Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto René Rachou

Programa de Pds-graduacao em Ciéncias da Saude

DISTRIBUICAO ESPACIAL E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO MUNICIPIO DE
CARATINGA, MINAS GERAIS, 2007 - 2021.

por

Rafael Luiz da Silva Neves

Belo Horizonte
2023

TESE DCS-IRR R.L.S. NEVES 2023




RAFAEL LUIZ DA SILVA NEVES

DISTRIBUICAO ESPACIAL E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO MUNICIPIO DE
CARATINGA, MINAS GERAIS, 2007 - 2021.

Tese apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncias da Saude do
Instituto René Rachou, como requisito
parcial para obtengdo do titulo de Doutor
em Ciéncias - area de concentracao:
Doencas infecto-parasitérias e cronicas ndo
transmissiveis.

Orientacdo: Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares.

Co-orientacdo: Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo.

Belo Horizonte
2023



O presente trabalho foi realizado com apoio de Coordenacgédo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (Capes) - Cédigo de Financiamento 001.

N518d  Neves, Rafael Luiz da Silva.
2023
Distribuicdo espacial e aspectos epidemiologicos da
Leishmaniose Tegumentar Americana no municipio de
Caratinga, Minas Gerais, 2007 - 2021 / Rafael Luiz da Silva
Neves. - Belo Horizonte, 2023.

167 f. : il. color.
Orientador: Rodrigo Pedro Pinto Soares.
Coorientadora: Célia Maria Ferreira Gontijo.

Tese (Doutorado Académico em Ciéncias da Saude), Belo
Horizonte, 2023.
Bibliografia: f. 78 - 90.

1. Leishmaniose Cutanea/transmissdo. 2. Leishmania
braziliensis/patogenicidade. 3. Psychodidae/parasitologia 4.
Epidemiologia/estatistica & dados numéricos. 5.
Urbanizacéo/tendéncias 1. Titulo.

CDD 616.936

Elaborada pelo Sistema de Geracdo Automatica de Ficha Catalogréafica da
Rede de Bibliotecas da Fiocruz com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Bibliotecario responsavel pela elaboragéo da ficha catalografica:

Segemar Oliveira Magalhdes — CRB/6 1975 FIOCRUZ. Instituto René Rachou.
Biblioteca de Ciéncias da Saude Prof. Zigman Brener



RAFAEL LUIZ DA SILVA NEVES

DISTRIBUICAO ESPACIAL E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO MUNICIPIO DE
CARATINGA, MINAS GERAIS, 2007 - 2021.

Tese apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Ciéncias da Saude do
Instituto René Rachou, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Doutor
em Ciéncias - area de concentragdo:
Doencas infecto-parasitarias e cronicas nao
transmissiveis. Orientador: Dr. Rodrigo
Pedro Pinto Soares.

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares (Instituto René Rachou/FIOCRUZ) Presidente

Profa. Dra. Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal (Instituto René Rachou/FIOCRUZ) Titular
Profa. Dra. Mariangela Carneiro (Universidade Federal de Minas Gerais/fUFMG) Titular
Profa. Dra. Camila Indiani de Oliveira (Instituto Gongalo Moniz/FIOCRUZ) Titular

Prof. Dr. Alexandre Barbosa Reis (Universidade Federal de Ouro Preto/UFOP) Titular

Prof. Dr. Marcio Sobreira Silva Aradjo (Instituto René Rachou/FIOCRUZ) Suplente

Tese defendida e aprovada em Belo Horizonte, 27/02/2023



A todas as pessoas presentes na minha vida

as quais chamo de familia.



AGRADECIMENTOS

Elaborar, experimentar e dar sentido a uma tese de Doutorado ndo é uma tarefa simples. No
entanto, agradecer e reconhecer o papel das pessoas em nossas vidas requer a percep¢do e uma
postura de vida mais ampla e profunda, e que em tudo se manifesta.

Nossa mente nos prega pecgas constantemente e diante deste fato admito que aqui neste topico
eu possa ser falho e talvez esquecer nomes, fatos ou situacdes.

Agradecer esta bem além de dizer um “muito obrigado”. Agradecer tem a ver com o respeito e
a humildade com que caminhamos na vida. Aqui iriei ser um pouco mais democréatico e contar
um pouco da minha historia. Todos os nomes aqui citados acrescentaram de “n” formas minha
caminhada. O resultado final foi a conclusdo deste estudo e a realizacdo deste sonho. Este
trabalho nédo é s6 meu, mas sim de todas as pessoas que se fazem presentes na minha vida.
Todas estas pessoas estdo presentes na minha vida, e todas elas foram aqui colocadas, cada uma
em seu lugar gracas a presenca de Deus. Agradeco a Ele, por me permitir realizar este objetivo,
por ter me dado discernimento, forca e coragem.

A minha familia, mae e irmdo Zenilda e Adalberto, pelo amor, ajuda e apoio durante estes
quatro anos. Obrigado pelo carinho e conforto.

Aos amigos que a vida colocou ao meu lado, Ana Laura, Cristiano Massara, Jacinto Rodrigues,
Maria da Consolagdo Braganca e Rosalia Maria. Acreditem que este sonho s6 foi realizado
gracas a presenca destes anjos na minha vida.

Aos meus orientadores Dra. Célia Gontijo e Dr. Rodrigo Soares que poucos meses antes da
minha entrada no Instituto me aceitaram, me acolheram e me deram todo o ensinamento que
foi essencial nesta jornada.

As amizades que foram criadas na Fiocruz, deixo meus sinceros agradecimentos aos hoje
amigos para toda a vida Alessandra Mara, Felipe Dutra, Jerénimo Rugani, Jucelia Amorim e
Silvana Faria.

A todas as pessoas que direta ou indiretamente, com palavras de apoio ou criticas, contribuiram
para 0 meu crescimento e para a realizagéo deste trabalho.

Agradeco & Agéncia Financiadora, Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG) que tornou este trabalho possivel.

A Biblioteca do IRR, em prover acesso gratuito local e remoto a informacéo técnico-cientifica
em salde custeada com recursos publicos federais, integrando o rol de referéncias desta tese,

tambeém pela catalogacdo e normalizagdo da mesma.



RESUMO

Historicamente, 0 municipio de Caratinga foi uma importante area endémica para Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA). Desde a década de 1960, essa area foi monitorada por diversos
pesquisadores que estabeleceram um centro de referéncia em saude para o manejo da LTA. Este
local foi importante para diagnostico, tratamento, ensaios de imunoterapia e vigilancia
ecoepidemioldgica. Esse servico de referéncia foi descontinuado no inicio dos anos 2000 e
apenas alguns servicos de saude locais conseguiram suprir essa lacuna. Embora os casos de
LTA tenham continuado ao longo dos anos, nenhum estudo epidemioldgico foi realizado nesta
area nas Ultimas duas décadas. A maioria dos estudos epidemiol6gicos em Caratinga foi
bastante descritiva. Aqui, utilizamos ferramentas de analise espacial para examinar a situacao
epidemioldgica e a distribuicdo espacial da leishmaniose tegumentar americana ho municipio
de Caratinga entre 2007-2021. Além disso, potenciais vetores de flebotomineos foram
capturados. Todas as informacdes utilizadas neste estudo foram retiradas dos arquivos de salde
publica e confirmadas nos bancos de dados dos Servicos Estaduais de Sadde. Todos 0s casos
foram analisados por meio do software de Sistemas de Informacdo Geografica. Além disso,
coletas de flebotomineos e detecgdo molecular de Leishmania foram realizadas nas areas com
maior ndmero de casos. Durante o periodo analisado, os casos de LTA aumentaram e
permaneceram elevados nos Ultimos anos. Os hotspots incluiram as areas urbanas da cidade de
Caratinga e os bairros de Patrocinio de Caratinga e Sapucaia. As espécies Nyssomyia whitmani,
Nyssomyia intermedia e Migonemyia migonei foram as espécies mais abundantes e a técnica
ITS1-PCR detectou DNA de Leishmania nessas espécies. Com base em nossas analises, a
urbanizacdo do ATL em Caratinga ocorreu nos ultimos anos. Devido ao aumento do nimero
de casos humanos e da presenca de vetores, recomenda-se que as autoridades de saude foquem

nas medidas de controle nos focos de calor.

Palavras-chave: Leishmaniose cutinea, analises espaciais, urbanizacdo, Leishmania

braziliensis, Psychodidae.



ABSTRACT

Historically, the municipality of Caratinga was an important endemic area for American
Tegumentary Leishmaniasis (ATL). Since the 1960s, this area was monitored by several
researchers that established a health reference center for ATL management. This place was
important for diagnosis, treatment, immunotherapy trials and eco-epidemiological surveillance.
This reference service was discontinued in the early 2000s and only a few local health services
managed to fill this gap. Although ATL cases continued along the years, no epidemiological
studies were performed during the past two decades in this area. Most epidemiological studies
in Caratinga were very descriptive. Here, we used spatial analysis tools to examine the
epidemiological situation and spatial distribution of American Tegumentary Leishmaniasis in
the municipality of Caratinga between 2007-2021. In addition, potential sand fly vectors were
captured. All information used in this study was retrieved from public health archives and
confirmed in the State Health Services databases. All cases were analyzed using Geographic
Information Systems software. In addition, sand fly collections and molecular detection of
Leishmania were carried out in areas with the highest number of cases. During the analyzed
period, ATL cases increased and remained high in the last years. The hotspots included urban
areas of Caratinga city and the districts of Patrocinio of Caratinga and Sapucaia. The species
Nyssomyia whitmani, Nyssomyia intermedia and Migonemyia migonei were the most abundant
species and the ITS1-PCR technique detected Leishmania DNA in these species. Based on our
analyses, the urbanization of ATL in Caratinga has taken place in recent years. Due to the
increase in the number of human cases and the presence of vectors, it is recommended that

health authorities focus on control measures in hotspots.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Spatial Analyses; urbanization, Leishmania braziliensis;
Psychodidae.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-parasitaria que
acomete 0 homem e animais e é causada por protozodrios pertencentes ao género Leishmania
(Ross, 1903). Os fatores climaticos, econdémicos e sécio-ambientais influenciam o ciclo de
transmissdo e determinam os padrdes epidemioldgicos da doenca (Reithinger et al., 2007;
Cérdenas et al., 2008).

Surtos da LTA ocorrem no municipio de Caratinga, leste do estado de Minas Gerais,
desde a década de 1960, sendo relatados principalmente em trabalhadores rurais
ocupacionalmente expostos. Esse fendmeno atraiu pesquisadores pioneiros para essa area
endémica liderados pelo Dr. Wilson Mayrink gerando conhecimentos importantes sobre a LTA
no Brasil (Mayrink et al., 1979a). Historicamente, a presenca de seu grupo junto as autoridades
locais foi responsavel pela criagdo de um Centro de Referéncia em Leishmaniose na cidade,
onde foi possivel diagnosticar, tratar e acompanhar pacientes com LTA por varias décadas
(Mayrink et al., 2013). Além disso, varios estudos ecoepidemioldgicos sobre vetores,
reservatorios e ensaios de imunoterapia foram desenvolvidos na érea, ajudando a controlar a
doencga (Dias etal., 1977; Mayrink et al., 1979b). Essas medidas foram baseadas principalmente
no diagnostico precoce, tratamento de pacientes e pulverizacdo de inseticidas (Magalhaes et al.,
1980).

Em relacdo ao manejo dos pacientes, o Centro de Referéncia de Caratinga foi muito
importante para a padronizacdo do Teste de Montenegro, atualmente em desuso (Mayrink et
al., 1976; Melo et al., 1977; Mayrink et al., 1979b). Este teste foi empregado com sucesso em
ensaios de campo para testar uma vacina contra a doenca. De fato, esta vacina consistia em uma
mistura de parasitos mortos de cepas/espécies do género Leishmania (Mayrink et al., 1979b).
Apos trés anos uma proporcdo das pessoas vacinadas permanecia positiva ao teste de
Montenegro sugerindo uma resposta imune duradoura. Nesses individuos, nenhum episodio de
LTA foi relatado nos trés anos seguintes de acompanhamento (Mayrink et al., 1978). Mais
tarde, ensaios vacinais também foram realizados e avaliados em outras areas endémicas,
incluindo o estado do Espirito Santo e Amazonas, com resultados bem-sucedidos (Mayrink et
al., 1985; Antunes et al., 1986).

Além dos relatos clinicos em humanos, diversos estudos ecoepidemioldgicos foram
realizados em Caratinga. Na década de 70, a espécie Leishmania (Viannia) braziliensis foi
apontada como o principal agente etioldgico da LTA na regido de Caratinga. Curiosamente, em
algumas dessas cepas foi detectada a presenca do virus LRV1 (Ogg et al., 2003), conhecido por
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aumentar a gravidade da doenga (lves et al., 2011). Mais tarde, duas cepas de Leishmania major
foram identificadas entre os parasitos isolados dos pacientes. Essa descoberta foi muito
surpreendente, uma vez que essa espécie € comumente encontrada no Velho Mundo e foi
isolada de trabalhadores rurais que nunca haviam deixado a regido (Silva et al., 2009). Ainda
ndo se sabe como a espécie L. major foi introduzida na area e qual o vetor e o reservatorio
incriminados em sua transmissdo. Uma pesquisa entomoldgica realizada nas areas rurais
detectou a presenca de Nyssomyia whitmani e Migonemyia migonei (Mayrink et al., 1979a).
Embora este Ultimo seja um vetor permissivo, seu papel na transmissao de L. major ainda esta
por ser determinado (Nogueira et al., 2017; Guimardes et al., 2018). Em relacdo aos
reservatorios, a presenca de parasitos do género Leishmania foi encontrada em cées, mas ndo
em roedores selvagens (Dias et al., 1977). Isso é esperado, ja que em reservatorios selvagens a
carga parasitaria é muito baixa e, naguele momento, técnicas moleculares sensiveis ndo estavam
disponiveis (Schalling et al., 2007; Marcelino et al., 2011).

Desde os anos 90, Sistemas de Informacdo Geogréfica (SIG) e métodos espaciais de
analise tornaram-se ferramentas valiosas para estudos epidemiologicos no campo da salde em
doencas infecciosas ou ndo (Yeshiwondim, Gopal, 2009; Banerjee, 2016; Duncan et al., 2017;
Nufiez-Gonzélez, Gault, Simancas-Racines, 2019). Essas analises podem ajudar os gestores
locais a formular politicas de satde e monitorar as areas afetadas por uma determinada doenca
(Nasser, Donalisio, Vasconcelos, 2009; Souza et al., 2012; Vieira et al., 2014; Melo, Rossoni,
Teodoro, 2017; Gongalves et al., 2019; Marchi et al., 2019). No caso das leishmanioses, essas
ferramentas foram utilizadas na Gltima década para as formas tegumentar e visceral (Barbosa
et al., 2014; Fonseca et al., 2014).

Em 1999, Machado-Coelho et al. realizaram em Caratinga um estudo apresentando a
distribuicdo espacial dos casos de LTA no periodo de 1966 a 1996. Foi sugerido que as taxas
da doenca variaram no espaco e no tempo devido a fatores ambientais e ligados aos pacientes
(Machado-Coelho et al., 1999). Nas duas ultimas décadas, estudos espaciais ndo foram
realizados no municipio de Caratinga.

