalpis). CN: Controle Negativo da Reacédo (sem DNA).
Fonte: Elaborado pelo autor

6.4 Deteccao de Leishmania spp. em flebotomineos

Foram analisadas 309 fémeas de flebotomineos, agrupadas em 133
amostras (72 amostras com apenas um flebotomineo e 61 pools contendo de dois a
dez exemplares), para pesquisa de infeccdo natural por Leishmania spp. Estas
amostras foram analisadas utilizando a LnPCR.

Das 133 amostras, nove delas apresentaram-se positivas para o género
Leishmania (FIG. 9). Em cinco espécies de flebotomineos (Ev. cortelezzii, Ev.
evandroi, Lu. longipalpis, Ev. lenti e Ev. termitophila) foram encontrados presenca de
DNA de Leishmania spp. (TAB. 7).
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Dos onze bairros estudados, em sete foram encontrados flebotomineos
infectados por Leishmania spp. (Chacara do Quitdo, Cidade Leonane, Nogueirinha,
Trés Marias, Centro, Morada Nova e Olaria). Entre os nove espécimes de
flebotomineos que apresentaram infec¢do natural por Leishmania spp., quatro de
trés espécies (2 Lu. longipalpis, 1 Ev. cortelezzii e 1 Ev. lenti) foram capturados no
intradomicilio.

A taxa minima de infeccéo natural (TMI) encontrada para Leishmania spp.
entre todas as espécies foi de 2,91 (TMI: 9 x 100/309 = 2,91). Quando avaliamos por
espécie de flebotomineos, a TMI foi de 3,22% para Ev. cortelezzii, 9,09% para Ev.
evandroi, 5,88% para Ev. lenti, 1,94% para Lu. longipalpis e 50% para Ev.
termitophila, ja que de dois pools, um apresentou-se positivo (TAB. 8). As amostras
dos produtos de amplificacdo de DNA de flebotomineos podem ser visualizadas na
figura 9. Todas amostras positivas dos flebotomineos analisados foram enviadas

para sequenciamento.

TABELA 7: Espécies de fémeas de flebotomineos encontrado a presenca de DNA
de Leishmania e local de captura no periodo de maio de 2015 a abril de 2016,
municipio de Itauna.

Amostras N° Exemplares Espécie Bairro Intra/Peri
66 6 Ev. cortelezzii Chacara Quitao Peri
75 2 Ev. evandroi C. Leonane Peri
79 4 Lu. longipalpis Nogueirinha Intra
96 1 Ev. cortelezzii Trés Marias Intra
116 1 Lu. longipalpis Trés Marias Peri
118 2 Lu. longipalpis Centro Peri
125 3 Ev. lenti Morada Nova Intra
139 3 Lu. longipalpis Morada Nova Intra
155 1 Ev. termitophila Olaria Peri

Fonte: Elaborado pelo autor
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TABELA 8: Taxa minima de infec¢cdo (TMI) dos pools de fémeas de flebotomineos
capturados no periodo de Maio de 2015 a Abril de 2016.

Total de Total de Amostras TMI

Espécies Fémeas  Amostras positivos (%)
Br. brumpti 4 4 0 0
Ps. aragaoi 1 1 0 0
Ev. cortelezzii 62 34 2 3,22
Ev. evandroi 11 8 1 9,09
Ev. lenti 17 11 1 5,88
Lu. longipalpis 206 67 4 1,94
Ps. lutziana 1 1 0 0
Pi. pessoai 3 3 0 0
Ev. teratodes 1 1 0 0
Ev. termitophila 2 2 1 50
Ny. whitmani 1 1 0 0
Total 309 133 10 2,91

Fonte: Elaborado pelo autor

FIGURA 9: Produtos de amplificacdo de DNA de Leishmania spp. em amostras de
flebotomineos, obtidos com iniciadores para o fragmento do gene do SSUrRNA,
observados apos eletroforese em gel de agarose a 2% corado pelo brometo de
etidio.

M 66 75 79 96 116 118 125 139 155

—
T - e e e .- . . e - 353 pb

Canaletas: M- marcador de peso molecular 120pb; amostras positivas 66, 75, 79, 96, 116, 118, 125,
139, 155; CP-controle positivo da reacdo (Le. infantum) cepa de referéncia MHOM/BR/PP75; CN-

controle negativo da reacéo (sem DNA). Fonte: Elaborado pelo autor



95

6.5 Sequenciamento de DNA para identificacdo da espécie de Leishmania,

encontradas nas fémeas de flebotomineos capturadas no campo

As sequencias de DNA obtidas a partir da LnPCR positivas, das nove
amostras de fémeas de flebotomineos, foram analisadas utlizando o software
Bioedit para edicdo das sequencias e posteriormete alinhadas pelo BLAST. Em
todas elas, a espécie de Leishmania encontrada foi Le. infantum (TAB 9).

TABELA 9: Sequenciamento de DNA dos pools de flebotomineos com DNA de

Leishmania spp.

Query
Pool Espécie cover E.value Ident. Accession

66 Le.infantum  100%  le-127 100% KX007994-1
75 Le. chagasi 100% 2e-146 100% KVv948484-1
79 Le. chagasi 98%  9e-145 100% K\Vv948484-1
96 Le. chagasi 99% 7e-146  100% K\Vv948484-1
116 Le. chagasi 100% 2e-146 100% KVv948484-1
118 Le. chagasi 100% 9e-145 99% KVv948484-1
125 Le. chagasi 100%  9e- 145 99% KV948484-1
139 Le. chagasi 100%  9e- 145 99% KV948484-1

155 Le. chagasi 99% 7e-146  100% KV948484-1
Fonte: Elaborado pelo autor * Le. infantum = Le. chagasi
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6.6 Inquérito canino amostral

Dos 2925 caes analisados, 575 apresentaram-se positivos na sorologia
(inquérito canino e demanda espontanea), ficando a taxa de positividade canina
geral do municipio em torno de 19,7%. Dos 1701 caes analisados pelo inquérito
canino amostral, 204 apresentaram-se positivos na sorologia, ficando a taxa de

positividade canina em torno de 12% (TAB. 10).

TABELA 10: Taxa de soropositividade canina para LVC, do municipio de Itaina, no
ano de 2016.

Taxa de soropositividade canina para LVC

DPP+ DPP+ Total cées Taxa
DPP - Elisa + Elisa- Indeterminados  analisados positividade
Inquérito Canino 1341 204 127 29 1701 12%
Demanda espontanea 737 371 92 24 1224 30,30%
2078 575 219 53 2925 19,70%
(71%)  (19,7%)  (7,5%) (1,8%) (100%)

Fonte: Elaborado pelo autor

6.7 Eletroforese de gene constitutivo especifico de mamiferos (IRBP)

Todas as amostras de tecido analisadas (pele, baco, linfonodo e medula
0ssea), apresentaram resultados positivos na PCR dirigida ao IRBP, correspondente
a 227 pb (FIG. 10), confirmando o sucesso da extracdo do DNA destes animais.

Optamos por exemplificar apenas uma figura de eletroforese em gel de agarose.
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FIGURA 10: Produtos de amplificacdo de DNA de cées, constatando a presenca de
227pb do gene IRBP, visualizados apos eletroforese em gel de agarose a 2% corado
pelo brometo de etidio.

910 1117 =13 1415 16 17 18 CP

227 pb

M. 19 20" 21 24 025 96, 97 2829 305 3] 30 230 24 P

e e e SR e S R = == e e e e e I S

Canaletas: M- peso molecular 100 pb. 1 a 34: Amostras linfonodo dos caes do estudo no municipio
de Itadna, MG. CP- Controle positivo (DNA extraido de pele de cdo). CN- Controle negativo (Sem
DNA); Amostras com 227 pb- pares de base. Fonte: Elaborado pelo autor

6.8 Distribuicdo de frequéncia de resultados do teste de PCR de caes

soropositivos

Das amostras de baco, medula éssea, linfonodo mesentérico e pele dos
caes soropositivos analisados pela LnPCR, apresentaram-se positivas 59/60 (98%)
de baco, 58/59 (98%) amostras de medula, 57/60 (95%) de pele e 56/60 (93%) de
linfonodo mesentérico (GRAF. 6), como pode ser ilustrado na figura 11, onde pode-
se observar o resultado da LnPCR em amostras de medula dos 60 cées

soropositivos.
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GRAFICO 6: Distribuicdo da frequéncia, por porcentagem, de resultados do teste de
PCR para deteccdo de Leishmania por tecido, dos cdes soropositivos de Itauna
2016.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Dentre os tecidos analisados, optamos por exemplificar visualmente
através da amplificacéo e eletroforese em gel de agarose, as amostras de medula.
Das 59 amostras de medula dos cées provenientes do municipio de Itauna, apenas
a amostra 47 néo foi positiva pela técnica da PCR para DNA de Leishmania. A figura
11 mostra o fragmento de 353 pb caracteristico, amplificado pelos primes utilizados
neste trabalho para o gene SSU rRNA de Leishmania. Todos os produtos da LnPCR
das amostras positivas dos tecidos analisados foram submetidos ao

sequenciamento.
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FIGURA 11: Produtos de amplificacdo (amostras de medula) obtidos com iniciadores
do fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania sp., observados apos eletroforese
em gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio.

8 9l 0E 1112 131481516017 18 CP

353 pb
M 190200 21 22 23 245 261 27 28 29 30/ 31 32 33 34
O D S S S - - 353 pb
M 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 CP
353 pb
M 53 54 55 56 57 58 59 60
@ e - ey - - - ES 353pb

Canaletas: M- marcador de peso molecular 120 pb; 1 a 60- amostras de medula dos cées
soropositivos (apenas a amostra 47 nao foi positiva); CP- controle positivo da reagéo (Le. infantum)
cepa referéncia MHOM/BR/PP75; CN- controle negativo da reacé@o (sem DNA).

Fonte: Elaborado pelo autor
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6.9 Frequénciade resultados dos exames parasitoldgico direto, PCR e

mielocultura de cées soropositivos

O resultado da deteccdo de Leishmania spp. em aspirados de medula
Ossea (cultura 75% e esfregaco 45%) e em imprint de bidpsias de baco (68,3%) e
pele (51,6%) encontram-se detalhados na tabela 11, juntamente com os resultados
da LnPCR dos 60 caes soropositivos.

LNnPCR nos 60 cdes examinados foi observado 100% de positividade,
considerando pelo menos uma amostra positiva. Os tecidos que apresentaram maior
positividade foram o baco 59/60 (98,3%), medula 6ssea 58/59 (98,3%), pele 57/60
(95%) e linfonodo mesentérico 56/60 (93,3%). Com o objetivo de calcular se houve
diferenca estatistica significativa entre as frequéncias de resultados positivos nos
tecidos analisados pela PCR e para verificar se o resultado de um tecido era melhor
gue o outro, utilizamos o Teste Q de Cochram, e observamos que a efetividade da
PCR foi semelhante para os quatro tecidos (p=0,36).

Em relacdo a técnica de mielocultura, em 75% (45/60) das amostras de
medula 6ssea foram isolados parasitos. A medula 6ssea foi utilizada por trés
técnicas diagnosticas diferentes, sendo PCR, mielocultura e Iamina. Verificamos
através do teste Q de Cochram, que havia diferenca estatistica significativa nos
resultados entre pelo menos 2 das 3 técnicas utilizadas para o diagnéstico em
medula (p<0,05).

Ao comparar as técnicas 2 a 2, houve diferenca estatisticamente
significativa entre todos os exames, sendo que a técnica de PCR obteve melhor
desempenho do que a mielocultura (p=0,000366) do que o exame por lamina
(p=0,0000). Contudo, comparando apenas o0s resultados do diagnostico
parasitoldgico direto (quando é observado diretamente o parasito), observamos que
a mielocultura apresentou melhores resultados que o diagnostico por laminas
(p=0,000831).

Nos resultados do diagnéstico parasitolégico direto em lamina
(imprint/esfregaco), 45 caes (75%) apresentaram resultados positivos por esta
técnica. Quando analisamos os tecidos individualmente, as amostras de baco
representaram 68,3% de positividade e foram as que apresentaram maior numero

de amostras positivas por esta técnica, corroborando com o resultado da LnPCR que
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demonstrou o bago com a maior positividade. Em seguida, o linfonodo mesentérico
apresentou 63,3% de amostras positivas, pele com 51,6% e por ultimo a medula,
totalizando 45% de positividade. Utilizamos o teste Q de Cochram, para verificar se
dentre os tecidos analisados, havia alguma diferenca estatisticamente significativa
na frequéncia de resultados positivos obtidos por esta técnica. Concluimos que a
efetividade do teste de laminas é diferente entre pelo menos dois dos tecidos
(p=0,0005). Comparamos os resultados da lamina nos tecidos dois a dois, através
do teste do McNemar com correcdo de Bonferroni para comparacdes multiplas.
Estes resultados demonstraram que houve diferenca estatistica significativa entre os
resultados das laminas de baco e medula (p=0.00786) e linfonodo e medula
(p=0,02050), indicando que este teste em medula € menos eficiente do que nestes
outros dois tecidos (baco e linfonodo). Neste estudo, as amostras de pele e medula
0ssea foram os tecidos que apresentaram o menor namero de resultados positivos

pelo diagndstico parasitologico direto em lamina.
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TABELA 11: Deteccdo de positividade através de diagndstico molecular (técnica PCR), diagndstico
parasitoldgico (cultura e Laminas esfregaco/imprints), de amostras de bidpsia de c3es soropositivos
PCR Cultura Laminas (esfregagco/imprint)
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6.10 Frequéncia dos resultados dos testes parasitologico direto, PCR e

mielocultura de caes assintomaticos e sintomaticos

Dos 60 cdes analisados, 38 eram sintomaticos (63%) e 22 cdes eram
assintomaticos (37%). O gréfico 7 apresenta os resultados do diagnostico
parasitologico, PCR e mielocultura dos cées soropositivos para LV.

Dos 60 caes soropositivos para LV examinados por meio da PCR, todos
os cées (100%) apresentaram resultados positivos, dentre os quatro tipos de tecidos
analisados.

Os resultados do exame parasitologico direto, 45 cées (75%) foram
positivos, destes, 29 caes (65%) foram classificados como sintomaticos e 16 (35%)
como assintomaticos.

Em relacdo a técnica de mielocultura, dos 60 caes analisados, 45 (75%)
caes foram positivos. Dos 38 cées sintomaticos, 33 (87%) apresentaram resultado
positivo e 5 (13%) apresentaram resultado negativo, enquanto entre os 22
assintomaticos, 12 (55%) apresentaram resultado positivo e 10 (45%) apresentaram
resultado negativo. Ao comparar essas propor¢cdes usando o teste Qui-Quadrado,
observamos que existe diferenca significativa (p=0,013) entre a proporcdo de
positivos no grupo dos sintomaticos e no grupo dos assintomaticos. Portanto, a
mielocultura demonstrou ser mais eficiente para cdes com quadro clinico
sintomatico.

Para verificar se 0s caes sintomaticos tendem a apresentar maior
proporcdo de resultados positivos em relacdo aos assintomaticos, utilizamos os
testes Qui-Quadrado ou Teste de Fisher para comparacdo entre as proporgoes.
Para os testes de PCR e diagnéstico em lamina, ndo houve diferenca significativa
entre os resultados do grupo de cdes sintomaticos e assintomaticos para nenhum

dos tecidos testados.



104

GRAFICO 7: Distribuicdo de resultados do teste parasitolégico direto, PCR e
mielocultura entre caes sintomaticos e assintomaticos, Italina, 2016.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Parasitolégico Direto

6.11 Frequéncia dos resultados cumulativos dos testes parasitolégico direto,

PCR e mielocultura dos cdes assintomaticos e sintomaticos

Dos 60 caes soropositivos analisados (sintomaticos e assintomaticos) por

meio do exame parasitoldgico direto, mieloculta e deteccdo de DNA pela LnPCR,
60% (36) foram confirmados pelos 3 testes, 30% (18) por 2 testes e 10% (6) foram

confirmados somente por 1 teste (GRAG. 8).
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GRAFICO 8: Frequéncia cumulativa dos resultados do teste parasitolégico direto,
PCR e mielocultura entre caes sintomaticos e assintomaticos, Itaiina, 2016.
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.12 Caracterizacdo das amostras caninas através de sequenciamento de DNA

Das 239 amostras de tecidos obtidas dos cées soropositivos e analisadas
pela LnPCR, 230 (96%) apresentaram-se positivas, sendo possivel visualizar o
fragmento de 353pb caracteristico de Leishmania spp. Apds seguenciamento,
edicdo e alinhamento das sequéncias de DNA, foi possivel identificar em 228
amostras como sendo infectadas por Le. infantum (acessos KU948484.1 e
KX007994.1), (FIG. 12 e TAB. 12).
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FIGURA 12: Andlise das sequencias de Le. infantum encontradas em amostras de
tecidos dos cées analisados em Itatina, 2016.
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Fonte: Elaborado por Consuelo Latorre Fortes Dias

TABELA 12: Total de amostras caracterizadas através de sequenciamento de DNA,
provenientes das bidpsias dos cdes analisados pela LnPCR.

Tecidos Sequenciadas Sequenciadas Sequenciadas  N&o sequenciadas Total Total
Forward e Reverse Forward Reverse Forward e Reverse

Baco 43 (73%) 11 (19%) 4 (7%) 1 (1%) 59 98%

Medula 34 (59%) 21 (37%) 2 (3%) 1 (1%) 58  98%

Pele 45 (79%) 10 (18%) 2 (3%) 0 (0%) 57 100%

Linfonodo 48 (86%) 6 (11%) 2 (3%) 0 (0%) 56 100%

170 (74%) 48 (21%) 10 (4%) 2 (1%) 230  99%

Fonte: Elaborado pelo autor
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6.13 Caracteristicas de racga e sinais clinicos sugestivos de infec¢éo por

Leishmania infantum entre os caes estudados

Dos 60 cées estudados, 22 eram assintomaticos, representando 36,6%, e
0s sintomaticos 38 caes, representando 63,4%, que de acordo com 0 sexo, estavam
distribuidos em 57% de fémeas e 43% de machos.

A estratificacdo da populacdo canina examinada, de acordo com a raca, foi
representada por 73,4% para cades sem raca definida (SRD). O restante dos animais
foi representado em 26,6% distribuidos em 10 ragas: Foxhound, Basset Hound, Blue
Heeler, Cocker, Pinscher, Poodle, Pit Bull, Fila, Labrador e Pastor Aleméo.

A distribuicdo canina em relacdo a caracteristica fenotipica da pelagem,
observamos que 73,4% tinham pelo curto, enquanto 26,6% apresentavam pelo
longo. J& em relacdo ao porte dos animais, 35% apresentam porte pequeno, 46,6%
porte médio e 18,4% porte grande.

Em relagcdo aos sinais clinicos, observamos que dentre os caes
sintomaticos, os mais comuns foram hiperqueratinizacdo do focinho (40%),
emagrecimento (38%), onicogrifose (37%), ceratoconjuntivite (30%), dermatite de
ponta de orelha (27%), dermatite generalizada (18%), mucosas hipocoradas (5%),
Ulcera de decubito (3%), alopecia localizada (3%) e ascite (2%). Contudo, todos os
60 cées sintomaticos e assintomaticos, apresentaram 100% de esplenomegalia e
linfadenopatia (GRAF. 9).
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GRAFICO 9: Frequéncia de sinais clinicos sugestivos entre cdes sintomaticos e
assintomaticos, Itatna, 2016.
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.14 Georreferenciamento e analise espacial

6.14.1 Distribuicéo espacial dos casos caninos de LVC no ano de 2016

A leishmaniose visceral canina em Itauna apresentou-se bem distribuida
por todo municipio, com média de prevaléncia total de 5,3%. A figura 13 apresenta
essa distribuicdo geogréfica pelos bairros do municipio, considerando as taxas de
prevaléncia a cada 1000 caes.