Minas Gerais é um dos estados brasileiros com maiores taxas de transmissdo no pais.
Em 2015, um acidente ecolégico em uma area de mineragdo resultou em grande contaminagéo
do Rio Doce, o principal curso de agua que cruza a area. Este evento resultou em sérios danos
ambientais e econdmicos a populacdo local (Queiroz et al., 2018; Ferreira et al., 2020). No
entanto, seu impacto nas doencgas vetoriais como a Leishmaniose ainda é incerto. Recentemente,
dois estudos demonstraram que cinco mesorregides, incluindo o norte do estado e o Vale do

Rio Doce, onde o municipio de Caratinga esta localizado, sdo as mais afetadas pela LTA
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(Cardoso et al., 2019; Pinto et al., 2020). Esses estudos mostraram que diversas areas do estado
de Minas Gerais apresentam um risco de transmiss&o de moderado a alto em &reas periurbanas,
como resultado de caracteristicas ecoldgicas e diversidade de vetores. Nesta regido, as

populacdes mais vulneraveis incluiam criangas, gestantes e indigenas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Leishmania: Taxonomia, ciclo biologico e formas clinicas

O género Leishmania é notavel pelo grande nimero de espécies descritas envolvendo
inicialmente dois subgéneros Leishmania e Viannia (Lainson, Shaw, 1987). Recentemente, um
terceiro subgénero, o Mundinia, englobando espécies inicialmente classificadas no complexo
Leishmania enriettii foi criado (Espinosa et al., 2016). Analises filogenéticas recentes sugerem
ndo s6 uma diversidade elevada de espécies, mas também uma separacdo clara entre estes
grupos (Akhoudi et al., 2016; Butenko et al., 2019). Inicialmente, uma classificacdo para o
género Leishmania foi proposta com base em dados moleculares, dividindo o género
Leishmania em duas linhagens filogenéticas: Euleishmania e Paraleishmania (Cupolillo et al.,
2000). A linhagem Euleishmania compreenderia quatro subgéneros: Leishmania, Viannia,
Sauroleishmania e o complexo Leishmania enriettii, hoje considerado Mundinia. A linhagem
Paraleishmania inclui as espécies Leishmania hertigi, Leishmania deanei, Leishmania herreri,
Leishmania equatorensis e Leishmania colombiensis, esta Gltima patogénica para humanos, e
0 género Endotrypanum (Espinosa et al., 2016; Paranaiba et al., 2017; Paranaiba et al., 2018;
Butenko et al., 2019). O subgénero Viannia € restrito a regiGes neotropicais, enquanto o
subgénero Leishmania ocorre no Novo e no Velho Mundo. Cinquenta e trés espécies sao
conhecidas, destas, 29 estdo presentes no Velho Mundo, 20 no Novo Mundo, trés (Leishmania
orientalis, Leishmania martiniquensis e Leishmania infantum) sdo encontradas tanto no Velho
quanto no Novo Mundo, e uma espécie na Australia (Leishmania macropodum). Das espécies
conhecidas, 21 s&o descritas por infectar seres humanos (Maroli et al., 2012).

Os parasitos do género Leishmania sdo transmitidos aos mamiferos pela picada de
fémeas de flebotomineos infectadas, que ao exercer hematofagismo, necessario a continuidade
do seu ciclo de vida, transmitem a forma infectante do parasito para estes animais. Sao descritas
98 espécies, distribuidas entre os géneros Phlebotomus, Migonemyia, Pintomyia, Evandromyia,
Nyssomyia e Lutzomyia como vetores comprovados ou suspeitos de transmitir alguma das
espécies de Leishmania que causam as diferentes formas das leishmanioses (Galati, 2003;
Maroli et al., 2012). As espécies pertencentes a este género possuem um ciclo de vida
digenético, envolvendo diferentes formas de desenvolvimento. Estas formas apresentam
adaptacOes as condi¢Bes encontradas nos hospedeiros vertebrados e invertebrados (Sacks,
Kamhawi, 2001, Kamhawi, 2006; Volf, Myskova, 2007; Dostalova, Volf, 2012).
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A infeccdo do hospedeiro vertebrado se inicia quando uma fémea infectada realiza o
repasto sanguineo. Durante o processo, conhecido por telmatofagia, o vetor inocula as formas
promastigotas metaciclicas no local da picada e estas, escapam dos mecanismos de defesa do
hospedeiro vertebrado (Kaye, Scott, 2011; De Assis et al., 2012) podendo ser fagocitadas por
macrofagos ou neutrofilos recrutados no local da picada (Peters et al., 2008). Dentro dos
vacuolos parasitoforos dos macrofagos as promastigotas diferenciam-se em amastigotas e se
multiplicam por divisao binaria. Ap6s a multiplicagdo, os macrofagos se rompem e liberam os
parasitos que em seguida serdo fagocitados por outras células ou ingeridos pelo fleb6tomo
durante o repasto sanguineo. As formas ingeridas pelo vetor sdo confinadas na matriz
peritréfica, secretada por células que revestem o epitélio intestinal dos insetos hemat6fagos,
composta por proteinas, glicoproteinas e quitina (Pimenta et al., 1992; Pruzinova et al., 2015).

No bolo alimentar envolvido pela matriz peritréfica, as formas amastigotas se
diferenciam em promastigotas prociclicas que se multiplicam e sofrem vérias mudancas
morfolégicas (nectomonas, haptomonadas e metaciclicas). Apos a ruptura da matriz, devido a
quitinases liberadas pelo parasito e pelo vetor, as formas promastigotas que resistiram as
enzimas digestivas aderem-se ao epitélio do trato digestivo do flebotomineo. Essa adesdo €
proporcionada por lipofosfoglicano (Kamhawi et al., 2004). O ndo escape da matriz e a auséncia
de adesdo a parede do epitélio faz com que os parasitos sejam eliminados ao fim da digestéo
pelo inseto (Sacks, Perkins, 1984; Pimenta et al., 1994). Posteriormente passam pelo processo
de diferenciacdo, denominado metaciclogénese e se desprendem do epitélio intestinal. Além
das modificacdes bioquimicas, as formas metaciclicas apresentam reducdo no tamanho do
corpo celular e aumento do flagelo que passa a ocupar cerca de 2/3 do tamanho do parasito. As
formas metaciclicas infectantes juntamente com varios componentes, incluindo o gel secretado
por promastigotas, saliva, exossomos e microbiota, serdo novamente inoculadas no hospedeiro
vertebrado pelo vetor (Sacks, Kamhawi, 2001; Bates, Rogers, 2004; Kamhawi, 2006; Bates,
2007; Dey et al., 2018).

Nos mamiferos, tais como, caes, marsupiais, roedores e humanos, os parasitos do género
Leishmania vivem e se multiplicam intracelularmente em células fagociticas. Embora tais
espécies sejam morfologicamente muito semelhantes, elas causam diferentes formas clinicas
como a cutanea, mucosa, disseminada, difusa e visceral (Herwaldt, 1999). A Leishmaniose
Visceral (LV), causada pela Leishmania infantum possui como sintomas febre irregular, perda
de peso, hepatoesplenomegalia, anemia e sem tratamento, é fatal em mais de 95% dos casos. O
curso da infeccdo é definido por uma série de fatores associados ao parasito, como carga

parasitaria, espécie, cepa e forma evolutiva, e ao hospedeiro, como imunidade inata, sistema
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complemento e quimiocinas (Conceicdo-Silva, Alves, 2014; Shaw et al., 2015; Akhoundi et al.,
2016; Espinosa et al., 2016). A LTA, objeto do presente estudo, se caracteriza por lesdes na
pele e Ulceras nas partes expostas do corpo, deixando ap0s a cura, cicatrizes permanentes. No
Brasil, as espécies comumente descritas como causadoras da LTA sdo Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
shawi e Leishmania (Viannia) lindembergui. Nos ultimos anos a LTA tem apresentado alta

incidéncia no Brasil (Brasil, 2017).

2.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar é endémica em 98 paises, com estimativas de cercade 1 a
1,5 milhdo de novas infec¢des por ano (WHO, 2010). Aproximadamente 75% dos casos
notificados no mundo sdo originarios do Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Costa Rica,
Etiopia, Ird, Nicaragua, Peru, Siria e Suddo (WHO, 2010; Alvar et al., 2012). A LTA ¢,
portanto, um problema de salde publica mundial, pois, além da elevada incidéncia, é
considerada uma doenga negligenciada pelos programas de controle de doencas infecciosas
tropicais (Alvar et al., 2012; Von Stebut, 2015).

No Novo Mundo e em nossa area de estudo, municipio de Caratinga, a LTA é causada
principalmente por L. braziliensis (Dias et al., 1977; Mayrink et al., 1979a). Porém, cabe
ressaltar que a espécie Leishmania major também ja foi isolada nesta regido o que representa
um achado tnico (Silva et al., 2009, Wu et al., 2015; Almeida et al, 2021).

A LTA apresenta uma ampla variacdo de sintomas e manifestacdes clinicas. Em muitos
casos, surge uma lesdo com bordas elevadas caracterizada como leishmaniose cutanea.
Dependendo da espécie e do tropismo do parasito, outras formas clinicas podem ocorrer,
incluindo: cutdneo-mucosa, cutanea difusa e disseminada. Em pacientes da terra indigena
Xakriaba, em S&o Jodo das Missdes, Minas Gerais, algumas manifestacbes cutaneas diferiram
das lesbes tipicas de leishmaniose cutanea, sendo descritas como lupdide, verrucosa ou
vegetativa, sendo classificadas como formas cutaneas “atipicas” (Quaresma et al., 2011).

Nas Américas, a LTA esta presente em 18 paises e no ano de 2012 foram registrados
52.919 casos, dos quais 44,9% estavam concentrados no Brasil que concentra a maioria dos
casos relatados no Novo Mundo (Maia-Elkhoury et al., 2016). Do total de casos notificados,

89,5% correspondem a forma cuténea e 4,2% a forma mucosa. Em relacdo ao perfil social,
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71,4% pertencem ao sexo masculino e 72,1% ocorrem na faixa etaria de 10 a 50 anos. O critério
utilizado para o diagnéstico da maioria dos casos de LTA foi o laboratorial (72,7%).

No Brasil, estudos realizados nos estados do Parana (Melo, Rossoni, Teodoro, 2017),
Sdo Paulo (Fonseca et al., 2014), Amazonas (Oliart-Guzman et al., 2013) e Minas Gerais
(Temponi et al., 2018) mostraram que a LTA é demograficamente uma doenca rural. Individuos
do sexo masculino em idade laboral e com baixo nivel educacional sdo geralmente os mais
afetados. Melo et al. (2017), mostraram que a forma cutanea da leishmaniose é a forma mais
prevalente (98,0%) e a quimioterapia o principal método de controle. E interessante notar que,
apesar da maioria dos casos ser de origem rural, um nimero consideravel de casos foi notificado
como urbano. O municipio de Caratinga esté incluido em uma das mesorregiGes mais afetadas
pela LTA no estado de Minas Gerais (Cardoso et al., 2019). O municipio é uma area fortemente
afetada por acdes ambientais, incluindo atividades antropicas, como plantacdes de cafe,
mineracao e criacdo de pastagens.

No Brasil, os vetores comprovados da LTA s&o: Bichromomyia flaviscutellata,
Nyssomyia whitmani, Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia intermedia, Psychodopygus wellcomei
e Mi. migonei. Em um estudo realizado na Barra do Gravata, municipio de Aracuai, Minas
Gerais foi encontrado Ny. intermedia (99,2%) como a espécie mais abundante (Gontijo et al.
2002). No Distrito Sanitario de Venda Nova, Saraiva et al., (2017), foi encontrado 95,3% da
espécie Lu. longipalpis, com um nivel de infeccdo de 1,01% para L. infantum e 1,77% para L.
braziliensis. Recentemente foi realizado por Tanure et al., (2020) um estudo da diversidade de
flebotomineos em Brumadinho, Minas Gerais, apresentando taxas de 9,1% para Mi. migonei
(9,1%), 15,2% para Lu. longipalpis e 70,9% para Ny. whitmani. Cabe ressaltar que em inimeras
cidades brasileiras, ndo ha sequer o conhecimento das espécies de flebotomineos associadas a
transmissdo das espécies de Leishmania. Em Caratinga, estudos sobre a fauna flebotominica
sd0 escassos, sendo os dados oriundos dos inquéritos realizados pelo grupo do Dr. Mayrink nos
periodos de: 1973/1974 e 1976/1977 na localidade do Barracdo e em 1978 em S&o Jodo do
Jacutinga (Mayrink et al., 1979a). A escassez de dados sobre as espécies de flebotomineos nos
motivou a realizar um estudo para comparar € atualizar a diversidade de espécies na regido uma
vez que em quase 50 anos muitas caracteristicas ambientais na regido de Caratinga foram
permanentemente modificadas. Uma de nossas areas de estudo neste trabalho, Patrocinio de
Caratinga, é limitrofe com S&o Jodo do Jacutinga. Deste modo, investigamos a fauna
flebotominica apds anos do estudo de Mayrink et al. (1979a).

Estudos epidemioldgicos feitos no Brasil mostram dados da infeccdo natural por

espéecies do género Leishmania em animais silvestres e sinantropicos. No pais, a infeccdo
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natural por L. braziliensis, ja foi evidenciada nos géneros: Proechimys (Lainson, Shaw, 1973),
Oryzomys (Lainson, Shaw, 1989), Akodon (Brand&o-Filho et al., 2003), Holochilus (Marinho-
Junior, 2010), Trichomys (Quaresma et al, 2011), Gracilinamus (Quaresma et al, 2011),
Nectomys (Lima et al., 2013), Rattus (Ferreira et al., 2015; Pereira et al, 2017) Cerradomys
(Pereira et al, 2017) e Didelphis (Schallig et al., 2007; Freitas, 2010; Quaresma et al, 2011,
Pereira et al, 2017). Em 1977, Dias et al., realizando um estudo sobre reservatérios da LTA em
Caratinga obteve resultados inconclusivos. O mesmo ocorreu no estudo de, Mayrink et al., em
1979. Tal fato se justifica pela falta, naquele periodo de testes moleculares mais sensiveis. Por
este motivo se faz necessario a investigacao deste cenario em Caratinga nos dias atuais.

Na Regido Norte do pais, a ocorréncia e manutengdo da LTA estdo associadas a
expansdo para areas anteriormente indenes, mantendo altos coeficientes nos ultimos anos. A
abertura de estradas, a implantacdo de areas agricolas, o treinamento militar e a instalacdo de
ndcleos habitacionais em areas florestais sdo fatores importantes relacionados ao perfil
epidemiol6gico da LTA na Amazénia brasileira, uma vez que a manutengdo dos ciclos
bioldgicos dos parasitos ocorre entre vetores e animais silvestres. Nesse contexto, na maioria
das vezes, as pessoas se infectam quando alteram o ambiente natural, interpdem o ciclo da vida
selvagem e/ou entram nesse outro ecossistema (Guerra et al., 2003).

Nos estados do Acre, Amazonas e Rondbnia a infeccdo e manutencdo do ciclo de
transmissao por espécies de Leishmania se deve a dois elementos distintos e bem conhecidos:
de um lado, as "empresas de fomento", representadas pelo avanco da fronteira agricola e
pecuaria que sdo estimuladas por politicas publicas de incentivo ao desenvolvimento urbano,
invasdo de terras, construcdo de estradas, construcdo de hidrelétricas e hidrovias, e, por outro
lado, podemos perceber o fator socioambiental, que se manifesta na manutencdo de atores
tradicionais neste cenario, que utilizam, sobretudo, o extrativismo como fonte de renda e
subsisténcia. Esse extrativismo é marcado principalmente pela extracdo do latex e da colheita
da castanha-do-pard, mas também por um histérico que inclui a extracdo de madeira, alteracdo
do estilo de vida, dificuldades de acesso aos servicos de salde e impactos ambientais (Silva,
Muniz, 2009; Guerra et al., 2019). Em Pernambuco, regido com remanescentes de Mata
Atlantica observa-se altas taxas de transmissdo da LTA. A regido apresenta particularidades
que favorecem a disseminacdo da doenca, como clima tropical umido, atividades rurais
(Brandao-Filho et al., 1999) e acentuada desigualdade social, mostrando que as caracteristicas
de cada area passam a ser um fator na distribuicdo da doenca (Scott, 2016).

Na Gltima década, o estado de Minas Gerais vem apresentando aumento no numero de

casos de LTA (Temponi et al., 2018), estando esses, concentrados nas mesorregides do Norte
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de Minas, Noroeste de Minas, Vale do Jequitinhonha, Vale do Mucuri e Vale do Rio Doce
(Cardoso et al., 2019), sendo esta ultima mesorregido onde estd situado o municipio de
Caratinga. Um dos fatores que podem ter contribuido para o aumento dos casos da doenga no
estado ¢é a descontinuidade do Servigo de Vigilancia Epidemiolégica em diversas regides do
estado a exemplo o municipio de Caratinga. Outro fator importante, que contribui para o
aumento dos casos da doenca no estado é a expansao da presenga de flebotomineos. Com a
presenca do vetor em diversas areas, o ciclo de transmissdo pode ser facilmente estabelecido e
levar ao aumento das taxas de incidéncia da LTA em humanos. Além disso, a presenca de
espécies vetoras em areas urbanas € um fator importante na expansédo da doenca, conforme
relatado para Minas Gerais (Nascimento et al., 2013).

Ao longo dos ultimos anos, nosso grupo vem desenvolvendo pesquisas
ecoepidemioldgicas em varias localidades, ndo s6 do estado de Minas Gerais, mas também em
outras areas do pais. Trabalhos supervisionados pelo grupo mostram espécies de animais
silvestres infectadas com L. braziliensis e outros estudos apontam a importancia de pequenos
mamiferos silvestres como hospedeiros naturais para diferentes espécies de Leishmania, e seus
papéis na manutencdo do ciclo de transmissdo da LTA (Marcelino et al., 2011, Quaresma et al,
2011; Pereiraet al, 2017; Castro et al., 2020). No estudo de Ferreiraet al., (2015) curiosamente,
as principais espécies de mamiferos encontradas parasitadas por Leishmania spp foram o Rattus
rattus e 0 Mus musculus, roedores com habitos de proximidade com humanos. Em diferentes
regibes de Minas Gerais, estudos realizados pelo grupo identificaram a presenca de varias
espécies de flebotomineos. Com a presenca do vetor em diversas areas, o ciclo da doenca pode
ser facilmente estabelecido e levar ao aumento nas taxas de incidéncia (Margonari et al., 2010;
Régo et al., 2015; Tonelli et al., 2017).

Faz-se necessario conhecer a ecologia da LTA e investigar o papel dos reservatérios e
vetores dos causadores da doenca, além da elaboracdo politicas educacionais em saude por meio
da participacdo em programas comunitarios cabendo a equipe de Vigilancia em Salde
identificar e monitorar unidades territoriais de relevancia epidemiolégica (Vieira et al., 2014).
Neste contexto, os Sistemas de Informacbes Geograficas (SIGs) e as andlises espaciais, tendo
em vista sua utilidade em termos de compreensdo e visualizacdo do comportamento
epidemioldgico de doengas como as leishmanioses, se mostram ferramentas importantes para
atingir esses objetivos tanto no Brasil como em outros paises (Shimabukuro et al., 2010;
Margonari et al., 2012). Devido as suas caracteristicas ocupacionais e ambientais, estudos
espaciais sobre a LTA, feitos na América Latina, mostraram diferencas especificas de acordo

com o pais (Maia-Elkhoury et al., 2016). Em geral, a transmisséo da LTA ¢ afetada por varios
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fatores, incluindo degradacdo ambiental, atividades de trabalho, proliferacdo de vetores e
proximidade com os cursos d’agua (Confalonieri, Margonari, Quintdo, 2013; Menezes et al.,
2015). Cabe ressaltar que as areas escolhidas para as coletas entomoldgicas no Corrego Volta
Grande, distrito de Patrocinio de Caratinga fazem divisa com 0 curso d’agua que da 0 nome a
regiéo.

Embora a maioria dos estudos tenha mostrado uma correlagéo entre género e exposicao
ocupacional em varias localidades estudadas (Gil et al., 2010; Maia-Elkhoury et al., 2016),
esses resultados podem néo ser claros em outras (Maia-Elkhoury et al., 2016). Apesar da LTA
estar relacionada a areas florestais, os Sistemas de Informacbes Geograficas (SIG’s)
encontraram é&reas peridomiciliares e urbanas de transmissdo em potencial no norte da
Argentina (Salomén et al., 2006; Gil et al., 2010). No Brasil, embora a maioria dos casos de
LTA ocorram na Regido Amazonica, 0s cenarios epidemiologicos variam amplamente no pais,
como por exemplo, a regido do Vale do Rio Doce. No norte do estado do Pard, os principais
fatores de risco associados a transmissao da LTA foram o desmatamento e a proliferacdo de
flebotomineos (Gongalves et al., 2019). No estado do Acre, 0 padrdo de transmissdo varia
dentro do estado (Melchior, 2017). Em algumas areas, ocorre transmissdo intra e peridomiciliar,
enquanto em outras ha um ciclo silvestre. No sudeste do estado de S&o Paulo, véarios estudos de
analise espacial foram realizados em diferentes cidades, incluindo Teodoro Sampaio, Bauru e
Campinas (Nasser, Donalisio, Vasconcelos, 2009; Souza et al., 2012; Fonseca et al., 2014). E
interessante notar que, dependendo da cidade, pode-se ter transmissdo peridomiciliar/urbana,
silvestre ou ambas. Essa andlise ndo foi realizada no municipio de Caratinga, um dos locais
com alta prioridade em Minas Gerais para a LTA.

Com base no que foi exposto, este trabalho analisou a distribuicdo espacial e temporal
da LTA e avaliou alguns parametros ecoepidemioldgicos da doenca no municipio de Caratinga

apos um intervalo de quase duas décadas sem informacdes sobre a dindmica desta doenca.

3 JUSTIFICATIVA

Os estudos acima mencionados foram muito importantes para entender varios aspectos
epidemioldgicos da LTA no Novo Mundo. Esse conhecimento foi aplicado a outras regides e
em paises da América Latina. Infelizmente, no inicio dos anos 2000, o Centro de Referéncia de
Leishmaniose em Caratinga foi fechado e os estudos sobre LTA cessaram. Os pacientes
continuaram sendo encaminhados ao sistema publico de saude da cidade. No entanto, uma

lacuna importante permanecia nas Ultimas duas décadas, uma vez que nenhuma informagéo
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sobre a dindmica da doenga foi relatada. Neste trabalho, utilizamos as ferramentas de analise
espacial no municipio de Caratinga, Minas Gerais para avaliar o status de transmissdo da LTA
neste periodo.

Com base no que foi exposto, este trabalho analisou a distribuicdo espacial e temporal
da LTA e avaliou alguns parametros ecoepidemioldgicos da doenga no municipio de Caratinga

apos um intervalo de quase duas décadas sem informacdes sobre a dindmica desta doenca.

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Analisar o padrdo espaco — temporal da LTA no municipio de Caratinga e avaliar alguns

parametros ecoepidemioldgicos desta doenca.

4.2 Especificos

e Realizar levantamento historico de dados sobre LTA na regido de Caratinga entre 2007
—2021;

e ldentificar as espécies de flebotomineos e detectar a infeccdo por Leishmania nas areas:
urbana, rural e de transicéo;

e Analisar a distribuicdo espacial de vetores e de casos humanos de LTA entre 2021 e
2021.
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5 METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos

O estudo foi realizado em concordancia com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional
de Salde - Ministério da Salde, que regulamenta a pesquisa com seres humanos, mediante
aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto René Rachou — Fiocruz Minas.
Parecer numero: 3.997.721, CAAE: 26060619.5.0000.5091 (Anexo 3). As coletas
entomologicas feitas neste estudo estdo autorizadas pela licenca permanente para coleta de
material zooldgico nimero 15237-2 (Anexo 4).

O projeto foi realizado em parceria com a Prefeitura de Caratinga, que deu suporte para
0 desenvolvimento da pesquisa e todos os procedimentos foram supervisionados por
profissionais capacitados (Anexos 5A e 5B). Todos os casos de LTA diagnosticados pela equipe
do projeto foram encaminhados para tratamento e acompanhamento adequados, independente

de terem sido incluidos na investigacao.

5.2 Area de estudo

O municipio de Caratinga (19°47'25" S e 42°8'21"W) esta localizado no Vale do Rio
Doce cerca de 310 km a leste de Belo Horizonte, Minas Gerais (Figura 1A). O municipio ocupa
uma area de 1.258,479 kmz, dos quais 15,9 km?2 correspondem ao perimetro urbano, com uma
populacédo, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021), de
93.124 habitantes e densidade demografica de 67,72 habitantes/lkm? (IBGE, 2010). Destaque
do Produto Interno Bruto (R$ 19.499,82), para as areas da inddstria e servigos, com a agricultura
e a pecuaria também representando participacdo relevante principalmente com a producédo de
café. Caratinga compreende dez distritos: Cordeiro de Minas, Dom Lara, Dom Modesto,
Patrocinio de Caratinga, Santa Efigénia de Caratinga, Santa Luzia de Caratinga, Santo Antonio

do Manhuagu, Sapucaia, S&o Candido e S&o Jodo do Jacutinga (Figura 1B).
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Figura 1: Localizacdo do municipio de Caratinga no Estado de Minas Gerais, regido do Vale do Rio Doce (A) e
localizacéo dos dez distritos que compdem o municipio de Caratinga (B).

5.3 Delineamento do estudo

Para selecionar a area de estudo no municipio de Caratinga foi solicitado a Secretaria
Municipal de Saude todas as Fichas de Investigacdo de Leishmaniose Tegumentar Americana
do periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2021. Apds a autorizacdo, um termo de sigilo foi
assinado (Anexo 6), sendo que as informagdes referentes aos dados individuais ndo foram
acessadas. Utilizamos aqui somente as informacdes de interesse da pesquisa. Neste trabalho,
realizamos analises entre 2007 — 2018 (Artigo 1, Neves et al., 2021) e posteriormente
acrescentamos o triénio de 2019 — 2021 com a inclusdo de outras analises (Artigo 2, Neves et
al., submetido). Para fins didaticos, optamos por incluir as analises totais entre 2007 — 2021

como produto final da tese e os dois artigos podem ser encontrados nos anexos 1 e 2.
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5.4 Analise dos dados

A andlise foi feita com base nos dados das fichas fornecidas pelo Servigo Municipal de
Saude e utilizou as seguintes variaveis: Data da Notificacdo, Data do Diagndstico, Data de
Nascimento, ldade, Sexo, Raca/Cor, Escolaridade, Distrito, Bairro, Logradouro, Numero,
Complemento, Zona, Data da Investigacdo, Ocupacédo, Presenca de Lesdo, Co-infeccdo HIV,
Realizacéo de Parasitoldgico Direto, Intradermorreacdo de Montenegro (IRM), Histopatologia,
Tipo de Entrada, Forma Clinica, Data do Inicio do Tratamento, Droga Inicial Administrada,
Peso, Dose Prescrita em mg/kg/dia Sb>*, Nimero Total de Ampolas Prescritas, Outra Droga
Utilizada, Critério de Confirmacdo, Classificacdo Epidemiolégica, Doenca Relacionada ao
Trabalho, Evolucdo do Caso, Data do Obito e Data do Encerramento.

Foi feito o calculo da taxa de incidéncia anual utilizando a populacéo referente a cada
ano obtida do IBGE. Apos a realizacdo desta etapa, 0 nimero de casos obtidos nos formularios
foi agrupado em triénios (2007 - 2009; 2010 - 2012; 2013 - 2015; 2016 - 2018 e 2019 - 2021)
para posterior calculo das taxas de incidéncia para cada periodo de trés anos. Os célculos de
incidéncia acumulada foram realizados por meio do software GeoDa versdo 1.14 (ASU, GeoDa

Center for Geospatial Analysis and Computation, Arizona, EUA).

5.5 Andlise espacial

A realizacdo da anélise espacial, bem como dos céalculos de incidéncia acumulada
descritos no item 3.4, foram desenvolvidos em colaboragdo com os pesquisadores MSc. Diogo
Tavares Cardoso e Dr. David Soeiro Barbosa do Departamento de Parasitologia, e Dr. Fabricio
Thomaz de Oliveira Ker do Laboratério de Epidemiologia de Doencas Infecciosas e
Parasitarias, pertencentes ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Nesta parte do estudo utilizamos as técnicas de Elipse, Densidade de Kernel e a analise
de varredura de aglomerados espago-temporal — Satscan. Para analisar a distribuicéo espacial
dos casos de LTA no municipio de Caratinga no periodo estudado foram utilizados os

agrupamentos por triénio.
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55.1 Elipse

Esta técnica identifica locais com casos. Esta identificacdo é realizada por meio do
desenho de uma elipse, marcando as condic¢des de tendéncia central, dispersdo e tendéncia de
direcdo. A Elipse de Distribuigdo Direcional mostra a distribuigdo espacial dos eventos em dois
sentidos: identificagdo de aglomerados e orientacdo. O eixo maior define a dire¢cdo de maxima
dispersdo da distribuicdo, enquanto o menor é perpendicular ao eixo anterior e define a minima
dispersdo (Yuill, 1971). Esta ferramenta transforma a distribuicdo aleatdria dos casos de LTA
em uma elipse. A aplicacdo da Elipse de Distribuigdo Direcional foi feita utilizando o software
ArcMap 10.6.1.

5.5.2 Densidade de Kernel

A densidade de Kernel é um método estatistico de interpolacéo que identifica o nivel de
agrupamentos sobre uma doenca. Com esta ferramenta cada observacédo é ponderada de acordo
com uma distancia central o que cria uma superficie continua que representa a densidade na
qual os hotspots foram destacados. Para avaliagdo da densidade foi estipulado um raio de
influéncia de 600m (Bailey, Gatrell, 1995) sendo a densidade dos mapas para cada triénio
padronizada em categorias. Areas com densidade maior que zero (>0) foram sucessivamente
sobrepostas para avaliar a area afetada e o nimero de triénios positivos. O software ArcMap

10.6.1, foi utilizado para a realizacdo desta analise.

5.5.3 Analise de varredura de aglomerados espaco-temporal — Satscan

Estatisticas de varredura sdo utilizadas para detectar e avaliar aglomerados de casos em
uma configuracdo espago-temporal. Isso é feito pela varredura gradual da informacéo no espaco
e no tempo, assinalando o numero de eventos observados e esperados no interior de cada
unidade de analise (Pellegrini, Kulldorff, 2016). Para esta analise foi utilizado o software
SaTScan 9.4.4 (Kulldorff, 2016).

As analises foram realizadas utilizando o conjunto de dados dos casos notificados, a
populagcéo e a localizagdo. Para a realizagcdo dos testes, foram inseridas no software as
informacdes referentes a cada setor censitario, numero de casos com data de diagnostico,

populacdo por setor censitario e coordenadas geograficas dos setores censitarios. Todas as
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informagdes foram inseridas para todo o periodo de estudo. As informagdes sobre populagédo
por setor censitario foram obtidas do IBGE (IBGE, 2010).

A identificacdo dos aglomerados espacgo-temporal foi feita por meio do modelo discreto
de Poisson. Este modelo avalia se a quantidade de casos em cada localidade segue a distribuigédo
de Poisson que podem ser analisados com as estatisticas de varredura no modelo espago-
temporal (Kulldorff, 2016). Para a realizacdo da estatistica de varredura foram utilizadas as
seguintes configuracfes: periodo de estudo 2007 - 2018, ndo ocorréncia de sobreposicédo
geografica dos aglomerados, aglomerados de tamanho maximo igual a 50% da populacao
exposta, conjuntos circulares e 999 repeti¢des, tamanho maximo dos aglomerados temporais
igual a 50% do periodo de estudo e a precisdo do tempo estava padronizada em um ano
(Abrams, Kleinman, 2007).

As técnicas de varredura espaco-temporal foram configuradas para detectar
aglomerados de alto e baixo risco para a transmisséo de Leishmania. O teste de significAncia
dos aglomerados identificados baseou-se na comparacdo de uma distribuicdo nula obtida pela
simulacdo de Monte Carlo. Para que diferentes areas pudessem ser comparadas entre si, 0
programa apresentou o Risco Relativo (RR) de cada aglomerado, que representa a relacéo ao
risco de ocorréncia do agravo dentro do aglomerado em relacdo a quem esta fora dele
(Pellegrini, Kulldorff, 2016). A anélise de varredura de aglomerados espaco-temporal realizada
neste estudo considerou todo o0 municipio de Caratinga.

5.6 Estudos dos flebotomineos

Foram realizadas, coletas entomoldgicas com o objetivo de conhecer a composicdo da
fauna flebotominica local, detectar e identificar as espécies de Leishmania presentes nas fémeas
capturadas no municipio de Caratinga, durante os anos de 2020 e 2021, nos meses de janeiro,
margo, maio, julho, setembro e novembro de cada ano (Figura 2A).

Em 2020, foram selecionados 20 pontos de coleta (R1 - R20) na area do Corrego Volta
Grande (zona rural), distrito de Patrocinio de Caratinga (Figura 2B). A escolha desta localidade
se deve ao maior numero de casos registrados durante todo o periodo de analise. Ja no ano de
2021, foram selecionados dez pontos de amostragem, sendo seis na area urbana (zona urbana,
Ul — U6) de Caratinga nos bairros Anapolis e Esplanada (duas armadilhas cada), Centro e
Limoeiro (uma armadilha cada) (Figura 2C), e quatro pontos amostrais na &rea de transigdo

(Sanguinette et al., 2015) (zona de transicdo, T7 — T10) no distrito de Sapucaia (Figura 2D).