Na figura 13 podemos observar a prevaléncia canina dividida em 5
categorias, de acordo com os quartis da distribuicdo encontrada, dividida de forma
equilibrada os bairros nas categorias determinadas: = 100 (marrom), 50 a 100
(vermelho), 20 a 50 (laranja), 0 a 20 (amarelo), sem informac¢édo ou O (branco). Dos
52 bairros do municipio, 11 (21,15%) pertencem a area marrom; oito (15,4%) a area
vermelha; nove (17,3%) a area laranja; onze (21,15%) a area amarela, 13 (25%) dos
bairros ndo houve notificacdo de casos caninos, ficando inserida na area nula ou

branca.
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A prevaléncia canina variou consideravelmente entre os bairros
estudados, chamamos atencdo para 0s onze bairros pertencentes a area marrom
(FIG.13), que foram os que apresentaram as maiores taxas de prevaléncia canina.
Dentre os 11 bairros com maior prevaléncia, em 7 deles foi realizado inquérito
canino amostral e testes por demanda espontanea e as taxas de prevaléncia canina
foram: Novo Horizonte (11,5%), Trés Marias (12,9%), Cidade Leonane (15,4%), Vila
Nazaré (17,1%), Nogueirinha (17,8%), Cidade Nova (19,5%), Chacara do Quitdo
(33,8%) e em 4 destes foram realizados apenas testes por demanda espontanea,
ficando as taxas de prevaléncia em torno de: Res. Morro do Sol (10,6%), Sé&o
Geraldo (14,7%), Tropical (41,7%), Alaita (200%). Consideramos o bairro Alaita e o
bairro Tropical como “outliers”, pois estes apresentaram prevaléncia canina fora do
padrdo, que pode ser justificado devido ao nimero reduzido da populacdo humana e
consequentemente da populacdo canina de forma que apenas alguns caes
infectados implicam em taxas bastante altas (Alaita - populacdo humana: 6
habitantes e 1 caso canino / Tropical - populacdo humana: 89 habitantes e 12 casos

caninos).
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FIGURA 13: Mapa de distribuicdo dos casos caninos e georreferenciamento dos
casos humanos, nos bairros do municipio de Itauna.
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Pinheiro

6.14.2 Distribuicao espacial dos casos de LVH do municipio de Itauna

A distribuicdo dos casos humanos no municipio de Itaina foi analisada a
partir dos enderecos de residéncia de cada caso. A analise da densidade de Kernel
representada no mapa da figura 14 A, destacou que a infeccdo esta amplamente
distribuida pelo municipio de Italna, sendo impossivel identificar algum cluster
significativo que indique uma regido com maior densidade de casos. Os 14 casos
humanos de LV registrados apresentaram-se distribuidos em 13 bairros: Aeroporto,
Cidade Leonane, Cidade Nova, Das Gracas, Itaunense, Nogueira Machado, Olaria,
Piedade, Santo Antdnio, Sdo Judas, Vila Nazaré, Vila Santa Maria, Vila Vilaca.

Quando subdividimos o mapa em 7 “Hots” (FIG. 14 B), podemos observar
gue o numero de bairros com intensidade de casos humanos aumenta de 13 para
35 bairros, que sdo: Hot 1: bairros Vila Santa Maria e Santanense. Hot 2: S&o
Judas, Vila Augusto Chaves, Res. Victor Gongalves, Belveder, Cerqueira Lima,
Centro, Gragas e Universitario. Hot 3: Santa Moénica, Antunes, Vila Vilaga, Padre

Eustaquio, Irméos Auller, Res. Veredas, Cidade Leonane e Olaria. Hot 4: Chacara
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do Quitdo, Vila Washington, Morada Nova, Piedade, Novo Horizonte, Vila Nazaré,
Cerqueira Lima. Hot 5: Centro, Piedade, Morro do Sol, Pio Xll, Nogueira Machado,
Nogueirinha, Lourdes, Santo Antonio. Hot 6: Itaunense e Garcias. Hot 7: Aeroporto,
Trés Marias, Cidade Nova, Morada Nova, Res. Sao Geraldo.

A éarea representada pelo “Hot 7” apresentou maior intensidade de casos
humanos, devido a ocorréncia de dois casos humanos notificados na mesma éarea
(um caso em 2010 e outro em 2016). Durante o periodo de estudo, 0os casos
humanos registrados em 2016, estao representados no “Hot” 6 € 7 e o Ultimo caso
notificado em 2017, esta representado no “Hot 1”. Os ultimos casos humanos de LV

notificados ocorreram na regido oeste do municipio (FIG.14 C).
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FIGURA 14: Mapa de Kernel mostrando a distribuicdo de casos humanos de LV em
Italina, MG, no periodo de 2007 a 2017.
Densidade de Kernel dos casos de LVH em Itauna

Fonte: Elaborado por Leticia Cavalari Pinheiro e adaptado por Josiane Valadéo L. Marques
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6.14.3 Distribui¢céo de casos de LVC e casos LVH associados aos resultados
entomoldgicos

Os casos humanos notificados em 2016 e 2017, as taxas de prevaléncia
canina calculadas por bairro, os pontos de captura entomoldgica e 0s pontos
entomolégicos com presenca de flebotomineos naturalmente infectados foram
georreferenciados e plotados em mapa, e posteriormente, foram observadas as
possiveis &reas de maior risco de acordo com esses resultados (FIG. 15).

Analisando conjuntamente a taxa de prevaléncia canina, flebotomineos
positivos bem como os casos humanos notificados de LV, verificamos a existéncia
de focos da doenca no municipio, onde foram identificadas areas consideradas
prioritarias para as acdes de controle da doenca.

Consideramos como areas de maior risco de transmissédo aquelas que
apresentaram altas taxas de prevaléncia canina, bem como a presenca de casos
humanos de LV. Baseado nisso, os bairros Itaunense e Cidade Nova foram
considerados os bairros de maior risco de transmissao de LV. Entretanto, chamamos
atencao para os bairros Chacara do Quitdo, Cidade Leonane, Nogueirinha e Trés
Marias, que apesar de ndo terem apresentados casos humanos de LV no periodo de
estudo, foram registradas altas taxas de prevaléncia canina e o0 encontro de
flebotomineos infectados, tornando-os importantes areas de transmissdo de LV.
Também merecem atencdo os bairros Morada Nova, Centro e Olaria, visto que
foram encontradas taxas de prevaléncia canina relevantes, porem inferiores as
demais éareas, e o encontro de flebotomineos naturalmente infectados, justificando

sua atencado como areas de risco de transmissao de LV.
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FIGURA 15: Mapa de distribuicdo dos casos caninos e georreferenciamento dos
casos humanos, e ponto de captura de flebotomineos
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Fonte: Elaborado por Leticia Cavalari Pinheiro e adaptado por Josiane Valadao L. Marques

6.14.4 Associacado dos resultados entomoldgicos, caninos e humanos

Os principais resultados entomoldgicos, caninos e humanos obtidos neste
estudo, estdo sintetizados na tabela 13, abordando de maneira geral todos os

aspectos relacionados a transmisséo da LV no municipio de Italna.

TABELA 13: Sintese dos resultados obtidos através da distribuicdo dos casos
humanos, cades analisados, taxa de prevaléncia, taxa de positividade canina, bem
como total de flebotomineos capturados e infectados.

(continua)

Bairros Casos  Populagdo Populacdo Taxa Flebotomineos  Flebotomineos

Humanos Humana  Canina  Prevaléncia  capturados infectados
Aeroporto 1(2012) | 2231 301 4,3
Alaita 6 1 200
Antunes 240 32 0
Belveder 852 115 0,9
Centro 7259 980 3,8 15 Lu. longipalpis
Cerqueira Lima 2165 292 2,1
Chécara Quitdo 593 80 33,8 1070 Ev. cotelezzi
Cidade Leonane 1 (2009) 1442 195 15,4 218 Ev. evandroi
_ 1(2010) 195
Cidade Nova 1(2016) 2476 334 '
Conj. Hab. Jadir Marinho de Faria 3096 418 14
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Das Gragas 1(2010) | 2722 367 9 0
Fazenda Morro do engenho 971 131 5,3
Garcias 2658 359 6,7
Irmaos Auler 2702 365 11
Itaunense 1(2016) | 3645 492 3,3 74
Lourdes 5337 720 1
5.7 126 Ev. Ienti_ _
Morada Nova 6056 818 Lu. longipalpis
Nogueira Machado 1(2011) | 2032 274 1,8
Nogueirinha 670 90 17,8 63 Lu. longipalpis
Nova vila Mozart 752 102 0
Olaria 1(2014) | 2590 350 4,9 120 Ev. termitophila
Padre Eustaquio 3402 459 11
Parque Jardim Santanense 4049 547 6,9 1
Piedade 1(2007) | 3187 430 3
Pio XII 1048 141 1,4
Residencial Morro do sol 1388 187 10,7
Residencial Novo Horizonte 960 130 11,5
Residencial Santanense 969 131 0
Residencial S&o Geraldo 794 107 0
Residencial Veredas 1354 183 0
Residencial Victor Gongalves 309 42 0
Santa Edwiges - - -
Santa Monica 536 72 0
Santo Antonio 1(2012) 1094 148 1,4
Santanense 3405 460 2,6 9
S&o Bento 448 60 3,3
Sédo Geraldo 555 75 14,7
Séo Judas Tadeu 1(2014) 400 54 1,9
) . 12.9 90 Ev. cortglezzi_
Trés Marias 2127 287 Lu. longipalpis
Tropical 89 12 41,7
Universitario 458 62 4,8
Vila Mozart 272 37 54
Vila Nazaret 1(2008) | 863 117 17,1
Vila Santa Maria 1(2017) 113 15 6,7
Vila Tavares 600 81 1,2
Vila Vilaga 1 (2010) 747 101 2
Vila Washington 210 28 7,1
Vargem Verde 320 43 0
Vila Augusto Chaves 98 13 0
Vila Santiago 33 4 0
Fazenda da Chéacara 46 6 0
Eldorado 82 11 0
Total 14 80.451 10.859 5,3% 1786 9

Fonte: Elaborado pelo autor
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Este trabalho representa o primeiro estudo no municipio de Italina que
objetivou esclarecer os elos da cadeia epidemiologica da LV. A cidade situa-se no
centro-oeste de Minas Gerais, e parece ilustrar 0 processo de expansao e
urbanizacdo da doenca. O municipio foi recentemente classificado pelo MS como
area de transmisséo esporadica de LV, e se encontra em situacdo de atencdo em
relacé@o a transmissdo da doenca.

Diante da problematica, estudos de carater epidemiol6gico, visando
elucidar a identificacdo das espécies vetoras, potenciais hospedeiros, conhecimento
da biologia e deteccdo da taxa de infeccdo natural dos flebotomineos, sédo de
fundamental importancia para o entendimento da cadeia de transmissao da doenca,
principalmente nas areas endémicas para LV.

Neste estudo, os resultados entomoldgicos possibilitaram identificar a
fauna de flebotomineos em seus aspectos quantitativos e qualitativos. Estes
evidenciaram uma diversidade de espécies, confirmando assim a adaptacdo dos
flebotomineos a ambientes urbanos (BARATA et al.,, 2004; SILVA et al., 2007;
MICHALSKY et al., 2009, 2011). A fauna flebotominica se mostrou diversificada com
11 espécies identificadas, das quais Lu. longipalpis foi a espécie predominante
representando 84% do total dos espécimens capturados, confirmando sua
adaptacao a ambientes antrépicos (OLIVEIRA et al., 2003).

Lu. longipalpis vetor comprovado de Leishmania spp. em diversas regides
do Brasil, possui ampla distribuicdo geografica, habitos alimentares ecléticos e alta
capacidade adaptativa. Essa elevada densidade de exemplares capturados em
Italina, pode ter implica¢des importantes na transmissao da LV na regido (COSTA et
al., 1990; BEVILACQUA, 2001; GALIMBERTTI et al., 1999; MICHALSKY et al.,
2009), e sua presenca no municipio € uma preocupa¢do, uma vez gue ja existem
relatos da elevacéo de casos de LVC autoctones no municipio.

A espécie Lu. whitmani foi capturada no municipio durante o periodo de
estudo, e, apesar de nao ter sido encontrada em elevada densidade, apresenta
importancia epidemiolégica, uma vez que é incriminada como espécie vetora de Le.
braziliensis em algumas regides do Brasil (QUEIROZ et al., 1994; RANGEL et al.,
1996; LUZ et al., 2000).

Em relacdo ao género, foram capturados 1436 machos (80%) e 350

fémeas (20%). O numero de machos capturados pode ter sido maior do que o de
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fémeas por varios motivos: os machos geralmente eclodem antes das fémeas para
atingirem maturidade sexual com a rotacdo da genitélia em 180°, ou também devido
a um fendmeno chamado "efeito leque”, com aglomeracdo destes; ou porque 0S
machos séo atraidos pelos odores exalados pelos hospedeiros e liberam feroménios
sexuais para 0 acasalamento. Sobretudo, as fémeas ingurgitadas tendem a
permanecer mais proximas do local de alimentacao devido ao aumento do peso poés-
alimentacao e, portanto, tendem a ser menos atraidas para as armadilhas; uma vez
gue os machos ndo se alimentam de sangue, eles sdo mais atraidos pela fonte de
luz da armadilha durante o voo de acasalamento, fatores estes que contribuem e
reforcam nosso achado (BRAZIL E BRAZIL, 2003, WARD et al., 1993, KELLY AND
DYE, 1997; JONES & QUINNELL 2002; WICKER-THOMAS, 2007; SPIEGEL et al.,
2016).

Em relacdo ao comportamento dos flebotomineos, a maioria dos
espécimens foram capturados no peridomicilio (80%). Podemos observar na tabela
5 que o numero de fémeas capturadas no intradomicilio foi quase metade (124
exemplares) do total de fémeas capturadas em todo periodo, representando uma
proporcao significativamente maior em relacdo ao numero de machos do que a
observada no peridomicilio. Este resultado pode ter uma implicacdo importante na
transmissdo da LV, visto que apenas as fémeas sdo hematdfagas e participam
diretamente na transmissdo das leishmanioses. Resende (2006) observaram a alta
capacidade endofilica de Lu. longipalpis, e sugere que a probabilidade de
transmissdo de LV intradomiciliar € alta, consequentemente a sua presenca no
interior das residéncias pode ter um impacto na transmissao de Le. infantum. Nosso
estudo corrobora em relacdo ao comportamento endofilico das fémeas com outros
estudos da literatura, pois demonstra a possibilidade de transmissédo da LV ocorrer
no intradomicilio (SANTOS et al., 2003, SOUZA et al., 2004, BARATA et al., 2004,
2005, FRANCA-SILVA et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005; RESENDE et al., 2006,
MISSAWA & DIAS 2007).

As mudancas climaticas podem influenciar no comportamento dos
vetores, tornando possivel a expansdo de Lu. longipalpis para areas anteriormente
consideradas como ndo receptivas, acompanhando altera¢cdes climaticas
(PETERSON et al., 2017). Além disso, estudos sobre andlises climaticas vem

demonstrando que os fenbmenos como o El Nifio e La Nifia alteram a incidéncia de
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casos de LV durante esses fenomenos, aumentando durante o El Nifio e diminuindo
durante La Nifia (CARDENAS et al., 2006, GONZALEZ et al., 2010).

A interferéncia de fatores abidticos como precipitacdo, temperatura e
umidade na densidade populacional dos flebotomineos j& foi demonstrada por
diversos autores (MICHALSKY et al., 2009, 2011; SOUZA et al., 2004; DIAS et al.,
2007). Em 1960, Forattini demonstrou a variacdo sazonal dos flebotomineos,
indicando o aumento nos meses quentes e Umidos, enquanto nos meses frios e
secos havia reducdo na populacdo. Como as caracteristicas climaticas sé&o
diferentes para cada regido, para o conhecimento da epidemiologia da doenca e
intensificacdo das acdes de controle, torna-se necessario a realizacao de andlises
direcionadas para cada regido, principalmente em relacdo ao controle quimico, que
€ uma das principais estratégias de controle de LV empregadas no Brasil (SILVA et
al., 2007).

No presente estudo, a correlagdo entre as variaveis climaticas umidade
relativa do ar e precipitacdo pluviométrica em relagdo a densidade dos
flebotomineos capturados ndo foi estatisticamente significativa, ao contrario da
temperatura, cuja correlacdo foi positiva e estatisticamente significativa. Nossos
resultados apresentam um aumento do numero de flebotomineos capturados nos
meses mais quentes, contudo ndo podemos descartar a influéncia da precipitacao
pluviométrica na densidade populacional destes insetos. Esta claro na literatura que
a chuva propicia um aumento da umidade e favorece diretamente na proliferacéo e
sobrevivéncia dos flebotomineos (DEANE, 1955; RUTLEDGE E ELLENWOOD,
1975) (GRAF. 4 e 5).

O uso de técnicas moleculares para a deteccdo de DNA de Leishmania
em flebotomineos vem sendo cada vez mais utilizada, devido principalmente a alta
sensibilidade e especificidade destas técnicas (ROCHA et al.,, 2010; KATO et al.,
2007). Neste estudo, a taxa minima de infeccdo encontrada foi de 2,91%. Esta taxa
€ relativamente alta por se tratar de uma area de esporadica transmissdao em
comparacdao com TMI de areas de intensa transmissao relatadas na literatura. Em
areas endémicas para LV, a taxa minima de infeccdo por Leishmania sé&o
geralmente baixas, podendo variar entre 0,7% e 3,9% (SAVANI et al., 2009;

MISSAWA et al., 2010). Ressaltamos que dos nove pools encontrados positivos, 0
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namero de fémeas variou de um a seis exemplares, sendo que apenas uma fémea
positiva foi considerada nos célculos, o que pode ter subestimado o célculo da TMI.

Em sete dos onze bairros estudados foram encontrados flebotomineos
infectados por Leishmania spp. (Chacara do Quitdo, Cidade Leonane, Nogueirinha,
Trés Marias, Centro, Morada Nova e Olaria). Foram encontradas infectadas no
intradomicilio trés espécies de flebotomineos (Lu. longipalpis, Ev. cortelezzii, Ev.
lenti). O grande numero de Lu. longipalpis capturados (84%), e a deteccdo de
infeccdo por Le. infantum em quatro pools desta espécie em Itaina é um fato
bastante relevante e exerce um papel fundamental em estudos epidemioldgicos.
Estes resultados permitem um melhor entendimento da relac&o entre vetor e agente,
podendo indicar condicOes favoraveis para a disseminacdo da Le. infantum no
municipio.

Em nosso estudo também ressaltamos o encontro de outras espécies de
flebotomineos apresentando DNA de Le. infantum no intradomicilio, que foram Ev.
cortelezzii (6% dos exemplares capturados) e Ev. lenti (3% exemplares capturados).
Esses achados corroboram com outros trabalhos na literatura, nos quais a espécie
Ev. cortelezzi ja foi encontrada infectada tanto por Le. infantum quanto Le.
braziliensis (LANA et al., 2015; LARA-SILVA et al., 2015; SARAIVA et al., 2010) e a
espécie Ev. lenti infectada por Le. infantum (SHERLOCK ,1996; PAIVA et al., 2010).
Mesmo ndo sendo incriminadas como vetores no ciclo de transmissdo de
Leishmania, reforcamos a necessidade de maiores estudos a respeito da possivel
participacdo destas espécies na transmissdo destes parasitos, tendo em vista a
recorréncia do encontro de Leishmania spp. infectando estas espécies em diferentes
areas de transmissao de leishmanioses. Em relacdo a Ev. lenti devemos destacar
gue a mesma ja foi encontrada infectada no municipio de Divinépolis, localizado a 34
Km de Itatna (MARGONARI et al.,, 2010), o que pode reforcar ainda mais a
importancia deste achado em nosso trabalho.

Em nosso estudo, as espécies Ev. evandroi e Ev. termitophila foram
encontradas infectadas por Le. infantum no peridomicilio. Outros estudos
envolvendo Ev. evandroi, detectaram a infeccdo natural desta espécie e
demonstraram uma ampla distribuicdo geogréfica, alta antropofilia, adaptacdo a
ambientes peridomiciliares e sugeriram a sua participacdo na transmissao de Le.
infantum para cdes (SANGUINETTI et al., 2011; REBELO et al., 2010; SHERLOCK,
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1996). Ja a espécie Ev. termitophila, foi encontrada em diversos estudos
entomoldgicos no estado de Minas Gerais, associada a ninho de térmitas (LOIOLA
et al., 2007; MARTINS et al., 1970). Nossos resultados demonstraram o encontro de
Ev. termitophila infectada por Le. infantum no bairro Olaria, corroborando e
validando os estudos de Saraiva e colaboradores em 2010. Contudo, ndo existem
relatos da capacidade vetorial destas espécies na transmissdo de LV, pois a
competéncia vetorial ndo pode ser determinada apenas pela deteccdo de DNA de
Leishmania.

E conhecido que a densidade da populacdo de Lu. longipalpis que
transmite Le. infantum esta associada a condicdes de peridomicilio e é
frequentemente associada a presenca de animais domésticos (FORATINI, 1960;
SHERLOCK; GUITTON, 1969). Isso demonstra que sua presenca no peridomicilio
parece estar envolvida na epidemiologia da doenca, pois, sendo uma fonte atrativa
para os vetores, permite sua manutengdo no ambiente urbano. Estudos relacionados
com a determinacdo de fonte alimentar de Lu. longipalpis, demonstraram o carater
eclético de alimentacdo desta espécie, uma vez que foi encontrada evidéncia de
sangue proveniente de aves, roedores, caninos, equinos, bovinos e humanos
(MISSAWA & DIAS 2007; BRANCO, 2011; AFONSO et al., 2012, CUTOLO et al.,
2014, PATERNINA et al., 2016).