Essas areas foram escolhidas com base nos casos de
Caratinga e no aumento dos casos em Sapucaia.
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Figura 2: Areas de coleta entomoldgica no municipio de Caratinga durante os anos de 2020 e 2021 (A); pontos
de coleta no Corrego Volta Grande, Patrocinio de Caratinga (zona rural, R1 — R20) (B); pontos de coleta na area
urbana de Caratinga (zona urbana, U1 — U6) (C) e pontos de coleta na area de transi¢do do distrito de Sapucaia

(zona de transicdo, T7 — T10) (D).

Foram instaladas armadilhas luminosas automaticas modelo HP (Pugedo et al., 2005),

em cada area selecionada, para a captura de insetos, cuja luz artificial € mantida como isca.

Quiatro pilhas grandes (1,5 volt cada) foram utilizadas como fonte de energia tanto para a luz

guanto para o motor, que mantém o fluxo de ar direcionado para uma gaiola de tecido onde 0s

insetos ficaram acondicionados. As armadilhas foram expostas durante dois dias consecutivos.
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O acondicionamento dos espécimes capturados foi feito em tubo Falcon de 50 ml contendo
alcool glicerinado apds o periodo de exposi¢do da armadilha.

Todos os pontos de coleta foram georreferenciados, in loco, utilizando-se um aparelho
GPS (Global Positioning System) marca Garmin E-Trex e posteriormente apresentados em
mapas, para a analise da distribuicéo espacial, utilizando o software ArcMap.

Os flebotomineos foram preparados e montados entre [dmina e laminula, utilizando-se
balsamo do Canada para os machos, e liquido de Berlese para as fémeas, de acordo com a
técnica de Langeron (1949). A identificacdo especifica dos flebotomineos foi feita com a
observacgdo por microscopia 6tica dos caracteres morfologicos internos e externos, seguindo a
classificacdo proposta por Galati (2003). A abreviacdo do nome das espécies neste estudo
seguiu a proposta de Marcondes (2007).

Os dados geoespaciais foram obtidos com o navegador portatil GPS Garmin® eTrex
Venture HC, transferidos para o software MapSource® Trip & Waypoint Manager. Os dados
obtidos ao longo de toda a coleta entomolégica foram submetidos a anélise de Kernel, onde foi
possivel calcular a magnitude e ajustar a distribuicdo e abundancia de casos de LTA, vetores e

insetos infectados.

5.6.1 Avaliacdo da diversidade e similaridade da fauna flebotominica

Para avaliar a fauna de flebotomineos foram calculados indices de diversidade e
similaridade das espécies em cada ponto e em cada area de coleta, respectivamente. Foram
analisados os seguintes parametros: riqueza dos taxons (S), abundancia individual (N), indice
de Simpson (1-D) que é utilizado para medir a diversidade de uma comunidade, indice de
Shannon-Weiner (H) que quantifica a biodiversidade especifica, indice de Equitabilidade de
Pielou (J) e indice de Biodiversidade Margalef, que visa estimar a biodiversidade de uma
comunidade com base na distribuicdo numérica dos individuos das diferentes espécies em
funcdo do numero total de individuos existentes na amostra analisada. Posteriormente, a
similaridade foi avaliada por meio da analise de agrupamento hierarquico, utilizando os valores

obtidos com o Indice de Jaccard (Chao et al., 2005).
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5.7 Estudos moleculares

Para determinar a infeccao dos flebotomineos e dos casos humanos, as amostras de DNA
extraidas foram analisadas pela técnica de PCR dirigida ao ITS | de Leishmania (El Tai et al.,
2000), que amplifica um fragmento de aproximadamente 300 a 350 pb (Schonian et al., 2003),
sequida do sequenciamento do fragmento amplificado. A identificacdo da fonte alimentar no
intestino das fémeas alimentadas foi realizada pela técnica de PCR dirigida ao gene citocromo
B (CytB) (Boakye et al., 1999), seguida da amplificacéo e sequenciamento do fragmento obtido
de aproximadamente 384 pb.

5.7.1 Extracdo do DNA das fémeas de flebotomineos para detec¢do da infec¢do por

Leishmania spp.

As fémeas que ndo apresentarem sinais de repasto sanguineo em seu abdémen foram
identificadas pela montagem da cabeca em posicao ventral e terminalia (Ultimos trés segmentos
abdominais) em lamina e laminula com liquido de Berlese. As fémeas foram dispostas em
"pools" contendo no méximo dez espécimes da mesma espécie, localidade e data de coleta para
a realizacdo da extracdo de DNA e posterior pesquisa de Leishmania spp.

A extracdo foi realizada, utilizando o kit de extracdo de tecido e células Gentra
Puregene® da QIAGEN, seguindo o protocolo modificado por Quaresma et al., (2011): as
fémeas de flebotomineos foram maceradas em 100 pL de solugdo de lise celular (para uma
fémea) ou 200 pL (para pool de até dez fémeas) e a mistura foi adicionado 1 pL de proteinase
K (para uma fémea) ou 1,5 pL (para o pool). A solugéo foi homogeneizada por inversdo do tubo
e incubada a 55°C durante a noite. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado 1 pLL. de RNAse
(para uma fémea) ou 1,5uL (para o pool) a solucdo, que foi homogeneizada por inversdo e
incubada a 37° C por trinta minutos. Posteriormente, as amostras foram incubadas no gelo por
trés minutos e adicionadas 100 uL de solug¢do de precipitagdo de proteinas. Os tubos foram
agitados em vortex por 20 segundos a alta velocidade seguido de centrifugacdo por cinco
minutos a 12000 x g (14000 rpm), e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo. Foram
adicionados 300 pL de isopropanol vertendo cuidadosamente por inversao a amostra
remanescente, seguida de outra centrifugacdo por cinco minutos a 12000 x g (14000 rpm). Apos
este passo, o sobrenadante foi descartado e o tubo invertido e seco em papel absorvente. Etanol
a 70% foi adicionado ao tubo ja seco, seguido de outra centrifugagdo a 12000 x g (14000rpm)

por cinco minutos. Por fim o sobrenadante foi descartado e o tubo permaneceu invertido contra
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um papel absorvente para secar até nao sobrar nenhum resquicio de &lcool. Ao final, foi
adicionado 25 pL de solucdo de hidratagdo de DNA ou agua DNAse e RNAse free (para uma
fémea) ou 40 pL (para pool de dez fémeas). As amostras foram incubadas a 65°C por uma hora
e posteriormente deixadas a temperatura ambiente durante a noite, sendo estocadas ao final a
temperatura de -20°C.

Apo0s a extracdo foi realizada a dosagem de por¢es de DNA em amostras sorteadas
aleatoriamente, verificando a presenca, concentracéo e qualidade do material extraido. Para este
procedimento foi utilizado o espectrofotdmetro de microvolume Nanodrop®-1000. Conforme
recomendacdes do fabricante o espectro de luz foi ajustado para 260 e 280 nanOmetros, faixa
em que os acidos nucléicos sdo detectados. A razdo da absorbancia de 260nm/280nm foi
utilizada para avaliar a pureza do material extraido, sendo considerados aceitaveis valores entre
1,4 de 1,8. Valores menores que a margem, podem indicar a presenca de proteinas, fenol ou

outros contaminantes provenientes do processo de extracéo.

5.7.2 Extracdo do DNA das amostras obtidas de casos humanos para deteccdo da

infeccéo por Leishmania spp

O estudo foi conduzido considerando duas abordagens: i) 0s casos suspeitos de LTA
encaminhados a Policlinica municipal de Caratinga para avaliacdo; ii) busca ativa de individuos
com lesdes suspeitas na area de estudo. Foi selecionado um total de 30 individuos com
diagnostico confirmado para LTA, residentes na area de estudo.

Os individuos, com diagnostico confirmado e maiores de 18 anos (excecao de mulheres
gestantes e nutrizes), foram convidados a participar da pesquisa mediante a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 5).

Todos os individuos que aceitaram participar da pesquisa foram convidados a realizar
0s seguintes procedimentos: entrevista individual, realizacdo de exame clinico e bidpsia, das
lesGes sugestivas de LTA.

O material coletado das lesdes foi destinado para a realizacdo do diagnostico
parasitologico e molecular para a identificacdo da espécie de Leishmania. A coleta das amostras
bioldgicas foi feita pela médica do Servigo de Saude da Prefeitura de Caratinga: Dra Pollyana
Anarelly Pinto Lucas, CRM MG: 52661.

Para a realizacdo da coleta do material, inicialmente o local da ferida foi anestesiado
com lidocaina 2% sem vasoconstritor, aplicada por infiltracdo exclusivamente no local onde foi

realizado a biopsia. A biopsia foi realizada retirando-se um fragmento da borda da leséo, com
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o auxilio de um “punch” estéril e descartavel de 5,0 mm de didmetro. O fragmento foi
depositado sobre um cartéo de papel filtro para se retirar o excesso de sangue. O fragmento foi
utilizado para impregnar duas ou trés laminas para pesquisa de amastigotas com auxilio de
microscopia Otica. Este fragmento foi armazenado em criotubos para ser utilizado
posteriormente como fonte de DNA para os procedimentos moleculares, sendo mantidos a -
20°C até sua utilizagdo no laboratorio do Grupo de Estudos em Leishmanioses do Instituto René
Rachou/Fiocruz Minas, Belo Horizonte.

As laminas contendo a impressdo do fragmento da lesdo foram fixadas com metanol e
coradas pela Coloragédo de Giemsa, para a pesquisa das formas amastigotas de Leishmania. A
leitura das laminas foi feita com o microscépio 6tico, sendo considerado positivo quando forem
visualizadas as formas amastigotas do parasito.

Os casos confirmados foram encaminhados para tratamento. Caso algum individuo
tenha se manifestado contra a continuidade das atividades de coleta de amostras bioldgicas e de
dados relacionados diretamente a ele, foi mantido o seu direito de excluir-se do estudo, bem
como se algum dos Orgdos participantes solicitar a interrupcdo da pesquisa por motivos
considerados relevantes.

Conforme abordado neste item o material biolégico foi armazenado somente até o fim
da pesquisa correspondente, sendo que ao encerramento, foi descartado. As amostras foram
armazenadas nos equipamentos do Grupo de Estudos em Leishmaniose, Instituto René Rachou,

Fiocruz Minas, sob responsabilidade da Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo.

5.7.3 PCRdirigida ao Internal Transcribed Spacer | (ITS I) do rDNA

Para a amplificacdo das amostras de DNA, dos flebotomineos e do material humano, foi
utilizado o par de iniciadores LITSR: 5° CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3" e L5.8S: 5" TGA
TAC CAC TTA TCG CAC TT 3. A reacao foi preparada para um volume final de 25 pL
contendo 5 pL. de DNA da amostra a ser testada, 2,5 puL da solu¢dao tampao 10x, 0,75 pL de
MgCl, (50mM), 0,5 pL de ANTP mix a 10 mM, 1,25 pL de cada um dos iniciadores (LITSR ¢
L5.8R) a 10 uM, 0,25 pL. de Taq DNA polimerase a 10 Ul/uL, 1,25 pL. de DMSO e 12,25 pL.
de H20 destilada estéril.

A amplificagdo foi processada em aparelho termociclador automético Eppendorf®
Mastercycler Gradient, utilizando o seguinte ciclo: desnaturacdo inicial a 95°C por dois
minutos, seguido de 35 repeti¢Oes de: desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 53°C

por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos.
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A extenséo final foi a 72°C por dez minutos. Em todas as reag0es foi utilizado controle
positivo com 20 ng de DNA extraido de cepas referéncia de L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) e L. major
(MHOM/BR/1971/BH121), e como controle negativo foi utilizado agua destilada estéril. As
amostras positivas foram submetidas a digestdo pela enzima de restricdo Haelll conforme
descrito por Schonian et al., (2003).

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 2,0% corados com brometo de etidio
e examinados em exposi¢do a luz ultravioleta (UV), sendo consideradas positivas aquelas
amostras que apresentarem banda de peso molecular correspondente ao esperado, 300-350pb,

utilizando o peso molecular (PM) de 100pb.

5.7.4 Identificacéo das fontes de repasto sanguineo em fémeas de flebotomineos

O procedimento foi realizado seguindo o protocolo descrito por Carvalho et al., (2017).
As reacdes foram preparadas em tampdo 1x de MgCl. 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, primers direto
e reverso 10 mM, 1U/ul Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 5 ul de
modelo de DNA para o volume de 25 ul. O controle positivo para as reagdes de PCR consistiu
de DNA extraido de Canis familiaris. Flebotomineos machos da espécie Nyssomyia whitmani,
obtidos do pool de amostras do laboratdrio, foram usados como controles negativos em todas
as extracdes de DNA. Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em um gel
de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (10 mg/ml) com um DNA Step Ladder de 100
pb. Os amplicons obtidos foram removidos do gel de agarose sob exposicdo UV e purificados
por um QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Chatsworth, CA). As amostras foram entéo
sequenciadas com ABI PRISM 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
em um volume final de 10 ul com ~50 ng dos produtos de PCR purificados e 3,3 pmol dos
primers direto e reverso. O software FinchTV (Geospiza Inc., Seattle, WA) foi usado para
verificar manualmente os eletroferogramas e o software SeqTrace35 foi usado para alinhar e
calcular as sequéncias para regides de similaridade com as sequéncias do GenBank pela Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). A identificacdo das espécies extraidas das amostras
de sangue foi considerada correta quando as sequéncias apresentaram mais de 87% de

identidade para pelo menos 94% da sequéncia analisada.
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As andlises das varidveis citadas no topico 3.4 estdo apresentadas nas tabelas de 1 a 4.

Diante do exposto na Tabela 1, é possivel observar que dos 428 casos de LTA

notificados em Caratinga durante o periodo de estudo, 253 sdo do sexo masculino e 175 do sexo

feminino, correspondendo a 59,11% e 40,89%, respectivamente. A frequéncia variou de acordo

com a faixa etaria, sendo 20,16% entre individuos do sexo masculino com idade entre 11 a 20

anos e 17,71% entre o sexo feminino com idade entre 31 a 40 anos. A frequéncia total com

relacdo a idade foi de 17,99% na faixa de 11 a 20 para ambos 0s sexos. A média de idades foi

de 33 anos para homens e 35 anos para mulheres. Do total de individuos, 65,89% possuem

baixa escolaridade (analfabetos, ensino fundamental incompleto e completo) (Tabela 1).

Tabela 1: Dados sociodemograficos dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana no municipio de
Caratinga, Minas Gerais, notificados no periodo de 2007 a 2021.

Varidveis n (%) %
Género

Masculino 253 59,11
Feminino 175 40,89
Idade (anos) por género Masculino Feminino

<1 2 (0,79) 0 (0) 0,47
1-10 22 (8,70) 24 (13,71) 10,75
11-20 51 (20,16) 26 (14,86) 17,99
21-30 37 (14,62) 27 (15,43) 14,95
31-40 37 (14,62) 31 (17,71) 15,89
41-50 33 (13,04) 25 (14,29) 13,55
51-60 36 (14,23) 15 (8,57) 11,92
61-70 26 (10,28) 16 (9,14) 9,81
71-80 8 (3,16) 4 (2,29) 2,80
>81 1 (0,40) 7 (4,00) 1,87
Cor

Amarela 5 1,17
Branca 232 54,21
Parda 122 28,50
Negra 50 11,68
Nao informada 19 4,44
Escolaridade

Analfabeto 8 1,87
Ensino fundamental incompleto 243 61,92
Ensino fundamental completo 4 2,10
Ensino médio 2 1,17
N&o se aplica* 19 5,84
Nao informado 31 15,42
Ignorado 12 11,68

* Criancas que ndo estdo em idade escolar.
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Segundo os dados das Fichas de Notificacdo, a cidade de Caratinga possui 88 casos
registrados e o distrito de Patrocinio de Caratinga 167 (20,56 e 39,02% respectivamente).
Outros distritos contribuiram com um menor nimero de casos, sendo sete em Cordeiro de
Minas (1,64%), seis em Dom Lara (1,40%) e quatro em Sdo Candido (0,93%). Da totalidade
dos registros, 80,84% foram registrados como pertencentes a zona rural. Observa-se ainda que
0s maiores numeros de casos de LTA foram registrados durante os anos de 2010 (13,08) e 2018
(10,98). Os meses de janeiro e margo foram os que tiveram o maior nimero de casos notificados
com 14,49% e 10,28%, respectivamente (Tabela 2).

Durante o periodo de 2007 a 2021, a localidade do Cdrrego Volta Grande situada na
area rural do distrito de Patrocinio de Caratinga, concentrou 0 maior nimero de casos humanos
em relacdo as demais areas do municipio, sendo, portanto, o local escolhido para a continuidade

do estudo.
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Tabela 2: Distribuicdo dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana no municipio de Caratinga por local
de residéncia, zona, ano e més do diagnostico, no periodo de 2007 a 2021.

Variaveis n %
Cidade/distrito

Caratinga 88 20,56
Cordeiro de Minas 7 1,64
Dom Lara 6 1,40
Dom Modesto 15 3,50
Patrocinio de Caratinga 167 39,02
Santa Efigénia 25 5,84
Santa Luzia 26 6,07
Santo Antdnio do Manhuagu 29 6,78
Sdo Candido 4 0,93
Sdo Jodo do Jacutinga 19 4,44
Sapucaia 42 9,82
Zona/Triénio 2007-2009 2010-2012 2013-2015 2016-2018 2019-2021 Total (%)
Periurbana 2 0 4 3 0 9 (2,10)
Rural 35 91 34 108 78 346 (80,84)
Urbana 6 11 9 16 31 73 (17,06)
Ano do diagnéstico

2007 6 1,40
2008 19 4,44
2009 18 4,21
2010 56 13,08
2011 39 9,11
2012 7 1,64
2013 12 2,80
2014 9 2,10
2015 26 6,07
2016 41 9,58
2017 39 9,11
2018 47 10,98
2019 44 10,28
2020 46 10,75
2021 19 4,44
Més do diagndstico

Janeiro 62 14,49
Fevereiro 34 7,94
Marco 44 10,28
Abril 30 7,01
Maio 27 6,31
Junho 26 6,07
Julho 34 7,94
Agosto 38 8,88
Setembro 32 7,48
Outubro 33 7,71
Novembro 31 7,24
Dezembro 37 8,64

A Tabela 3 apresenta os dados relacionados aos aspectos clinicos da LTA, conforme

notificado a les@o cutanea foi a forma mais prevalente da doenca (97,90%). Os casos registrados

foram diagnosticados pelo exame parasitoldgico direto e Intradermorreacdo de Montenegro

com 90,19% e 55,37% de positividade respectivamente. O exame histopatoldgico foi realizado
em 13,79% dos individuos. A droga mais utilizada foi o Glucantime (76,87%) e 93,46% dos

casos notificados evoluiram para a cura.
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Tabela 3: Dados relacionados aos aspectos clinicos da Leishmaniose Tegumentar Americana no municipio de
Caratinga, no periodo de 2007 a 2021.

Variaveis n %
Forma clinica

Cutanea 419 97,90
Mucosa 9 2,10

Dados laboratoriais
Parasitoldgico direto

Positivo 386 90,19
Negativo 26 6,07
Nao realizado 16 3,74
Intradermorreacdo de Montenegro

Positivo 237 55,37
Negativo 40 9,35
N&o informado 151 35,28
Histopatol6gico

Realizado 59 13,79
Nao realizado 369 86,21
Co-infeccdo com HIV

Sim 2 0,63
Nao 333 85,89
Ignorado 93 13,48
Droga utilizada

Glucantime 329 76,87
Anfotericina B 1 0,23
Outras 42 9,81
Nao informado 56 13,08
Doenca relacionada ao trabalho

Sim 118 27,57
Nao 201 46,96
Ignorado 69 16,12
Néo informado 40 9,35
Evolucédo do caso

Cura 400 93,46
Abandono 17 3,97
Obito 1 0,23
Transferéncia 1 0,23
Nao informado 9 2,10

A Tabela 4 mostra que os triénios de 2010 — 2012, 2016 — 2018 e 2019 — 2021
contribuiram com maior nimero de casos (102, 127 e 109 respectivamente). J& os periodos de
2007 — 2009 e 2013 — 2015 contribuiram com menor nimero de casos (43 e 47),
respectivamente. Fica evidente que no triénio de 2016 — 2018 houve um aumento significativo
no namero de casos de LTA na regido. Observa-se ainda que apds o pico de casos de LTA em
2016 - 2018, a alta de casos se manteve em 2019 e 2020, com redugéo em 2021.

As taxas de incidéncia total por 10.000 habitantes variaram durante o periodo analisado
de 0,72 em 2007 a 6,57 em 2010, ano com maior incidéncia. A incidéncia média no municipio
de Caratinga foi de 4,74. Cabe ressaltar que as taxas de incidéncia no municipio de Caratinga

foram calculadas com a populagdo ano a ano e que a incidéncia por triénio foi calculada
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somando-se 0s novos casos no periodo dividindo pela populacdo mediana do periodo avaliado

(Tabela 4).

Durante todo o periodo analisado observa-se que o ano de 2007 foi o ano com menor

incidéncia e 2010 ano com maior incidéncia. Apds esse periodo houve uma reducao dos casos

nos anos de 2012 até 2014 com um aumento apos de 2015. Essa oscilagdo dos casos é possivel

ser observado também pela média mével apresentada no Grafico 1.

Tabela 4: Incidéncia dos casos de Leishmaniose Tegumentar Americana por 10.000 habitantes no municipio de

Caratinga no periodo de 2007 a 2021.

Ano n Populacdo Incidéncia  Incidéncia por triénio
2007 6 83.363 0,72
2008 19 84.825 2,24
2009 18 85.469 2,11
2007 — 2009 43 5,06
2010 56 85.239 6,57
2011 39 85.811 4,54
2012 7 86.364 0,81
2010 - 2012 102 11,88
2013 12 89.578 1,34
2014 9 90.192 1,00
2015 26 90.782 2,86
2013 -2015 47 521
2016 41 91.342 4,49
2017 39 91.841 4,25
2018 47 91.503 5,14
2016 — 2018 127 13,82
2019 44 92.062 4,78
2020 46 92.603 4,97
2021 19 93.124 2,04
2019 — 2021 109 11,77
Total 428 Média 4,74
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Gréfico 1: Média mével dos casos de LTA no periodo de 2007 a 2021.

Ao longo de toda a série historia, observa-se que de 2007 a 2018 o distrito de Patrocinio
de Caratinga apresentou o maior nimero de notificagdes em relacdo as demais areas do
municipio de Caratinga. No triénio 2019 — 2021, a area urbana de Caratinga contribuiu com
maior numero de casos (25) em relacdo a Patrocinio de Caratinga (21). As demais areas
contribuiram com menor nimero de casos, com sete casos em Dom Modesto e Santa Efigénia,
quatro casos em S&o Jodo do Jacutinga, trés casos em Cordeiro de Minas e, dois casos em Dom
Lara e Sdo Candido. Com excecdo de Dom Lara e Sdo Candido, os demais distritos desde 2013
— 2015 registram aumento continuo no namero de casos. Entre 2007 — 2015, cinco distritos ndo
apresentaram casos de LTA em pelo menos um ano. No periodo de 2016 — 2021 todos os
distritos tiveram casos (Tabela 5).
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Tabela 5: Numero de casos de LTA por cidade/distrito durante o periodo de 2007 a 2021.
. _ 2007-2009 2010-2012 2013-2015 2016-2018 2019-2021
Cidade/distrito

n n n n n
Caratinga 10 22 11 20 25
Cordeiro de Minas 0 2 0 2 3
Dom Lara 1 0 1 2 2
Dom Modesto 1 2 1 4 7
Patrocinio de Caratinga 6 53 30 57 21
Santa Efigénia de Caratinga 5 8 1 4 7
Santa Luzia de Caratinga 1 1 0 9 15
Santo Antdnio do Manhuacu 3 10 1 5 10
Séo Céndido 0 0 1 1 2
S80o Jodo do Jacutinga 6 1 1 7 4
Sapucaia 10 3 0 16 13
Total 43 102 47 127 109

As Figuras 3A e 3B, apresentam de forma simplificada os triénios com casos em relagéo
as areas acometidas. Observam-se locais especificos dentro dos distritos de Patrocinio de
Caratinga, Sapucaia, Santa Efigénia, com ocorréncias de quatro e cinco triénios consecutivos
com registros de casos humanos de LTA (Figuras 3A). A situacdo é mais critica na area urbana
de Caratinga (Figura 3B), onde ocorrem areas com alta frequéncia de casos de LTA nas regifes
nordeste, centro e sudoeste da cidade.
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Figura 3: Numero de triénios com casos de LTA no municipio de Caratinga (A) e na cidade de Caratinga (B).

Em geral, a incidéncia acumulada foi menor no periodo 2013 — 2015 em comparagao

com os demais triénios (Figura 4A). Durante esse periodo, nenhuma predominancia de altas

taxas de incidéncia acumulada foi detectada em relacdo aos demais triénios. Em 2007 — 2009

os distritos de Cordeiro de Minas e Sdo Candido ndo apresentaram casos de LTA. Nos outros
periodos, 2010 — 2012, 2016 — 2018 e 2019 — 2021 a incidéncia aumentou acima de 100/10.000,

incluindo a area urbana de Caratinga (regido sudoeste) (Figura 4B), e as areas rurais de

Patrocinio de Caratinga, Santo Antdnio do Manhuacu e Sapucaia (Figura 4A).
Durante o periodo de 2019 — 2021 foram detectadas taxas de incidéncia de 255,1/10.000

habitantes, com casos em todos os distritos em comparacdo com os periodos anteriores. Todos

0s setores censitarios dos distritos de Dom Modesto e Patrocinio de Caratinga registraram casos.

O triénio 2019 — 2021 apresentou 0 maior nimero de setores censitarios com casos nas areas

rural e urbana (Figuras 4A e B) em comparacdo com os demais periodos da série historica.

Diante dos dados apresentados, partimos entdo para as analises de elipses.
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Figura 4A: Incidéncia acumulada dos casos de LTA registrados no municipio de Caratinga por triénio, entre os

anos de 2007 a 2021.
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Figura 4B: Incidéncia acumulada dos casos de LTA registrados na area urbana de Caratinga por triénio, entre 0s
anos de 2007 a 2021.
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6.2 Analise espacial

As Elipses de Distribuicdo Direcionais apresentaram certa mobilidade. A elipse no

primeiro periodo (2007 — 2009) teve uma localizacdo mais periférica em relacdo as outras
elipses. Nos proximos triénios as elipses englobaram uma parte mais central da regido (Figura

5A). Embora houvesse um pequeno nimero de casos no triénio 2013 — 2015, o perfil da elipse
foi muito similar ao triénio 2010 — 2012 confirmando o direcionamento das mesmas para a
regido central. Finalmente, no Gltimo triénio (2019 — 2021), houve um aumento de sua area de
abrangéncia, com distribuicdo mais ampla de casos de LTA em todas as direces e um ligeiro
deslocamento para o norte, provavelmente devido ao aumento do nimero de casos que se
intensificou.

Na area urbana (Figura 5B) observa-se que no periodo 2010 — 2015 houve um leve
aumento na amplitude das elipses seguido de uma diminuicdo em 2016 — 2018. A elipse
correspondente ao triénio de 2019 — 2021 abrangeu parte do eixo norte/sul da cidade de
Caratinga.
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Figura 5: Elipses de distribui¢do dos casos de LTA no municipio de Caratinga (A) e na &rea urbana de Caratinga
(B), por triénio, durante o periodo de 2007 a 2021.

Complementando as informacgfes contidas nas elipses, a Tabela 6 mostra a area
acometida pela doenca em cada triénio. Sobrepondo os cinco triénios, observa-se uma area total

de cobertura de 171 km? evidenciando uma expansao territorial da doenga.

Tabela 6: Area afetada, por triénio, no municipio de Caratinga.
Area afetada

Area afetada Aumento

Triénio (km?) (km?) aCLEITr:]JL?da
2007-2009 39 39
2010-2012 66 +56 95
2013-2015 34 +15 110
2016-2018 68 +29 139
2019-2021 82 +32 171
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Confirmando as observagdes das anélises anteriores, a Densidade de Kernel detectou
varios hotspots, incluindo o distrito de Patrocinio de Caratinga e a &rea urbana de Caratinga
(todos os triénios), e o distrito de Sapucaia (2007 — 2009, 2010 — 2012, 2016 — 2018 e 2019 —
2021) (Figura 6A).
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Figura 6A: Densidade de Kernel dos casos de LTA no municipio de Caratinga por triénio, entre os anos de 2007
a 2021.
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Foi feita a Densidade de Kernel para a cidade de Caratinga conforme apresentado na
Figura 6B. Embora alguns casos tenham sido observados no triénio 2007-2009, a partir de 2010
observa-se um aumento consideravel da area de abrangéncia de casos como também da

densidade sendo identificados hotspots nas regides central e sudoeste da cidade.
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Figura 6B: Densidade de Kernel dos casos de LTA na &rea urbana de Caratinga por triénio, entre os anos de

2007 a 2021.
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Para refinar as analises foi determinado o Risco Relativo (RR) durante todo o periodo
do estudo. Esta anélise foi feita considerando o municipio de Caratinga. Por se tratar de uma
analise espacial, 0 RR associou 0 numero de casos total e o espaco. Esta analise identificou uma
area com alto e outra com baixo risco de transmissao de LTA. O alto risco abrangeu a area
rural, do distrito de Patrocinio de Caratinga, este RR foi de 26,71 no periodo de 2010 a 2016
(Figura 7A). O baixo risco pertence a parte urbana de Caratinga, com um RR de 0,057 no
periodo de 2011 a 2017 (Figura 7B).
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Figura 7: Risco Relativo dos casos de LTA registrados no distrito de Patrocinio de Caratinga (A) e na area
urbana de Caratinga (B).

6.3 Estudo dos flebotomineos

Ao longo dos anos de 2020 e 2021 foram coletados 13.043 espécimes de flebotomineos
pertencentes a sete géneros e 11 espécies, sendo 7.547 fémeas (57,86%) e 5.496 machos
(42,14%). Do total de flebotomos coletados, 5.235 (40,14%) sdo da espécie Nyssomyia
whitmani, 3.948 (30,27%) Nyssomyia intermedia, 3.078 (23,60%) Migonemyia migonei, 238
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(1,82%) Evandromyia lenti, 218 (1,67%) Pintomyia pessoai, 153 (1,17%) Micropygomyia
quinquefer, 108 (0,83%) Nyssomyia neivai, 57 (0,44%) Evandromyia cortelezzii, 3 (0,02%)
Brumptomyia cunhai, 3 (0,02%) Sciopemyia microps e 2 (aproximadamente 0,02%)
Micropygomyia capixaba (Tabela 7). O acesso aos locais escolhidos para realizar as coletas foi

concedido verbalmente pelos proprietéarios e/ou responsaveis pelo local.

Tabela 7: Numero de flebotomineos coletados por ano e local de coleta no municipio de Caratinga entre 2020 e 2021.

2020 2021
. . Cidade de Caratinga Total
L . Patrocinio de Caratinga .
Espécies Sapucaia
Total
3 Q  Total & Q  Total & Q Total (%)
Brumptomyia cunhai 3 0 3 0 0 0 3 0 3 0,02
Evandromyia cortelezzii 0 0 0 20 37 57 20 37 57 0,44
Evandromyia lenti 100 138 238 0 0 0 100 138 238 1,82
M|Cr0pygomy|a quinquefer 11 142 153 0 0 0 11 142 153 1,17
Micropygomyia capixaba 2 0 2 0 0 0 2 0 2 0,02
Migonemyia migonei 1372 1591 2.963 51 64 115 1423  1.655 3.078 23,60
Nyssomyia intermedia 1515 2335 3.850 44 54 98 1559  2.389 3.948 30,27
Nyssomyia neivai 40 68 108 0 0 0 40 68 108 0,83
Nyssomyia whitmani 2.097 2827 4.924 143 168 311 2.240  2.995 5.235 40,14
Pintomyia pessoai 98 120 218 0 0 0 98 120 218 1,67
Sciopemyia microps 0 3 3 0 0 0 0 3 3 0,02
Total (%) 5238 7.224 12462 258 323 581 5.496  7.547 13.043 100

42,03 5797 100 44,41 5559 100 42,14 57,86

No Corrego Volta Grande (Figuras 8 e 9), foram coletados, no ano de 2020, 12.462
espécimes sendo 7.224 fémeas e 5.238 machos pertencentes a sete géneros e 10 espécies com
predominancia das espécies Ny. whitmani, Ny. intermedia, e Mg. migonei. Os pontos 16, 3, 13
e 12 foram os pontos com maior namero de flebotomineos coletados (1.810, 1.646, 1.426 e
1.000 respectivamente) (Tabela 8).



59

Tabela 8: Flebotomineos capturados e separados por sexo e pontos de coleta na localidade do Cérrego Volta Grande, regido de Patrocinio de Caratinga em 2020.