Essas observacfes reforcam nossos resultados, uma vez que os locais
gue encontramos as densidades mais elevadas de flebotomineos eram locais com
presenca de animais domeésticos e principalmente associados a galinheiros. Nos
bairros Chacara do Quitdo, Cidade Leonane, Morada Nova, Olaria e Itaunense,
foram os locais com as mais elevadas densidades de flebotomineos, sendo que
estes possuiam galinheiros, cachorros, cavalos e porcos. Em locais apenas com a
presenca de cachorros, foram encontrados numeros bem inferiores de
flebotomineos, como foi visto nos bairros Centro, Santanense e Nogueirinha. No
bairro Parque Jardim, ndo havia presenca de animais domésticos, e apenas um
exemplar foi capturado. A excecdo é o bairro Gracas, onde nao foi capturado
nenhum flebotomineo, entretanto, residiam cinco cées confinados no interior da
residéncia sem contato com peridomicilio.

O encontro de Le. infantum em flebotomineos naturalmente infectados no

municipio de Italna e a caracterizacdo da espécie de Leishmania circulante neste
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foco de transmissdo de LV, € de extrema importancia para compreensdo da
epidemiologia da doenga no municipio. Consequentemente, o conhecimento da
fauna flebotominica local e seu comportamento em relacdo a endofilia e exofilia e o
estudo da correlagdo entre as variaveis climaticas e a densidade populacional de
flebotomineos, podem contribuir para o direcionamento das medidas de controle,
principalmente em relag&o a borrifacdo de inseticidas.

Os resultados entomoepidemiolégicos deste estudo possibilitardo que o
municipio realize uma vigilancia entomoldgica de forma continua, observando o
comportamento dos vetores na area estudada no municipio, dispondo de
informacdes necessarias para direcionar e orientar, de modo eficaz, a aplicacdo de
medidas preventivas, melhorando a saltde da comunidade.

Outro aspecto importante de doencas ligadas a vetores € a existéncia de
uma populacdo de hospedeiros que é efetivamente responsavel pela manutencao e
disperséao da doenga (WOOLHOUSE et al., 1997; WERNECK, 2010), isso torna o
conhecimento dos reservatorios de extrema relevancia para o efetivo controle da LV.
A realizacdo de inquéritos soroldgicos na populacdo de cées e a realizacdo de
levantamentos entomologicos séo indispensaveis, pois revelam dados importantes e
contribuem para reduzir o risco de transmissdo da doenca tanto para o homem
guanto para os animais (VIEIRA; COELHO, 1998; ALMEIDA et al., 2009).

Segundo Baneth et al.,, (2008), “Uma vez que existam as condicdes
favoraveis para a transmissdo da doenca, caracterizada pela alta densidade vetorial
e alta concentracéo de cées, a infeccdo ira se espalhar de forma rapida e extensiva
entre a populagao canina”.

O cédo é um importante reservatorio de Le. infantum no ciclo doméstico,
atuando na manutencdo do parasito neste ambiente. A participacdo destes no ciclo
de transmisséo da LV foi reconhecida desde a década de 50 no nordeste brasileiro
por Alencar, quando a eutanasia destes animais passou a ser usada como uma
medida de controle da LV (DEANE, 1955; ALENCAR, 1959).

Pesquisas envolvendo cdes sdo de grande importancia nos estudos
relacionados a epidemiologia da doenca, ja que a LV canina é mais prevalente e
antecede a LV humana (MARZOCHI et al., 1985, SANTA ROSA & OLIVEIRA, 1997,
OLIVEIRA et al., 2001, BELO et al., 2013). Outro ponto importante e que merece

destaque se refere ao elevado niumero de cdes assintomaticos que permanecem
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domiciliados em areas endémicas, favorecendo assim a manutencdo do ciclo de
transmissdo da doenca. (DANTAS-TORRES et al.,, 2006; ALVAR et al.,, 2004;
MOHEBALI et al., 2005; COURA-VITAL et al., 2011).

Diversos estudos envolvendo a determinacdo da taxa de positividade
canina em municipios brasileiros vém mostrando variagbes nas taxas de caes
soropositivos para LV em areas urbanas (LOPES et al., 2010; FRANCA-SILVA et al.,
2003; MONTEIRO et al.,, 2005; MESTRE E FONTES, 2007; LANA et al., 2018).
Nosso estudo corrobora com esses autores, pois em inquérito canino amostral
realizado no municipio em 2016, péde-se verificar a média da taxa de positividade
canina foi considerada elevada, em torno de 12% (TAB. 10).

O diagnostico preciso da LVC é complexo e requer, frequentemente, o
uso de diferentes técnicas, associando métodos sorologicos, parasitologicos e
moleculares para a obtencdo de um resultado conclusivo. O fato de os caes
infectados apresentarem amplo espectro clinico e anormalidades clinico-patologicas
diversas e ndo especificas reforca a necessidade do uso combinado de métodos
laboratoriais para o diagnostico diferencial da LV (ALVAR et al., 2004; PALTRINIERI
et al., 2010).

O exame parasitologico direto ou a cultura de aspirado de medula 6ssea
sao as principais técnicas usadas para o diagnéstico da LV tanto em humanos como
em caes. Estes exames sdo considerados referéncia no diagnéstico da LV
(HERWALDT, 1999; DE VRIES et al.,, 2015; SANTOS et al., 2018). Contudo, a
dificuldade de execucdo da técnica, a necessidade de um profissional treinado, a
gualidade da amostra, associada a uma baixa carga parasitaria, principalmente de
animais assintomaticos, podem dificultar a identificacdo ou mesmo apresentar um
resultado falso-negativo (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005; MELO, 2004). Neste
estudo, dentre os 60 cdes analisados pelos exames parasitolégicos
(imprint/esfregaco e mielocultura), um total de 45 cédes (75%) apresentaram-se
positivos em ambas as técnicas utilizadas (TAB. 11). Dos 45 cées confirmados pelos
exames parasitologicos (GRAF. 7), 20 cées (44,4%) foram classificados como
assintomaticos, apresentando taxas de positividade expressivas nos testes de
mielocultura (26,7%) e 35,5% no exame imprint/esfregaco. Este nimero significativo
de cdes assintomaticos com confirmacdo parasitolégica demonstra a

susceptibilidade destes cades a infec¢do, e denota sua importancia na cadeia de
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transmissao da LV. Principalmente porque a literatura sugere a presenca de 50 a
70% de cées assintomaticos vivendo em areas endémicas, atuando como potenciais
fontes de infecg&o para o vetor (MADEIRA et al., 2004).

A pesquisa direta por amastigotas em microscopia € uma técnica com
especificidade de 100%, mas sua sensibilidade depende do grau de parasitismo em
virtude da distribuicdo heterogénea do parasito, do tipo de material bioldgico
coletado, de seu processamento e coloracdo, além da experiéncia do observador
(ALVAR et al.,, 2004; TAVARES et al, 2003). Atravées da técnica de
imprint/esfregaco, analisando os tecidos individualmente, as amostras de baco
apresentaram 68,3% de positividade, seguidas do linfonodo mesentérico (63,3%),
pele (51,6%) e medula (45%) (TAB. 11). Nossos resultados corroboram com estudos
de Ferrer (1999) e Alvar e colaboradores (2004), demonstrando elevada positividade
na microscopia de laminas de baco e linfonodo, 75% e 50%, respectivamente.

A amplificacdo de DNA via PCR se constitui numa alternativa pratica e
vantajosa, por ser um meétodo altamente sensivel e especifico na deteccéo,
caracterizacdo e identificacdo de Leishmania spp. em amostras clinicas,
reservatorios e vetores infectados (MULLER et al.,, 2003; WEIGLE et al., 2002;
MICHALSKY et al., 2002; GOMES et al., 2007, MOREIRA et al., 2007; LOPES et al.,
2017). Embora a PCR exija infraestrutura mais elaborada e alto treinamento técnico,
ela se tornou uma ferramenta de grande valia para o diagnostico e estudos
epidemiologicos da LVC.

Em estudo de coorte realizado por Oliva e colaboradores (2006), foram
observados resultados positivos para PCR na maioria dos cdes examinados. Em
nosso estudo foi encontrado 100% de positividade nos 60 cdes examinados
utilizando a LnPCR. Pelo menos um dos tecidos testados mostrou-se positivo com
uso da técnica, independente do status clinico do cdo. Este resultado é importante
uma vez que o encontro do parasito em cées assintomaticos, que podem apresentar
um alta carga parasitaria na pele, confirma seu potencial de infecciosidade para o
inseto vetor (MADEIRA et al., 2004) e denota a importancia epidemiologica desse
grupo clinico no ciclo de transmissao da LV (MONTEIRO et al., 1994; MICHALSKY
et al., 2007).

As técnicas moleculares mesmo representando um avanco no diagndéstico

canino, principalmente devido a sua elevada sensibilidade e especificidade podem
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apresentar uma ampla variedade de alvos e iniciadores, o que pode dificultar a
insercdo desse ensaio na rotina dos servigos de saude, justamente pela falta de um
procedimento padrao (IKONOMOPOULOS et al., 2003; XAVIER et al., 2006).

Diversos estudos mostram que a frequéncia de deteccdo de DNA do
parasito é variavel em diferentes tecidos (SOLANO-GALLEGO et al.,, 2001,
BARROUIN-MELO et al, 2004; MANNA et al, 2004). Nossos resultados
moleculares apresentam essa variabilidade, onde foi possivel observar que o baco e
a medula 6ssea apresentaram a maior positividade (98%), seguido pela pele (95%)
e linfonodo mensetérico (93%), apesar de nao ter apresentado diferenca
estatisticamente significativa pelo Teste Q de Cochram (p=0,36) (GRAF. 6). Os
resultados obtidos no diagnostico parasitolégico utilizando o imprint de bacgo
corroboraram com o resultado obtido na LnPCR utilizando a mesma amostra,
demonstrando ser o baco o tecido que apresentou a maior taxa de positividade
(98%). Outro fator relevante do nosso estudo foi 0 encontro de elevada positividade
nas amostras de pele. Em termos praticos este tecido poderia ser utilizado em
pesquisas de campo, como em testes de triagem em massa, devido a facilidade de
coleta da amostra e principalmente por ndo ser um procedimento invasivo.