P1 p2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10

Espécies

g 2 4 2 4 ¢ 4 ¢ 4 2 & ¢ & 2 & ¢ & ¢ & 9
Brumptomyia cunhai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0
Evandromyia lenti 0 0 5 0 0 41 13 4 0 0 0 0 10 0 3 1 0 0 5 54
Micropygomyia quinquefer 0 0 4 5 0 5 0 28 0 0 0 5 0 11 0 14 0 7 0 6
Micropygomyia capixaba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
Migonemyia migonei 0 2 19 4 56 65 19 48 14 14 40 26 28 10 11 7 43 31 192 125

Nyssomyia intermedia 19 50 72 115 170 19 36 146 7 2 10 14 21 29 11 9 25 83 41 199
Nyssomyia neivai 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Nyssomyia whitmani 22 43 128 141 642 391 75 299 28 4 29 61 24 57 27 39 90 152 55 296
Pintomyia pessoai 11 2 3 0 9 15 4 0 4 0 4 0 6 0 0 0 0 0 1 12
Sciopemyia microps 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0

52 97 231 265 882 764 147 525 53 20 83 106 89 107 53 70 163 276 294 692

Total
149 496 1.646 672 73 190 196 123 439 986
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P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 Total
Espécies
3 ¢ 4 ¢ 4 2 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ d 2 4 @ 4 9 3 ?
Brumptomyia cunhai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
Evandromyia lenti 20 13 13 8 0 3 2 0 5 0 6 0 6 0 8 1 2 13 2 0 100 138
Micropygomyia quinquefer 0 0 2 4 0 3 5 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 142
Micropygomyia capixaba 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Migonemyia migonei 140 170 49 169 199 299 37 183 31 19 414 374 32 19 25 5 19 20 4 1 1372 1591
Nyssomyia intermedia 159 166 83 222 252 310 33 93 16 33 275 159 121 238 27 19 36 39 101 213 1515 2335
Nyssomyia neivai 10 12 0 0 0 0 16 33 0 0 4 20 4 3 0 0 0 0 0 0 40 68
Nyssomyia whitmani 167 102 78 361 142 213 79 82 17 51 291 177 107 220 42 16 30 38 24 84 2.097 2.827
Pintomyia pessoai 0 5 3 8 5 0 10 10 0 0 35 55 3 13 0 0 0 0 0 0 98 120
Sciopemyia microps 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
496 468 228 772 598 828 182 401 69 106 1025 785 273 493 102 41 87 110 131 298 5.238 7.224
Total 964 1.000 1.426 583 175 1.810 766 143 197 429 12.462




61

Figuras 8 e 9: Armadilhas luminosas instaladas no Cérrego Volta Grande, regido de Patrocinio de
Caratinga em 2020.

Em 2021, a coleta entomoldgica foi realizada na cidade de Caratinga e no distrito de
Sapucaia. Para melhor visualizacdo das informaces, os dados obtidos nas capturas nestas duas
areas foram apresentados em tabelas distintas. Em Caratinga (Figuras 10 e 11), foram
capturados 149 espécimes, sendo 66 machos e 83 fémeas, de duas espécies, pertencentes ao
mesmo género Ny. intermedia e Ny. whitmani. Com excecdo do centro da cidade de Caratinga

(U5), em todas as demais areas foram capturados flebotomineos (Tabela 9).

Tabela 9: Flebotomineos capturados e separados por sexo e local de coleta na &rea urbana de Caratinga em 2021.
Anépolis  Anapolis Esplanada Esplanada Centro  Limoeiro

Espécies U1 U2 U3 U4 U5 U6 Total
3 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 22 & 2 & 9

Nyssomyia intermedia 0 0 8 12 0 0 0 0 0 0 © 0 8 12

Nyssomyia whitmani 11 14 24 25 13 14 5 10 0 0 5 8§ 58 71
1 14 32 37 13 14 5 10 0 0O 5 8 66 83

Total

25 69 27 15 0 13 149




Figura 11: Armadilha luminosa instalada no bairro Limoeiro, cidade de Caratinga.
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No distrito de Sapucaia (Figuras 12 e 13) foram coletados 432 espécimes pertencentes

a trés géneros e quatro espécies Ev. cortelezzii, Mg. migonei, Ny. intermedia e Ny. whitmani.

Em todos os pontos estas espécies foram coletadas. Destaque para os pontos T8 e T7 onde o

numero de espécimes foi maior (121 e 119 respectivamente) (Tabela 10).

Tabela 10: Flebotomineos capturados e separados por sexo e local de coleta no distrito de Sapucaia em 2021.

Avrea de transicéo, distrito de Sapucaia

Total
Espécies T7 T8 T9 10
3 ¢ & ¢ & ¢ 38 2 3 9
Evandromyia cortelezzii 5 12 5 15 5 5 20 37
Migonemyia migonei 12 19 11 22 13 12 15 11 51 64
Nyssomyia intermedia 8 13 7 14 12 8 9 7 36 42
Nyssomyia whitmani 24 26 23 24 18 24 20 23 85 97
49 70 46 75 48 49 49 46 192 240
Total
119 121 97 95 432

Figura 12: Vista geral da praca central do distrito de Sapucaia, 2021.
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Figura 13: Vista geral da érea residencial do distrito de Sapucaia, 2021.

A Figura 14A mostra a densidade total de flebotomineos coletados ao longo do periodo
nas areas estudadas. Como mostrado, a espécie Ny. whitmani (Figura 14B), Ny. intermedia
(Figura 14C) e Mg. migonei (Figura 14D) foram mais abundantes do que outras espécies
coletadas (Figura 14E). Conforme observado, a densidade de flebotomineos foi maior em

Patrocinio de Caratinga e menor em Caratinga.
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Figura 14: Densidade de flebotomineos coletados na area urbana de Caratinga (zona urbana, U1 — U6) e nos
distritos de Sapucaia (zona de transicdo, T7 — T10) e Patrocinio de Caratinga (zona rural, R1 — R20) no periodo
de 2020 a 2021. Em (A) o total de flebotomineos coletados, (B) o total da espécie Ny. whitmani, (C) o total da

espécie Ny. intermedia, (D) o total da espécie Mg. migonei, (E) o total das outras espécies de flebotomineos
coletadas e (F) o total de pools contendo flebotomineos infectados.
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A avaliacdo da diversidade (H) e similaridade da fauna flebotominica apresentada na
Tabela 11 mostra que uma baixa diversidade de espécies foi encontrada na &rea urbana de
Caratinga, como mostrado pelo alto indice de dominancia (D), enquanto os indices de Simpson
(1-D) e Shannon (H) foram muito baixos. Em cada ponto de coleta realizado no municipio de
Caratinga, a riqueza (S) variou de 2 a 10 espécies, sendo os maiores indices de Shannon e
Simpson de 1,318 e 0,702 respectivamente. Na area urbana de Caratinga, os indices de
diversidade H e 1-D foram menores do que nas outras localidades. Conforme observado, os
distritos de Sapucaia e Patrocinio de Caratinga apresentaram maior riqueza (S) e abundancia
(N), ja adominancia (D) nestas mesmas localidades foi baixa. Os indices de diversidade foram
muito semelhantes entre as areas, e maiores do que no municipio de Caratinga, mas ainda
considerados baixos para o esforco amostral, corroborados pelos indices de Margalef. A
equitabilidade (J) foi alta em Sapucaia, e mediana na cidade de Caratinga e no distrito de

Patrocinio em Caratinga, indicando leve predominancia de algumas especies.

Tabela 11: Andlise da diversidade e similaridade da fauna flebotominica nas areas de coleta no municipio de
Caratinga.

indices ’Caratmga Sapucaia Patrocinio de Caratinga Total
(area urbana)
Riqueza (S) 2 4 10 11
Abundancia (N) 149 432 12462 13043
Dominéncia (D) 0.768 0.298 0.309 0.309
Simpson (1-D) 0.232 0.702 0.691 0.691
Shannon (H) 0.394 1.293 1.318 1.331
Margalef 0.199 0.494 0.954 1.055
Equitabilidade (J) 0.569 0.933 0.572 0.555

O indice Jaccard apresentou baixa similaridade entre as areas avaliadas, sendo 40%
entre todo municipio e o distrito de Sapucaia, e 30% entre Sapucaia e Patrocinio de Caratinga
e apenas 20% entre todo o municipio e Patrocinio de Caratinga. O agrupamento hierarquico
apresentado na Figura 15 mostrou estreita relagdo entre as areas de cada distrito, apontando
para agrupamentos e arranjos distintos de comunidades de espécies vetoras em cada ambiente.
Esta analise também evidenciou a presenca de trés aglomerados, sendo um na area urbana de
Caratinga, zona urbana (vermelho), outro no distrito de Sapucaia, zona de transi¢do (azul), e 0

ultimo na zona rural de Patrocinio de Caratinga (preto).
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Figura 15: Agrupamento hierarquico apresentando a similaridade entre as areas de coleta entomolédgica. Em
vermelho os locais de coleta na zona urbana (U1 — U6), cidade de Caratinga; em preto, a zona rural (R1 — R20),
Corrego Volta Grande, distrito de Patrocinio de Caratinga; e em azul, zona de transi¢do (T7 — T10), distrito de
Sapucaia.

6.4 Estudos moleculares

Para a pesquisa do DNA de Leishmania, as fémeas de flebotomineos foram agrupadas
em "pools" contendo no maximo dez espécimes da mesma espécie, localidade e data de coleta.
Do total de 7.547 fémeas foram obtidos 1.054 pools, sendo 936 na coleta realizada no ano de
2020 e 118 no ano de 2021. A coleta entomoldgica de 2020, no Corrego Volta Grande
apresentou 13 pools (~1,23%) positivos para Leishmania braziliensis pela técnica de PCR
dirigida ao ITS I (Figuras 16 e 17). Deste total, as espécies positivas foram, Ny. whitmani (7),
Ny. intermedia (4) e Mg. migonei (2). Pools positivos foram detectados nos pontos P3 (5), P4
(1), P10 (2), P12 (1), P13 (2), P16 (1) e P20 (1). Nenhum dos 118 pools das amostras
entomoldgicas de 2021, coletados na cidade de Caratinga e na zona de transi¢do do distrito de
Sapucaia foi positivo. Nem todas as areas com alta densidade de flebotomineos apresentaram
alta densidade de infec¢do conforme apresentado na Figura 14F.
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Figura 16: Gel de agarose apresentando a deteccdo de DNA de Leishmania em fémeas de flebotomineos utilizando
aregido intergénica ITS 1. Legenda: PM: peso molecular (100 pb); CP: controle positivo (Leishmania braziliensis);
19 a 35: pools da coleta entomoldgica realizada em janeiro de 2020 no Cérrego Volta Grande, regido do distrito

de Patrocinio de Caratinga e CN: controle negativo (machos da espécie Nyssomyia whitmani).

Figura 17: Gel de agarose apresentando a deteccdo de DNA de Leishmania em fémeas de flebotomineos utilizando
aregido intergénica ITS 1. Legenda: PM: peso molecular (100 pb); CP: controle positivo (Leishmania braziliensis);
202 a 211: pools da coleta entomoldgica, realizada em janeiro de 2020 no Cérrego Volta Grande, regido do distrito

de Patrocinio de Caratinga e CN: controle negativo (machos da espécie Nyssomyia whitmani).
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Durante o periodo de 2020 — 2021 foram realizadas 27 bidpsias humanas no Servico de
Saude de Caratinga. Desse total, 19 homens (~70%) e 8 mulheres (~30%) residentes, segundo
os registros fornecidos, tanto na zona rural quanto na zona urbana do municipio. Em todas as
amostras foi identificada a espécie Leishmania braziliensis pela técnica de PCR dirigida ao ITS
1 (Figura 18).
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Figura 18: Gel de agarose apresentando a deteccio de DNA de Leishmania em amostras humanas, obtidas no

Servigo de Saude de Caratinga. Legenda: PM: peso molecular (100 pb); CP: controle positivo (Leishmania

braziliensis); 1 a 14: amostras provenientes de bidpsias humanas.

Ao longo da pesquisa entomoldgica, 40 das 7.547 fémeas apresentavam sangue na
cavidade intestinal. Os 383pb do gene CytB foram amplificados nestas amostras, pertencentes
as espécies Ny. whitmani (15), Ny. intermedia (14), Mg. migonei (10) e Ev. lenti (1). Todas
essas fémeas alimentadas foram coletadas em Patrocinio de Caratinga. As analises por
sequenciamento identificaram cinco espécies de vertebrados nas amostras (Tabela 12). O Homo
sapiens foi a fonte de sangue mais comum em 16 das 40 amostras analisadas. Ressalto que
apenas Ny. whitmani apresentou a maior diversidade de fontes alimentares, realizando o repasto
sanguineo em todas as cinco espécies de vertebrados identificadas (Homo sapiens, Gallus

gallus, Sus scrofa, Bos taurus e Capra hircus) .
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Tabela 12: Fontes de repasto sanguineo identificadas em fémeas de flebotomineos coletadas no municipio de

Caratinga no periodo de 2020 e 2021.

Query .
Espécies Fonte alimentar Score cover  Valor-e Identidade
total %) (%)
Evandromyia lenti Homo sapiens 468 100 2e-127 94.16
Migonemyia migonei Homo sapiens 431 100 6e-116 90.85
Homo sapiens 573 100 8e-159 99.69
Homo sapiens 466 100 7e-127 95.93
Homo sapiens 383 100 8e-102 87.94
Homo sapiens 500 97 4e-137 94.44
Homo sapiens 567 98 3e-157 99.38
Gallus gallus 513 97 7e-141 95.18
Gallus gallus 512 100 2e-140 96.55
Homo sapiens 573 100 8e-159 99.69
Gallus gallus 532 100 2e-146 99.66
Nyssomyia intermedia Homo sapiens 555 100 3e-153 99.36
Homo sapiens 645 94 6e-156 100.00
Homo sapiens 570 100 le-157 99.69
Sus scrofa 950 100 2e-158 98.49
Sus scrofa 896 100 4e-154 99.06
Bos taurus 572 97 3e-158 98.79
Sus scrofa 833 96 9e-155 99.37
Homo sapiens 444 100 3e-120 91.46
Homo sapiens 571 98 3e-158 99.38
Sus scrofa 778 100 8e-156 99.37
Gallus gallus 567 96 3e-157 100.00
Sus scrofa 535 100 2e-147 98.38
Sus scrofa 575 96 2e-159 99.69
Sus scrofa 349 100 le-91 90.64
Nyssomyia whitmani Sus scrofa 851 100 3e-155 99.68
Gallus gallus 562 97 le-155 99.38
Gallus gallus 428 96 2e-115 89.57
Gallus gallus 524 96 4e-144 96.85
Gallus gallus 535 95 2e-147 97.77
Homo sapiens 536 95 6e-148 99.35
Homo sapiens 542 98 le-149 98.72
Sus scrofa 852 98 8e-150 98.14
Sus scrofa 872 100 2e-137 95.56
Bos taurus 527 95 3e-145 96.88
Capra hircus 687 98 8e-160 99.69
Sus scrofa 824 90 4e-154 99.07
Gallus gallus 478 100 1le-129 96.31
Gallus gallus 559 100 3e-154 99.07
Homo sapiens 581 97 2e-161 100.00

7 DISCUSSAO

O municipio de Caratinga esta incluido em uma das mesorregides mais afetadas pela

LTA no estado de Minas Gerais (Cardoso et al., 2019) sendo tambem uma area onde ha varios

anos sdo relatados casos da doenca. No entanto, ha duas décadas, desde o inicio dos anos 2000,

ndo sdo realizados estudos ecoepidemioldgicos sobre a LTA em Caratinga.
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Estudos anteriores realizados nos estados brasileiros do Parana (Melo, Rossoni,
Teodoro, 2017), Séo Paulo (Fonseca et al., 2014), Amazonas (Oliart-Guzman et al., 2013) e
Minas Gerais (Pinto et al., 2020) mostraram que demograficamente a LTA é uma doenca
predominantemente rural que afeta homens e individuos com baixa escolaridade, perfil este,
confirmado neste estudo. Os resultados apresentados aqui, juntamente com os de Melo et al.,
(2017), mostraram que a forma cutdanea é a mais prevalente (~98%) e o tratamento
medicamentoso a principal medida profilatica de controle.

Foi detectada uma alta frequéncia de casos urbanos, e duas questbes podem ser
consideradas nesse cenario: 1) esses pacientes residem na area urbana e frequentemente se
deslocam para as areas rurais do entorno, e 2) a transmissdo também pode estar ocorrendo na
area urbana. Este segundo ponto foi comprovado em nosso primeiro artigo que mostrou a
transmissédo da infeccdo na area urbana da cidade (Neves et al., 2021). Neste estudo foi realizada
uma analise espacial de uma série historica (2007 — 2018) e foram coletados flebotomineos em
areas da cidade, impactadas pela doenga. Em conclusdo, os casos de LTA sdo cada vez mais
notificados ndo s6 na zona rural, mas também na area urbana do municipio de Caratinga.

As baixas taxas de incidéncia observadas entre o triénio de 2013 — 2015 podem ser
resultado de varios fatores derivados da notificagdo, incluindo a subnotificagdo. Este é um
problema constante ndo apenas no Brasil, mas também em varios outros lugares endémicos,
incluindo Argentina e Coldmbia (Seneviratue, Gunatilake, Silva, 1997; WHO, 2010; Yadon et
al., 2001; Rojas et al., 2002; Desjeux, 2004; Alvar et al., 2012). Observa-se, ap6s 2015, um
aumento na incidéncia de LTA, provavelmente devido a melhora do diagnéstico, aumento da
transmissao da doenca ou ambos os fatores. Isso também confirma achados anteriores em outras
regides endémicas brasileiras (Brito, Dias, Sousa, 2019; Dentoni et al., 2019; Gongcalves et al.,
2020) e pode ser justificado por acbes antropicas, variacbes ambientais, pressdo
socioeconémica e urbanizacdo desordenada.

Durante todo o periodo analisado, ndo houve homogeneidade nas taxas de incidéncia,
havendo uma oscilagdo no numero de casos de LTA. Embora tenham sido observados picos de
casos da doenca nos triénios de 2010 — 2012 e 2016 — 2018, nota-se que nos anos de 2019 e
2020 o numero de casos continuou alto, com queda em 2021. A manutenc¢éo do elevado numero
de casos de LTA nos ultimos trés anos pode ser decorrente do aumento da transmisséo. Porém,
ressalto que a partir de 2019, o servico de referéncia em Leishmaniose na cidade de Caratinga
foi reestruturado com o apoio de nossa equipe. Esse fato pode ter contribuido para o aumento
dos casos notificados da doenca devido a melhoria do diagnostico e acompanhamento continuo

dos pacientes mesmo durante a pandemia de COVID — 19.
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Os distritos de Patrocinio de Caratinga e Sapucaia registraram a maioria dos casos entre
2007 —2018. No ultimo triénio, 2019 — 2021, além dos distritos citados acima, Santa Luzia de
Caratinga também registrou elevado numero de casos de LTA. Foi detectada alta frequéncia de
casos urbanos nos ultimos trés anos quando comparado ao periodo de 2007 — 2018 (Tabela 5).
O aumento de casos na area urbana, bem como a expansdo da area de ocorréncia da doenca,
pode ser decorrente de diversos fatores, como deslocamento de populacfes rurais para areas
urbanas e vice-versa, fluxos migratorios dos reservatorios do parasito e adaptacdo de espécies
vetoras para ambientes modificados. Esta ultima pode ser justificada uma vez que as espécies
transmissoras foram coletadas na &rea urbana. Esses dados reforcam que Sapucaia e Patrocinio
de Caratinga devem passar por uma vigilancia epidemioldgica mais rigorosa, pois nos distritos
rurais esse aumento pode estar relacionado a expansdo agricola e a proximidade com
flebotomineos (Margonari et al., 2012; Teixeira-Neto et al., 2014; Menezes et al., 2015).

A andlise espacial fornece informacGes valiosas para a tomada de decisbes e
desenvolvimento de politicas de saude e prevencdo de doencas (Ayubi et al., 2018; Firouraghi
et al., 2022). As limitacdes deste trabalho, no que diz respeito aos métodos de analise espacial,
sdo o tamanho e o formato do municipio de Caratinga (Figura 1C) e a distancia de alguns
distritos em relacdo a cidade de Caratinga, o que leva alguns pacientes a buscar atendimento
em cidades proximas, limitando ou dificultando o servico de notificacdo e vigilancia
epidemioldgica.

Os mapas de incidéncia acumulada (Figuras 4A e B) mostram que a area urbana de
Caratinga e a zona rural de Patrocinio de Caratinga e Sapucaia foram regides mais acometidas
pela LTA durante a série historica (Neves et al., 2021). Observa-se que a evolugdo da incidéncia
ao longo dos anos pode ser explicada por mudancas na dindmica de transmissao da infeccéo
(Chaves et al., 2008; Karagiannis-Voules et al., 2013). No periodo de 2019 — 2021, os casos de
LTA notificados no municipio de Caratinga apresentaram distribuicdo homogénea, o que
justifica o perfil de distribuicdo apresentado principalmente na Figura 4A. Portanto, vemos
claramente que o municipio de Caratinga possui, além de Patrocinio e Sapucaia, outras areas
onde se justificam medidas de prevencado e controle da doenca.

A técnica de Elipse de Distribuicdo Direcional foi realizada com o objetivo de confirmar
0 padrdo de distribuicdo dos casos de LTA. Essa técnica ajudou a minimizar a falta e/ou as
informacdes imprecisas das fichas de notificacdo que podem surgir, visto que, em varios locais
o Servico de Vigilancia Epidemioldgica é precério ou inexistente (Duncan, White, Mergersen,
2017; Cruz et al., 2022). As elipses nos primeiros quatro triénios, de 2007 — 2018, ndo mudaram

muito, ja a elipse do altimo triénio, 2019 — 2021, (Figura 5A) compreendeu uma area maior.
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Apesar das elipses ndo abrangerem todos os distritos de Caratinga, elas incluiram comunidades
rurais que poderiam ser consideradas regides prioritarias para o controle da doenga no
municipio. Na area urbana de Caratinga (Figura 5B) as elipses mostraram que a maior
densidade populacional e a presenca de vetores podem favorecer a transmissdo e/ou risco de
contrair a doenga.

E importante notar que a area urbana de Caratinga apresentou varios hotspots em todo
0 periodo analisado. No Brasil, a urbanizacdo da leishmaniose visceral, € frequentemente
relatada (Franca-Silva et al., 2003; Barbora et al., 2014; Rocha et al., 2018), onde grandes
cidades se tornaram areas endémicas para Leishmania infantum. Em Caratinga h& registros
desta doenca (Souza et al., 2013). Embora no municipio, segundo dados do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN, 2023) tenham sido notificados quatro casos
de LV entre 2007 — 2021, o baixo numero de casos requer atencdo da Vigilancia Epidemioldgica
uma vez que 0 municipio tem um numero consideravel de cdes soltos e abandonados e
possivelmente o inquérito soroldgico nestes animais e também nos domiciliados ndo é
realizado.

Como mencionamos, a presenca constante de casos urbanos de LTA em Caratinga
merece mais atencao das autoridades publicas. Os moradores podem ter adquirido a doenca ndo
sO na area rural, mas também na area urbana. O hotspot localizado na zona norte da cidade é
bastante urbanizado e préximo a uma pedreira. Ja o hotspot localizado na Regido Sudoeste é
uma area principalmente residencial.

Apds andlise de risco relativo (RR), observa-se que o municipio de Caratinga e o distrito
de Patrocinio de Caratinga representam areas de baixa e alta transmissdo de LTA,
respectivamente. Isso reforca a necessidade de priorizar as medidas de vigilancia e controle da
doenca nessas localidades, principalmente onde se concentra o maior risco (Silva et al., 1999;
Silva, Muniz, 2009; Andrade, Santana, Sacramento, 2014; Buzanovsky et al., 2020).

Os ultimos artigos cientificos publicados sobre a fauna de flebotomineos no municipio
de Caratinga datam da década de 1970 (Dias et al., 1977; Mayrink et al., 1979a). Nesses
estudos, foram realizadas coletas entomoldgicas em outras areas, como o distrito de Sdo Jodo
do Jacutinga, Cdrrego das Palmeiras e Barracdo, esta Gltima area ndo mais pertencente ao
municipio. Aqui, identificamos a fauna de flebotomineos no Corrego Volta Grande, zona rural
de Patrocinio de Caratinga e na area urbana da cidade de Caratinga e distrito de Sapucaia. Todas
as areas de coleta estdo localizadas nos dominios da Mata Atlantica. Com excecdo do centro de
Caratinga (U5), todos os pontos possuem fatores que favorecem a presenca de flebotomineos.

No Corrego Volta Grande, as areas de coleta apresentam caracteristicas rurais com areas de
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mata, pecuéria e lavouras. No distrito de Sapucaia e no municipio de Caratinga, os pontos de
coleta estéo situados na periferia urbana e urbana, respectivamente com a presenga de animais
domeésticos. A perda de diversidade da fauna nos ambientes modificados pode levar ao aumento
da infeccdo em animais domésticos e humanos como consequéncia da diminuicéo do efeito
diluidor (Gil et al., 2010; Neves et al., 2021). Embora estas areas sejam diferentes, todas
merecem vigilancia epidemioldgica ostensiva pelas autoridades de salde locais.

A diversidade de espécies de flebotomineos coletadas, com maior abundancia na area
rural de Patrocinio de Caratinga, mostra a adaptacao desses insetos a diferentes niveis de acéo
antrdpica (Tonelli et al., 2021). Nas areas avaliadas, os casos de LTA e 0s impactos ambientais
tém sido historicamente relacionados a processos de ocupagdo humana a exemplo do
desmatamento, da perda da biodiversidade e da adaptacdo das espécies vetoras a ambientes
antropicos. Nos ambientes urbanos, a presenca de vegetacdo serve como ambiente para
reproducdo e descanso (Neves et al., 2021). As espécies de flebotomineos encontradas
confirmam a capacidade desses insetos de se adaptarem a diversos ambientes diferentes de seus
habitats naturais (Barata et al., 2005; Vieira et al., 2015). A densidade de vetores esta
relacionada a aspectos ambientais favoraveis a proliferacdo destes insetos no ambiente
peridoméstico, como presenca de vegetacdo, raizes, arvores troncos e matéria organica, que séo
possiveis abrigos e criadouros do vetor (Miranda et al., 2002).

Considerando que a area urbana de Caratinga apresenta ndo apenas taxas variaveis de
casos de LTA, mas também uma area de transicéo entre areas urbanas e rurais, a diversidade de
flebotomineos observada neste trabalho corrobora ndo apenas com estudos realizados no
passado (Dias et al., 1977; Mayrink et al., 1979a), mas também com estudos atuais realizados
em diversas areas do estado de Minas Gerais (Régo et al., 2014; Sanguinette et al., 2015).

Conforme observado nos resultados da Tabela 7, as espécies Ny. whitmani, Ny.
intermedia e Mg. migonei foram as mais abundantes, o que é preocupante, indicando que nestas
areas podem ocorrer surtos de leishmaniose. Essas espécies, amplamente distribuidas pela
América do Sul, podem tolerar e superar as mudancas ambientais, principalmente as que sdo
provocadas pela a¢do antropica, adaptando-se para sobreviver em novos nichos ecoldgicos
(Peterson, Shaw, 2003; Ready, 2008). O grande nimero de espécimes coletados pode estar
relacionado ao fato de que as capturas foram feitas no peridomicilio. A abundancia dessas
especies nas areas peridomiciliares pode indicar que a transmisséo de Leishmania braziliensis
ocorre neste ambiente e que os moradores tém o risco de adquirir a infec¢do independentemente

da idade e do sexo. Vale ressaltar que Mg. migonei é um vetor permissivo, sendo capaz de se
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infectar com varias espécies de Leishmania (Guimaraes et al., 2016). Neste estudo, ndo foi
capturada a espécie Lutzomyia longipalpis, principal espécie vetora de L. infantum no Brasil.

Os valores de riqueza e diversidade encontrados (Tabela 11) mostram as diferencas em
cada uma das trés areas de coleta (rural, transicdo e urbana). Essas diferencas possivelmente
estdo relacionadas aos diferentes niveis de conservacdo dos ecétopos estudados, o que pode
afetar a disponibilidade de alimento e abrigo para flebotomineos (Pinto et al., 2010). Nesse
sentido, pode-se observar que a riqueza de espécies de flebotomineos € maior em areas
florestais do que em areas menos arborizadas (Virgens et al., 2008; Pinto et al., 2012). Este fato
esta de acordo com a maior riqueza de flebotomineos observada na &rea rural de Patrocinio de
Caratinga em relagéo ao ambiente urbano e ao distrito de Sapucaia.

E importante destacar que, embora os pontos de coleta no distrito de Sapucaia (T7 — T1)
sejam na area urbana, esses locais ainda apresentam caracteristicas rurais, sendo melhor
classificados como éarea de transicdo. A presenca de galinheiros e hortas préximos ao ambiente
doméstico representa fator de risco para a proliferacio e manutencdo de espécies de
flebotomineos (Galati et al., 2003; Alves et al., 2012). Outro aspecto a destacar € que a
diversidade (H) de insetos na area de transicdo é impactada pela localizacdo desta area entre o
ambiente de mata e 0 ambiente urbano. Este fato provavelmente levou a um maior nimero de
insetos coletados em Sapucaia em comparagdo com a cidade de Caratinga.

A deteccdo e a identificacdo das espécies de flebotomineos infectadas por parasitos do
género Leishmania é essencial para determinar o risco de transmissao aos hospedeiros em uma
determinada localidade. Tal fato possibilita um planejamento adequado das medidas de
prevencao e controle das leishmanioses. VVarios estudos epidemiol6gicos detectaram a presenca
de Leishmania spp. em flebotomineos (Margonari et al., 2010; Lara-Silva et al., 2015; Lana et
al., 2015), onde os resultados desses estudos indicaram uma variacdo na frequéncia da
contaminac&o entre ~0,5% (Pinto et al., 2010) e ~39% (Avila et al., 2018). Os nossos resultados
corroboram com alguns estudos apresentando ~1,23% de infeccdo pela espécie L. braziliensis
no distrito de Patrocinio de Caratinga. Embora parasitos do género Leishmania ndo tenham sido
detectados em amostras coletadas nas areas urbanas de Caratinga e na area de transigdo do
distrito de Sapucaia, a presenca de espécies de flebotomineos comprovadamente transmissoras
de Leishmania braziliensis € um indicativo da possivel transmissdo desse parasito nessas
localidades.

No Brasil, 0 exame parasitologico continua sendo um método de referéncia para o
diagnostico da LTA devido a sua especificidade. Todas as amostras humanas obtidas de casos

suspeitos de LTA foram submetidas e confirmadas por técnica molecular. Em todas as amostras
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foi detectada a espécie L. braziliensis. De acordo com os dados obtidos nos registros fornecidos
pelo Servico de Salde, os casos de LTA sdo provenientes de locais onde a doenca é comum.
Os casos ocorridos em areas rurais estdo correlacionados com areas de mata onde se mantém o
ciclo do parasito, atividade econémica e lazer. A exposic¢do do individuo ao ambiente natural é
um fator importante para a manutengdo da doenga (Melchior, Brilhante, Chiaravalloti-Neto,
2017). A transmissdo em &reas urbanas pode estar relacionada & urbanizacdo de areas rurais
onde ha ciclo do parasito, presenca de vetores, animais reservatorios e variacdo no numero de
individuos suscetiveis (Machado-Coelho et al., 1999).

A demonstracdo e a anélise do sangue ingerido por diferentes espécies de flebotomineos
podem fornecer informagfes importantes para o estudo da infeccdo e transmissdo de
Leishmania. No presente estudo, tal analise foi capaz de identificar cinco espécies de mamiferos
em 40 fémeas de flebotomineos analisadas. Como visto na Tabela 12, estes resultados
mostraram a relacdo entre os vetores e alguns hospedeiros que podem atuar como fonte de
infeccdo para o flebotomineo, o que permite uma melhor compreensdo dos diferentes
componentes do ciclo de transmissdo. Curiosamente, a espécie Homo sapiens foi a principal
fonte de alimento detectada. Trés outros vertebrados identificados sdo animais domésticos
(galinha, boi e cabra) o que pode indicar que os flebotomineos estdo adaptados ao ambiente
peridomestico contribuido assim para a transmisséo nesse ambiente. A Nyssomyia whitmani foi
a espécie que apresentou maior diversidade de fonte alimentar. Algumas espécies de vetores se
alimentam exclusivamente em um vertebrado especifico, enquanto outras se alimentam de
maultiplos hospedeiros, incluindo aqueles conhecidos como reservatdrios do protozoario (Meece
et al., 2005; Oshaghi et al., 2006).