Neste estudo, a medula 6ssea foi utilizada em trés técnicas diagnosticas
diferentes LnPCR, mielocultura e exame direto. Ao analisarmos estatisticamente 0s
resultados obtidos no diagnostico parasitologico direto (esfregaco/mielocultura)
observou-se que a mielocultura apresentou melhores resultados que o diagndstico
por esfregaco (p=0,000831). Nossos resultados corroboram com os encontrados por
Lopes et al., 2017, onde a mielocultura apresentou taxa de positividade de 76%.

Observando o resultado cumulativo dos testes diagndsticos empregados
(imprint/esfregaco, mielocultura e LnPCR), foi possivel visualizar um elevado nimero
de cdes (60%) com resultados positivos nas trés técnicas (imprint/esfregaco,
mielocultura, LnPCR), 30% foram confirmados em duas técnicas (LhPCR e
imprint/esfregaco ou LnPCR e mielocultura), e 10% confirmados apenas pela LnPCR
(GRAF. 8). O critério de diagnoéstico para deteccdo de infeccdo por Leishmania spp.
em cdes sao os testes sorologicos de DPP (triagem) e ELISA (confirmatorio),
preconizados pelo PCLV do Brasil. Esse protocolo proposto pelo MS tem sido alvo
de diversas criticas, principalmente em relacédo a especificidade e sensibilidade dos
testes (SILVA et al., 2016; GRIMALDI et al., 2012; REITHINGER et al., 2002; DA
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COSTA et al.,, 2003; OTRANTO et al., 2004). Contudo, nossos resultados
apresentados acima demonstram que os testes de diagndsticos parasitologicos e/ou
moleculares empregados em nossos experimentos confirmaram em sua totalidade
(100%) os exames sorolégicos de rotina do PCLV, através do inquérito canino
amostral realizado no municipio.

O diagnéstico da LVC representa, em si, um grande desafio, pois nédo
existe um unico método que seja simples, de baixo custo, reprodutivel, sensivel e
especifico para diagnosticar os varios estagios da doenca. No entanto, neste estudo,
percebeu-se que a LnPCR foi a técnica mais sensivel, seguida das técnicas
parasitolégicas que ficaram empatadas. Esses dados mostram a necessidade do
continuo desenvolvimento de técnicas de deteccdo da LVC que alcancem elevadas
sensibilidade e especificidade para que possam ser empregadas na rotina de
vigilancia epidemioldgica. Contudo, a LnPCR mostra ser mais sensivel que qualquer
método parasitologico convencional no diagnéstico de leishmaniose (MARQUES et
al., 2001).

A otimizacdo da deteccao e identificacdo dos agentes causadores das
leishmanioses € extremamente (til no contexto clinico, pois a determinacdo da
espécie em questdo pode promover maior eficacia no tratamento destas doencas,
com o desenvolvimento de possiveis novos farmacos ou mesmo protocolos de
tratamento que sejam espécie-especificos. Além disso, a deteccdo e identificacdo
permitem a geracdo de dados importantes para estudos epidemiolégicos e
ecolégicos (BRASIL, 2006).

Vérias pesquisas utilizam o sequenciamento de fragmentos de DNA
obtidos pela amplificacdo de sequéncias diferentes genes alvo que, junto a analise
do alinhamento das sequéncias obtidas, é uma forma de identificar a espécie de
Leishmania envolvida na infec¢do (PARVIZI & READY 2008; PARVIZI et al., 2008).0
sequenciamento do DNA do cinetoplasto, utilizando produtos de extensdo de
primers por PCR, € realizado para caracterizacdo da espécie da Leishmania
(MINODIER et al., 1997; MEDEIROS et al.,2002). Essa técnica tem sido amplamente
explorada em busca de mais informacdes sobre a sequéncia de DNA de
Leishmania, a fim de aperfeicoar o diagndstico e a identificacdo das espécies
(SCHALLING; OSKAM, 2002; LOPES et al., 2017).
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Para a identificacdo da espécie de Leishmania das amostras dos caes
deste estudo, utilizamos para a andlise bioinformatica, os softwares para edicdo da
sequéncia e alinhamento BioEdit e BLAST respectivamente. A caracterizacado das
228 amostras isoladas dos cées soropositivos da area estudada no municipio de
Italna evidenciou que a espécie de Leishmania circulante nos reservatorios no
municipio de Itauna € Le. infantum (FIG. 12 e TAB. 12), assim como em outros focos
de LV, em diversas regibes do Brasil. Este resultado demonstra a importancia de
estudos epidemioldgicos envolvendo a triade parasito-vetor-reservatério no
direcionamento e estabelecimento de medidas eficazes de controle da LV.

A expansdo geogréfica da LV tem sido registrada em varios estados
brasileiros, e vem sendo atribuida a diversos fatores como dificuldades na
eliminacdo dos reservatorios, ineficacia e nao integralidade das acfes de controle,
elevados custos para execucdo destas acbOes e principalmente a falta de
conhecimento a respeito da ecoepidemiologia das areas afetadas pela doenca, entre
outros. (OLIVEIRA et al., 2008, GONTIJO E MELO, 2004; TAUIL, 2006; ZUBEN et
al., 2016). Existem muitas controvérsias sobre a eliminacdo dos caes soropositivos.
A aceitabilidade da eutanasia pela populacdo € baixa, principalmente quando se
trata de animais assintomaticos, o que dificulta a continuidade da acdo. Mediante
iSS0, existe um consenso sobre a necessidade de estudos sobre melhores técnicas
diagnosticas, que possam expressar a real magnitude de infeccdo da populagéo
canina (ROMERO E BOELAERT, 2010; COSTA, 2011; COSTA et al., 2013).

Aliado a isso, a soroprevaléncia canina fazendo-se alta, torna-se iminente
para o surgimento de novos casos humanos, e isso hormalmente ocorre por falta de
estratégias eficazes dos 6rgdos competentes, tanto no diagndstico, que deveria ser
realizado de maneira sistematica, quanto na retirada e eutanasia dos caes.
(REITHINGER; DAVIES, 1999, ASHFORD, 2000; SILVA et al., 2001; CABRERA et
al., 2003).

A manifestacdo clinica da LVC depende de diversos fatores, alguns
intrinsecos ao animal, como o tipo de resposta imune desenvolvida e o seu padréo
nutricional; e outros extrinsecos, como as condicdes de higiene das instalacoes,
manejo sanitario do animal e presenca de ecto ou endoparasitos (FARIA &
ANDRADE 2012). O quadro clinico da LVC observado varia de caes aparentemente

saudaveis a aqueles com manifestacbes severas da doenca (SANCHIS; VITU;



128

GIAUFFRE, 1976; LANOTTE et al., 1979). Molina et al. (1994) demonstraram que a
infectividade dos cdes com LVC ndo estq exclusivamente ligada ao estagio
sintomatico da doenca. Entretanto, epidemiologicamente, é necesséario considerar
gue caes soropositivos sdo capazes de infectar flebotomineos indiferentemente da
presenca de sintomas (MICHALSKY et al., 2007).

Diagnosticar clinicamente a LVC € um problema para as autoridades de
saude, primeiro devido a amplitude de sinais e sintomas que séo observados na LV.
Em segundo lugar, os animais podem se apresentar aparentemente sadios, com
poucos sintomas, permanecendo assintomaticos por longos periodos ou por toda a
vida, ou até com a sintomatologia grave da doenca (SILVA, 2007). Sinais clinicos
como apatia, perda de peso, dermatopatias, oftalmopatias, artropatias e nefropatias
sédo alteracbes bem conhecidas e documentadas como manifestacdes clinicas da
LV. (CIARAMELLA et al., 1997, EGUCHI et al., 2017). Em nosso trabalho os sinais
clinicos mais comuns foram hiperqueratinizacdo do focinho (40%), emagrecimento
(38%), onicogrifose (37%), ceratoconjuntivite (30%) dentre outros sinais clinicos
(GRAF. 9). Contudo, o que chamou atencéo foi o aumento de baco e linfonodo em
100% dos céaes estudados, esses achados corroboram com estudos realizados por
outros pesquisadores (LOPES et al., 2017; FREITAS et al., 2012). O encontro de
linfadenopatia e esplenomegalia em cées pode levar a suspeita da LVC, entretanto,
€ necessaria a realizacdo de exames mais especificos para o diagnéstico preciso e
confirmacao da infeccéo por Le. infantum (MATTOS et al., 2004).

Outros estudos exploram fatores de risco associados a LVC como raca,
sexo, idade, dentre outras caracteristicas dos cées, contudo seus resultados muitas
vezes sdo conflitantes. Dos 60 cées analisados em nosso estudo, 34 (56,6%) eram
fémeas e 26 (43,4%) machos. Pesquisas relacionadas a LV, ligadas ao sexo dos
caes, normalmente ndo demonstram diferencas estatisticas (MORENO & ALVAR
2002; FRANCA-SILVA et al., 2003, BARBOZA et al., 2006). Entretanto no Brasil uma
maior prevaléncia de LV em cées machos foi encontrado na Bahia com 61%
(BARROUIM-MELO et al., 2006) e em Pernambuco com 51,6% (DANTAS-TORRES
et al., 2006).

A maioria dos cdes estudados em Itauna (73,4%) apresentavam
caracteristica de pelagem curta. Em estudo realizado em Montes Claros, por Franca-

Silva et al., 2003, foi observado que a infeccdo por Leishmania spp. foi mais
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prevalente em animais com essa caracteristica (11,9%). Caes que apresentam pélo
curto sé@o considerados alvos faceis para a infeccdo, fato que pode estar relacionado
a uma maior facilidade do vetor transmissor realizar o repasto sanguineo (LEAL et
al., 2018). Resultados mais consistentes em relagéo a estes fatores exigem estudos
com atributos mais definidos, necessitando serem mais elaborados como estudo de
coorte, estudo de caso controle ou ainda estudos transversais (DAVIES et al., 2000).

Outro fator importante associado € a execucdo de inquéritos sorolégicos
para avaliar os niveis de soroprevaléncia, conforme é preconizado pelo PCLV, de
forma a acompanhar o estado de surtos e epidemias, e avaliar a eficicia das
medidas de controle aplicadas (BRASIL, 2006). Conforme preconizado, recomenda-
se o inquérito amostral canino anual nas areas de transmissdo moderada e intensa
para LV, para avaliar as taxas de prevaléncia em cada setor, a fim de identificar
setores prioritarios a serem trabalhados, auxiliando na escolha das medidas de
controle a serem priorizadas. (BRASIL 2006). Salienta-se que 0 municipio de Itatna,
nossa area de estudo, é classificado como area de transmissdo esporadica,
conforme preconizacdo do MS. Fato que chama atencao visto que de acordo com as
orientacdes adotadas pelo MS, o municipio de Itadina ndo seria area de abrangéncia
para realizacéo de inquérito amostral para LVC.

O conhecimento da prevaléncia canina € de elevada importancia, pois
tem o propdsito de conhecer a soroprevaléncia e realizar o controle dos
reservatorios nas areas urbanas. Essa informacdo, agregada a estratificacdo da
incidéncia de LVH, orienta a priorizacdo do controle nas areas de transmissao. No
Brasil, ja foram demonstradas elevadas variacdes de prevaléncia canina de 1,9 a
35% em areas endémicas, havendo descricbes de até 53,4% em determinadas
regides. Especialmente em Minas Gerais, diversos pesquisadores VEém
demonstrando elevadas taxas de prevaléncia de LVC (FRANCA-SILVA et al., 2003;
FRANCA-SILVA et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005; COURA-VITAL et al., 2011;
MICHALSKY et al., 2011; BARATA et al., 2011, 2013; TANURE et al., 2015; LARA-
SILVA et al., 2015).

Nossos resultados apresentam uma distribuicdo da LV canina por todo o
municipio de Itaina. A taxa de prevaléncia em todo o municipio foi de 5,3%.
Contudo, as taxas de prevaléncia canina variaram consideravelmente nas areas de

estudo, corroborando com os resultados dos autores acima. Obtivemos taxas de
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0,9% a 33,8%. Contudo, outros bairros apresentaram taxas de 41,7% (Tropical) e
200% (Alaita), e esse fato ocorreu devido ao nimero pequeno de moradores e caes
residindo nestes bairros, e os caes encontrados infectados, elevou a taxa de
prevaléncia, tornando-se um valor aberrante atipico, sendo considerado
inconsistente.

A utilizacdo de ferramentas de geoprocessamento e analise espacial vem
sendo cada vez mais aprimorado e explorados inclusive em estudos ligados a
saude, em pesquisas de doencas transmissiveis, permitindo uma melhor
compreensao da distribuicdo destas doencas, entre elas as leishmanioses
(OLIVEIRA et al., 2001; WERNECK et al., 2002; CARVALHO, SOUZA-SANTOS,
2005; RINALDI et al., 2006; DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006;
MESTRE & FONTES, 2007; ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2014). A
analise espacial permite visualizar as regides de maior prevaléncia da doenca,
permitindo identificar as areas prioritarias para o controle, tornando possivel aplicar
as medidas de vigilancia mais direcionadas, reduzindo os custos aplicados no PCLV,
haja vista que a falta de recursos financeiros € um dos principais entraves para o
desenvolvimento de politicas eficazes relacionadas ao PCLV no Brasil (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008, OTRANTO & DANTAS-TORRES, 2013).

Estudos de analise espacial como o de Margonari (2006) observaram a
distribuicdo de casos caninos e humanos em Belo Horizonte, verificaram correlacao
entre o numero de casos de LV canina e humana. Com auxilio da anélise de Kernel,
Prado (2011) observaram areas de intensa concentracdo de cdes com LV
associadas com casos humanos da doenca na cidade de Montes-Claros (MG), o
gue contribuiu para as acfes da vigilancia epidemioldgica nessa regiao.

Em nosso estudo foram elaborados mapas de analise espacial, com a
prevaléncia canina do municipio de Itauna. Observamos que dos 52 bairros de
Italina a prevaléncia de LV canina apresentou expressiva em onze bairros (marron)
(FIG. 13). Chamamos atencao para 0s onze bairros que apresentaram as maiores
taxas, nas quais sete participaram do inquérito amostral e demanda espontanea:
Cidade Nova, Cidade Leonane, Novo Horizonte, Nogueirinha, Trés Marias, Chacara
do Quitdo, Vila Nazaré e quatro bairros que participaram apenas da demanda
espontanea: Tropical, Sdo Geraldo, Res. Morro do Sol e Alaita. Essa elevada

prevaléncia € um indicador util para monitorar a forca de transmissdo do parasito
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para os seres humanos, ressaltando a importancia de priorizar as intervencgdes
nessas areas (BELO et al., 2013).

Foi elaborado um mapa de Kernel apresentando a distribuicdo dos 14
casos humanos registrados entre os anos de 2007 a 2017 no municipio de Itauna.
Os casos humanos apresentaram-se bem distribuidos por todo o municipio,
ocorrendo registro de dois casos durante o periodo do nosso estudo, sendo no
bairro Itatnense e Cidade Nova e posteriormente no ano de 2017 foi notificado um
caso no bairro Vila Santa Maria.

Os casos humanos comegaram a surgir no ano de 2007 na regido central
de Italna, e a doenca foi se espalhando a partir de 2009 na regido leste do
municipio, sendo que os ultimos casos registrados nos anos de 2016 e 2017 foram
notificados na regido oeste, demostrando a migracdo e difusdo da doenca no
municipio. A analise pelo mapa de Kernel demonstrou presenga de 7 “hotspots”
distribuidos pelo municipio. Dois casos humanos estavam concentrados no bairro
Cidade Nova e os outros 12 casos distribuidos em 12 bairros distintos. Observamos
gue dos 13 bairros que apresentaram casos humanos, quando analisados pelo
mapa de Kernel, percebemos que as areas de mais alta intensidade de casos
humanos estdo espalhadas por todo o mapa e que abrangeram 35 bairros,
mostrando que durante o periodo de estudo a doenca parece ja ter atingido a maior
parte do territorio de Itauna.

Em nosso estudo, verificamos a existéncia de focos da LV apontados
visualmente pelos mapas, bem como uma associagao entre a prevaléncia da doenca
canina e o encontro de flebotomineos infectados. Bairros que ja apresentaram casos
humanos de LV tendem a ser bairros de maior risco, pois provavelmente
apresentam o0s elos completos da cadeia de transmissdo (vetor-reservatorio-
hospedeiro susceptivel), outrossim, ndo podemos deixar de destacar a importancia
dos bairros com altas taxas de prevaléncia canina também apresentarem alto risco
de transmissao da doenca.

De acordo com as analises dos mapas, apontamos o bairro Cidade Nova
como area de risco, visto que a prevaléncia canina foi intensa e devido ao registro
de um caso humano no ano de 2016, apesar de ndo saber a situacdo entomologica

neste local. Também chamamos atengcdo para o bairro Itaunense que apresentou
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caso humano em 2016 e presenca de Lu. longipalpis apesar da prevaléncia canina
apresentar-se média.

Contudo, outras areas merecem atencdo, que sao os bairros Chacara do
Quitdo, Trés Marias, Nogueirinha e Cidade Leonane, que embora nao tenham sido
registrados casos humanos recentes nessas localidades, ambos apresentam
elevadas taxas de prevaléncia canina, elevada densidade de Lu. longipalpis, e
também encontro de flebotomineos naturalmente infectados nestes quatro bairros.
Também merecem atencado os bairros Morada Nova, Centro e Olaria, na qual foram
encontradas taxas de prevaléncia canina inferiores mas relevantes, principalmente
porque também nessas areas foram encontrados flebotomineos naturalmente
infectados, justificando sua atencdo como areas de risco de transmisséo de LV.

Estes resultados sdo de extrema importancia para direcionamento do
controle canino, contudo a falta de dados consistentes sobre este reservatorio,
disponibilizado pelo CCZ, como a falta de regularidade do inquérito canino, bem
como o desconhecimento do tamanho da populacdo canina ndao permitiu avaliacoes
mais profundas sobre a soroprevaléncia da LV.

No geral, as areas estudadas apresentam grande relevancia em relacdo a
transmissao da LV, pois apresentam casos caninos dispersos por todos os bairros
gue a compode, flebotomineos vetores de LV (Lu. longipalpis em abundancia: (84%),
gue foram capturados em nove bairros estudados, tanto no peridomicilio quanto no
intradomicilio, além de encontrados vetores infectados naturalmente e casos
humanos diagnosticados nos anos de estudo.

Isso sugere que as condi¢des para manutencdo do ciclo de transmissao
do parasito causador da LV encontram-se adequadas e que as acOes de controle
empregadas no municipio podem ser consideradas pouco eficientes. A ocorréncia
de casos de LVC nos alerta sobre a importancia dessa doenca, a qual vem
emergindo no Brasil, principalmente quando se encontram vetores infectados por
Leishmania.

Portanto as acdes de controle devem ser direcionadas de forma mais
efetiva (controle do vetor, eliminacdo de caes soropositivos e tratamento dos casos
humanos), conforme preconizado pelo Ministério da Saude, principalmente para os
bairros onde foram diagnosticados casos humanos; e também devem ser realizadas

acOes de vigilancia epidemiologica e manejo ambiental regularmente em toda a area
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estudada, devido a presenca de cdes soropositivos e vetores (Lu. longipalpis)
infectados naturalmente ou néo.

Os resultados obtidos com esse estudo sdo inéditos no municipio e
enfatizam a importdncia de se rever as medidas de controle atualmente
preconizadas para as areas de transmissdo esporadicas e moderadas de LV,
reduzindo assim as possibilidades de desenvolvimento e manutengdo do ciclo
urbano da doencga.

Podemos recomendar com nossos estudos, que para obtencdo de um
programa efetivo de controle da LV, é necessario a implementacéo e a integralidade
das acdes de controle e vigilancia epidemiolégica, como também um melhor
planejamento pelo servi¢co de saude, ndo s6 no municipio de Itatna como em outras

areas endémicas afetadas por este agravo.
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8 CONCLUSOES
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A fauna flebotominica apresentou exemplares de seis géneros
distribuidos em onze espécies, sendo Lu. longipalpis a espécie predominante, com
84%, dos exemplares capturados. Devido a elevada densidade de Lu. longipalpis,
sua implicacdo na literatura como vetor natural da doenca, e apresentar taxa de
infeccdo natural de 1,94%, acredita-se ser esta espécie a responsavel pela
transmissdo no municipio.

O grande numero de flebotomineos capturados no intradomicilio (20%), e
proporcionalmente um maior nimero de fémeas sugere a adaptacdo destes ao
ambiente doméstico, contribuindo para que a transmissdo possa ocorrer no interior
das residéncias.

A correlagédo dos flebotomineos capturados com os fatores climaticos
demonstrou estatisticamente significativo para a temperatura, o que influenciou na
maior densidade de flebotomineos capturados nos meses mais quentes.

Foi detectado a presenca de DNA de Le. infantum circulante em cinco
espécies de flebotomineos (Ev. cortelezzii, Ev. evandroi, Lu. longipalpis, Ev. lenti e
Ev. termitophila); demonstrando a permissividade destes flebotomineos a infeccéo
por Le. infantum, indicando a importancia de novos estudos para esclarecimento do
real papel de suas competéncias vetoriais na transmissao da doenca.

A taxa de positividade canina de 12%, bem como a prevaléncia canina de
5,3% foram substancialmente elevadas para um municipio onde a transmissao de
LV é considerada esporadica, confirmando o cdo doméstico como um importante elo
no ciclo de transmissdo da doeng¢a no municipio.

A técnica de PCR foi mais sensivel que as demais técnicas utilizadas,
apresentando taxas de positividade entre 93% a 98%, considerando 0s quatro
tecidos analisados.

Entre as técnicas de diagnostico parasitolégico, observamos que a
mielocultura apresentou melhores resultados que o diagnéstico por laminas.

Os testes parasitoldgicos e/ou moleculares empregados no diagnostico da
LVC confirmaram em sua totalidade, todos os exames sorolégicos realizados
anteriormente no servico de rotina (DPP e ELISA), conforme preconizados pelo
PCLV.

Podemos apontar como area de risco os bairros Chacara do Quitdo, Trés

Marias, Nogueirinha e Cidade Leonane, ja que apresentaram elevadas taxas de
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prevaléncia canina, elevada densidade de Lu. longipalpis, e presenca de
flebotomineos naturalmente infectados.

A analise espacial demonstrou que a LVC e LVH e flebotomineos
encontram-se dispersos por todo o municipio de Itaina. Esses elementos favorecem
a transmissdo de LV no municipio, necessitando que as medidas de controle sejam

intensificadas, evitando o agravamento da doenca em Itatna.
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10.1 Anexo 1- Casos de LV no Brasil notificados pelo SINAN

Distribuicdo de casos confirmados de Leishmaniose Visceral, Brasil, grandes regides e unidades federadas, 2007 a 2017 - Notificados pelo
SINAN

m—mﬂ-mmm-m-m-m-m——

TDTAI. 3.565 3.9%1 3.894 4,107 3.269 3.472 3.733 3.558 3.455 4.515 41.263
Regido Norte 802 861 773 702 902 634 572 434 306 622 835 7.665
.. Ronddnia 5 - - - 1 2 2 - - - - 8
.. Amazonas 1 4 3 1 1 2 = 2 = 1 = 15
.. Roraima 3 2 7 17 16 11 Al 18 1 43 7 196
.. Para 370 366 3 32 385 248 252 230 269 342 529 3.584
.. Amapa 1 1 = = = = = = = 1 = 3
.. Tocantins 424 458 454 3n 519 n 297 184 216 235 289 3.859
Regido Nordeste 1.726 1.893 1.939 1.843 2.046 1.537 1.984 2,422 2.148 1.828 2,233 21.621
.. Maranhao 301 404 370 354 381 230 519 432 519 850 748 4,908
.. Piaui 363 452 267 248 3 296 398 M7 7 262 344 3.677
.. Ceard 550 556 677 541 611 410 481 621 510 363 392 h.712
.. Rio Grande do Norte K 93 96 B84 121 9% 80 99 82 87 105 1.014
.. Paraiba 5 41 21 13 42 40 kT 59 46 33 46 423
.. Pernambuco 78 35 83 67 85 70 72 171 181 116 183 1.189
.. Alagoas 32 5 3 34 kT 37 5 43 44 26 47 381
.. Sergipe 75 40 45 a0 78 57 50 &7 59 55 78 704
.. Bahia 233 197 349 394 378 k0| 3 53 380 236 32 3.615
Regido Sudeste 690 836 824 810 736 664 555 591 664 736 1.094 8.240
.. Minas Gerais 473 526 579 580 506 402 339 389 473 554 377 5648
.. Espirito Santo = 3 8 2 11 2 4 4 8 18 26 86
.. Rio de Janeiro 3 - & 2 5 5 ] & 7 3 10 &1
.. 530 Paulo 264 07 23 226 234 255 203 192 178 176 181 2445
Regido Sul 4 4 10 I & 7 4 & & 17 20 92
.. Parana 3 4 1 5 2 5 = 2 5 13 7 47
.. Santa Catarina 1 1 - = 2 2 1 - = 2 4 13
.. Rio Grande do Sul - - 9 2 2 - 3 4 1 2 ] 32
Regido Centro-Oeste 343 396 346 340 397 427 357 280 234 232 293 3.645
.. Mato Grosso do Sul 236 252 196 215 273 30 245 178 133 127 159 2,324
.. Mato Grosso k1| 55 63 55 55 54 35 18 25 15 20 431
.. Goias 19 18 23 13 % 16 32 40 38 39 51 358
.. Distrito Federal 57 &1 59 k1) 40 k) 45 44 38 51 63 532

Fonte: Ministério da Saude, Brasil / SINAN
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10.2 Anexo 2 - Licencado CEUA

]
!

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz A
Vice-presidéncia de Pesquisa e CO'S'SSZO dAe Etica
Laboratdrios de Referéncia nic Uso de Animais

LICENGA LW-2/15

Certificamos que o protocolo (P-68/14-3), intitulado "ISOLAMENTO E ESTUDO DA(S) CEPA(S) DE
LEISHMANIA(S) CIRCULANTE(S) EM CAES SOROPOSITIVOS PARA LEISHMANIOSE VISCERAL DO MUNICIPIO DE ITAUNA,
MINAS GERAIS.", sob a responsabilidade de EDELBERTO SANTOS DIAS, atende ao disposto na Lei 11794/08,
que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndo exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacio nacional.
Esta licenga tem validade até 15/12/2017 e inclui o uso total de :

Canis familiaris
- 50 Machos.
- 50 Fémeas.

Rio de Janeiro, 15 de dezembro de

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

~etavio A F. Presgrave

o Cocrdenado!
'”EUNFlOCRUEZ;C !/1
SIAPE 046265 )9‘ 91

!

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncia - Fundagao Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansé&o - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br



179

11 APENDICES



180

11.1 Apéndice 1 - Pools de flebotomineos

As amostras descritas a seguir continham apenas um flebotomineo:

1,2,3,56,7,8,9, 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 30,
31, 32, 34, 36, 37, 41, 57, 63, 71, 73, 84, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 98, 100, 102, 103,
104, 105, 107, 109, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 122, 128, 130, 131, 133, 134, 137,
138, 142, 143, 144, 148, 151, 154, 155, 157.

As amostras descritas a seguir foram armazenadas em pools com mais de um

flebotomineo:

Amostra N° Flebotomineos Amostra  N° Flebotomineos
4 5 99 2
12 2 101 2
14 2 108 4
23 2 110 4
29 3 111 3
33 5 118 2
35 2 119 3
39 6 120 2
40 2 121 2
42 2 123 2
43 2 124 2
47 7 125 3
48 10 126 4
54 6 127 2
56 4 129 2
62 2 132 2
64 4 135 8
66 6 136 7
68 10 139 3
69 10 140 2
70 10 141 3
72 2 145 2
75 2 146 8
77 2 147 6
79 4 149 2
80 2 150 2
86 5 152 3
88 2 153 2
89 10 156 3
90 10 158 2

97 2




11.2 Apéndice 2- Ficha de necropsia

Ministério da Saide
Fundagfio Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Roteiro para necropsia de cies com leishmaniose visceral

Numero do animal: ,F)Ll - Maf(;ldomk

Enderego:

1)Dados do animal

e Raga: SRAD

e Sexo: MaCha

e Idade: -

e Cor: MOwrc ON

Porte: G ONdE. pélo: Clr 4O —!5,6 Kca

2)Sintomatologia clinica

o Ceratoconjuntivite (X

e Opacificagdo de cornea ( )

e Hiperqueratinizagdo do focinho (X)

e Hiperqueratinizagdo de coxins ( )

e Dermatite de ponta de orelha (9

o Dermatite ( )localizada  ()generalizada (fFuc Fu@mch o)

e Alopecia ( )localizada  (X)gencralizada

e Mucosas hipocoradas ( )

e Emagrecimento ( )leve (moderado ( )acentuado

s Ulceras de decubito ( )

e Ascite ()

e Paresia de membros posteriores ()

e Onicogrifose (X)

e Emaciagdo ( )

e Infecgdes secundarias ( )

e Linfadenopatia ¢

Ectoparasitos  (X)pulgas ( )carrapatos
Classificagao geral

Assintomatico( ) Oligossintomatico( ) Sintomatico(X)
Achados de necropsia
Figado: normal( ) alterado( )

Bago: normal( ) alterado(X)

Linfonodo mesentérico: normal( ) alterado(x)

Laboratorio de Leishmanioses CPGQRR/FIOCRUZ
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11.3 Apéndice 3 - Analises climéticas

Total de Capturas
300 90

250

200

50
150
40
100 30
20
i 2
0 0

Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr

[
o

N Capturas e Umidade

Associagdo entre o nimero de flebotomineos capturados e a variavel climatica umidade, no periodo de 05/2015 a 04/2016, municipio de Iltatiina, MG.

Total de Capturas
300 450

250
200 300
150
100 150

50

Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr

mm Capturas Precipitacdo

Associagdo entre o nimero de flebotomineos capturados e a variavel climatica precipitacdo, no periodo de 05/2015 a 04/2016,
municipio de Itadna , MG.



Variaveis Climaticas de Maio/2015 a Abril/2016 | Variaveis Climaticas de Abril/2015 a Mar¢o/2016

Correlacdo de Spearman p-Valor Correlacdo de Spearman p-Valor
Temperatura X Numero de Flebotomineos 0,74 0,08 0,82 0,002
Precipitagao X Niumero de Flebotomineos 0,41 0,193 0,49 0,109
Umidade X Niumero de Flebotomineos -0,08 0,8 -0,46 0,134

Correlagdo de Spearman p-Valor

05/2015 a 04/2016

04/2015 a 03/2016  03/2015 a 02/2016

Temperatura x NiUmero de Flebotomineos 0,08 0,82 0,002 0,47 0,127
Precipitagcdao x Niumero de Flebotomineos 0,193 0,49 0,109 0,27 0,391
Umidade x Numero de Flebotomineos -0,08 0,8 -0,46 0,134 -0,45 0,14
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