N&do sabemos até que ponto a descontinuidade do Servico de Referéncia pode ter
impactado no aumento do nimero de casos nas Gltimas duas décadas. No entanto, ndo podemos
descartar a possibilidade de que uma grande quantidade de fatores possa estar contribuindo para
isso, incluindo mudancas ambientais, acesso a servicos de saude e falta de conhecimento sobre
a doenga.

No entanto, este estudo demonstrou que é possivel fornecer, retrospectivamente, um
panorama dos padrdes epidemioldgicos do municipio de Caratinga a partir dos dados de
notificacdo, enfatizando a importancia da pesquisa passiva como ferramenta para a gestdo do
Programa de Controle da LTA. Com base no que foi apresentado, Caratinga ainda representa
um local importante para a continuidade de estudos envolvendo a epidemiologia da doenca.
Tais estudos devem ser continuados, ndo s6 para a forma tegumentar, mas também para a forma

visceral.
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A partir dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel, com o interesse da Prefeitura
de Caratinga, a reestruturacdo do Servico de Referéncia, permitindo assim a continuidade do
servico, melhoria na qualidade do atendimento e diagnostico oferecido aos pacientes. Com isso,

as equipes de saude poderdo ser mais atuantes no controle da LTA.

8 CONCLUSOES

Entre o periodo de 2007-2021, os casos de LTA aumentaram ndo sO na area urbana
(Caratinga) como na &rea rural (distritos de Sapucaia e Patrocinio de Caratinga).

As andlises demograficas indicam predominancia dos casos de LTA cutaneos em
individuos com baixa escolaridade e do sexo masculino;

Nas areas mais afetadas pela LTA (Sapucaia e Patrocinio de Caratinga e a area urbana
de Caratinga), os principais vetores capturados foram Ny. whitmani, Ny. intermedia e Mg.
migonei;

Cinco espécies de vertebrados serviram como recurso alimentar para estes insetos
incluindo Bos taurus, Capra hircus, Gallus gallus, Homo sapiens e Sus scrofa;

Em todas as amostras de DNA obtidas de flebotomineos e pacientes a espécie L.
braziliensis foi a Unica encontrada;

Os dados apresentados pelas andlises espaciais e entomoldgicas confirmam a

transmisséo urbana da LTA em Caratinga.
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Abstract

Background

The municipality of Caratinga is an important endemic area for American Tegumentary
Leishmaniasis (ATL) and no epidemiological studies were performed during the past two
decades. Here, we analyzed the epidemiological situation and the geographical distribution
of ATL cases in the municipality of Caratinga from 2007 to 2018 using geographic informa-
tion systems (GIS). Also, we evaluated the impact of several demographic parameters in
ATL distribution and the sand flies incriminated in its transmission.

Methods

All demographic information (gender, age, educational level, clinical form, diagnostic criteria
and case evolution) used in this study was retrieved from the public health archives and con-
firmed in the State Health Services databases. All cases were analyzed using GIS software
based on ATL distribution. Also, non-systematic sand fly collections and molecular detection
of Leishmania were performed in the hotspots.

Results and conclusions

During the period, ATL cases continued and increased especially in the past years (2016—
2018). Hotspots included urban Caratinga areas and the districts of Patrocinio de Caratinga
and Sapucaia. The species Nyssomyia whitmani, Nyssomyia intermedia, Migonemyia migo-
nei and Evandromyia cortelezzii complex were captured. However, ITS1-PCR did not detect
Leishmania DNA in those insects. Based on our analyses, urbanization of ATL in Caratinga
has occurred in the past years. Due to the increase in the number of cases and vectors pres-
ence, it is recommended that health authorities focus on control measures in the most
affected areas (Patrocinio of Caratinga and Sapucaia districts and urban Caratinga).
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Author summary

Leishmaniasis is an important health problem in Latin American countries and world-
wide. In some places, notification is limited and underreported hindering correct assess-
ment of existing data. In Brazil, ATL is mainly caused by Leishmania (Viannia)
braziliensis. It is transmitted by sand fly vectors Nyssomyia whitmani and Nyssomyia inter-
media. ATL comprises different clinical manifestations including cutaneous leishmaniasis,
muco-cutaneous leishmaniasis and atypical leishmaniasis. The objective is to present the
spatial distribution of cases of ATL notified by the Public Health System of Caratinga
between the period of 2007 and 2018. This city is one of the most important endemic
areas in the State of Minas Gerais and compose the panel of knowledge on epidemiologi-
cal aspects of cutaneous leishmaniasis caused by L. braziliensis. This information will be
important for developing strategies for ATL control in the affected areas. There is strong
evidence that supports ATL urbanization in the city of Caratinga and increase of cases in
two rural districts (Sapucaia and Patrocinio de Caratinga).

Introduction

Caratinga is a city located in the Rio Doce Valley in the eastern part of Minas Gerais State, Bra-
zil. It is an urbanized city surrounded by a vast rural area of coffee crops. For this reason, a
high number of ATL cases are reported mainly in rural workers occupationally exposed. Out-
breaks of ATL have been occurred since the 1960s and this phenomenon attracted pioneer
researchers to this endemic area. They were conducted by Dr. Mayrink s group and most of
the knowledge regarding ATL management in Brazil was originated from these studies [1].

Historically, the presence of his group together with the local Health authorities was
responsible for creating a Reference Center on Leishmaniasis in the town. This facility enabled
to diagnose, treat, and follow ATL patients for several decades [2]. Besides, several eco-epide-
miological studies on sand fly vectors, reservoirs and immunotherapy trials were also devel-
oped in the area helping to control the disease [3,4]. Those measures included early diagnosis,
patient treatment and spraying houses with insecticides and successfully controlled ATL in
some areas [5].

Regarding patient management, the reference center of Caratinga was very important for
standardization of Montenegro s skin test that is currently obsolete [4,6,7]. This test was suc-
cessfully employed in field trials for testing a so-called vaccine against the disease. In fact, the
vaccine consisted of a mixture of Leishmania parasite strains/species used as immunotherapy,
a procedure that is no longer available. Most of the patients were still positive after these trials
suggesting long-lasting immune response. In these patients, no ATL episodes were reported in
the following years after the research [8]. Later, those trials were also evaluated in other
endemic areas including the neighboring State of Espirito Santo and the Amazon basin with
successful results [9,10].

Besides the clinical reports in humans, several eco-epidemiological studies were carried out
in Caratinga. At that time, in the 1970s, Leishmania (Viannia) braziliensis was the main ethio-
logical agent of ATL in the region. Interestingly, in some of these strains was detected the pres-
ence of LRV1 virus [11], known to increase the severity of the disease [12]. Later, two
Leishmania major strains were identified among the parasites isolated from patients. This find-
ing was very surprising since this species is commonly found in the Old World and was iso-
lated from rural workers that had never left the region [13]. It is still unknown how L. major
was introduced in the area and the vector incriminated in its transmission. A sand fly survey
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performed in the rural areas detected the presence of Nyssomyia whitmani and Migonemyia
migonei [1]. Although the latter is a permissive vector, its role in the transmission of L. major
is yetto be determined [14,15]. Regarding reservoirs, the presence of Leishmania parasites was
found in dogs but not in wild rodents [3]. This is expected since in wild reservoirs the parasite-
mia is very low and at that time sensitive molecular techniques were not available [16,17]. Alto-
gether, the above-mentioned studies were very important to understand several
epidemiological aspects of ATL in the New World. This knowledge was applied to other
regions and perhaps countries in Latin America. Unfortunately, in the early 2000s, the Refer-
ence Center of Leishmaniasis in Caratinga was closed and ATL studies ceased. The patients
continued to be referred to the city public health system. However, an important gap remains
in the past two decades since no information on the disease dynamics was reported.

Since the 1990s, geographic information systems (GIS) and special analysis methods have
become valuable tools for epidemiological studies in the health field not only in infectious but
also in non-infectious diseases [18-21]. Those analyses may help local governments to formu-
late health policies and monitor affected areas of a given disease [22-27]. In the case of Leish-
maniasis, those tools have been used in the last decade for visceral and cutaneous
leishmaniasis [28,29]. Due to its occupational and environmental features ATL spatial studies
have been reported in Latin America showing specific differences according to the country
[30]. In general, ATL transmission is affected by several factors including environmental deg-
radation, work activities, vector proliferation and proximity to water collections [31].
Although most studies have shown a correlation between gender and occupational exposure
in several countries [30, 32], this feature may not be clear in others [30]. Although ATL may be
related to forested areas, GIS have found potential peridomiciliary and urban areas of trans-
mission in Northern Argentina [32,33]. In Brazil, although most of the ATL cases occurs in
the Amazon region, the epidemiological scenarios vary largely in the country. In the Northern
state of Para, the main risk factors associated with ATL transmission were deforestation and
sand fly proliferation [27]. In Acre state, the pattern of transmission varies within the state
[34]. In some areas occurs intra/peridomiciliary transmission whereas in others it has a forest/
sylvatic cycle. In the southeast state of Sao Paulo, several studies have been carried out in dif-
ferent cities including Teodoro Sampaio, Bauru and Campinas [23,25,29]. Depending on the
city, peridomiciliary/urban transmission and/or sylvatic transmission may be observed. This
analysis has not been performed in the city of Caratinga, one of the high priority municipalities
in Minas Gerais state [35].

Minas Gerais is one of the Brazilian states with higher transmission rates in the country. In
2015, an ecological accident in a mining area resulted in huge contamination of Doce river,
the major water supply in the area. This event resulted in serious environmental and economic
damage to the local population [36,37]. However, its impact on vector-borne diseases such as
leishmaniasis is still uncertain. Recently, two studies have demonstrated that five mesoregions
including the North and River Doce Valley, where Caratinga is located are the most seriously
affected by ATL [35,38]. These studies showed that several areas in the state of Minas Gerais
exhibit a moderate to high risk of transmission in peri-urban areas as a result of ecological fea-
tures and vector diversity. In this region, the most vulnerable populations included children,
pregnant women and indigenous. However, no information on ATL cases and their special
distribution have been reported in the past twenty years in the region of Caratinga.

As a wider study on ATL epidemiology in Minas Gerais, this study aimed to analyze the
spatial distribution of this disease from 2007 to 2018, sand fly presence and Leishmania infec-
tion. This information may elucidate the current status of its transmission and help the health
authorities to monitor and prevent further ATL outbreaks in the municipality of Caratinga,
Minas Gerais, Brazil.
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Materials and methods
Ethical statement

This Project was approved by the Brazilian Ethical Committee of Research (CEP) under the
license #3.997.721.

Study area

The study was carried out in the municipality of Caratinga (19°47°25"S and 42°8'21"W),
located in the Rio Doce Valley and belongs to the metropolitan region of Steel Valley, located
about 310 km east of the capital Belo Horizonte in the state of Minas Gerais, Brazil. The
municipality has a tropical climate and occupies an area of 1,258.479 km?, of which 15.9 km*
are in an urban area, and its population in 2020 was 93,603 inhabitants. In the Gross Domestic
Product (US$ 3,410.74), the areas of industry and service provision stand out, however agricul-
ture and livestock also represent a relevant participation, especially with coffee production.
Caratinga metro area includes ten districts: Cordeiro de Minas, Dom Lara, Dom Modesto,
Patrocinio de Caratinga, Santa Efigénia de Caratinga, Santa Luzia de Caratinga, Santo Antonio
do Manhuagu, Sapucaia, Sao Candido and Sao Jodo Jacutinga (Fig 1).

Data collection and spatial analysis

First, the number of ATL cases (2007-2018) was evaluated based on the data from the munici-
pal health service. Identification of patients was kept confidential. Demographic information
including gender, age, educational level, clinical form, diagnostic criteria and case evolution
were assessed. Then, to analyze their spatial distribution they were grouped into 4 three-year
intervals (2007-2009; 2010-2012; 2013-2015 and 2016-2018). These intervals minimize the
ATL fluctuations occurring each year as reported elsewhere [35].

Bayesian analysis. The incidence rates were re-estimated for each of the geographic ana-
Iytical units and for each three-year period, using Bayesian empirical spatial smoothing. After
calculating the incidence rate, the accumulated smoothed incidence rate (three-year period)
(Bayesian spatial smoothing) was calculated for each demographic sector. A first-order adja-
cency matrix was created, and the smoothing was performed to reduce random fluctuation.
This facilitates the subsequent analysis of spatial data, since areas with small populations and
few cases may imply great variation in their rates [35]. This analysis used GeoDa software ver-
sion 1.14 (ASU, GeoDa Center for Geospatial Analysis and Computation, Arizona, USA).

Directional Distribution Ellipses provides a spatial distribution of events in two direc-
tions: cluster identification and orientation. The largest axis defines the direction of maximum
distribution dispersion, while the smallest is perpendicular to the previous axis and defines the
minimum dispersion [39]. The application of directional distribution was employed using the
Q GIS Software version 3.4.14 ‘Madeira’.

Kernel Density Maps were used to identify the level of clusters, hotspots, of the ATL cases.
Each observation is weighted according to a central distance. This creates a continuous surface
that represents where the densities are located [40]. QGIS software version 3.4.14 ‘Madeira’
was used for determining Kernel density maps using an influence radius of 600m.

Scanning analysis of space-time clusters. This analysis was performed by gradually scan-
ning information in space and time, indicating the number of events observed and expected
within each unit of analysis [41,42]. To identify spatio-temporal clusters, scanning statistics
were applied, using the SaTScan 9.4.4 software [42].

The identification of spatio-temporal clusters was made using the Poisson discrete model
[42,43]. The spatio-temporal scanning techniques were configured to detect clusters of high
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Fig 1. Location of the municipality of Caratinga and their districts in the state of Minas Gerais, Brazil (wwiw.ibge.gov.br).
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.001

and low risk for the transmission of ATL. The significance test of the identified clusters was
based on the comparison of a null distribution obtained by Monte Carlo simulation [41,42]
and relative risks (RR) of each cluster were determined.

Spatial regression. Ordinary Least Square (OLS) model, a global spatial analytical method
was performed [44]. Population, garbage dumped in wasteland, income up to % minimum
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wage, afforestation in the streets and residence without sewage collection were included as
explanatory variables. This analysis generates the Akaike Information Criterion (AIC). Those
data for each census sector was obtained from the Brazilian Institute of Geography and Statis-
tics (IBGE) until 2010 [45].

Sand fly captures. Sand fly captures were authorized by Ministry of Environment of Bra-
zil (protocol # 15237-2). Based on the previous results, sand flies were captured in the most
affected areas for ATL. Two captures (July and September 2020) were performed in four
neighborhoods of Caratinga (Anapolis, Esplanada, Downtown and Limoeiro) and in the rural
areas (Patrocinio de Caratinga and Sapucaia). The captures were performed using HP traps
[46] for two nights. Captured insects were conditioned in a 50mL Falcon Tube containing
glycerin alcohol prior to taxonomic identification.

Leishmania detection. After sex screening, females were subjected to DNA extraction for
Leishmania detection using PCR amplification of Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) [47]. In
all reactions, a negative control (sterile water as template), positive control with 20 nanograms
of DNA extracted from reference strains of L. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), L. guyanensis (MHOM/BR/75/
M4147) and L. major (MHOM/IL/81/Friedlin), were used. Positive samples were submitted to
digestion by the restriction enzyme Haelll to identify Leishmania species [48].

Results

Notification records (319) were retrieved from the Caratinga Health Service from January
2007 to December 2018. Males (57.37%) represented the majority of the ATL cases followed by
females (42.63%) (183 versus 136). Age averages were 33.26 +19.87 and 35.19 + 19.87 for men
and women, respectively. Most of the individuals analyzed (79.94%) had a low level of educa-
tion. Localized cutaneous lesions were the most prevalent form of the disease (97.49%). ATL
cases (84.01%) were concentrated in the countryside and 94.04% have evolved to cure after
Glucantime therapy (Table 1).

ATL cases peaked between 2009-2011 and increased after 2015 (Fig 2). All cases (100%)
were notified as being from Caratinga. However, in some records (101) this information was
not assessed. During the years 2010 and 2018, the highest ATL numbers were recorded. Con-
sistent with this information the total incidence rates per 10,000 inhabitants also followed this
pattern, ranging from 0.72 in 2007 to 6.57 in 2010, year with the highest incidence. The average
incidence in the municipality of Caratinga was 3.01 (Table 2). The district of Patrocinio de
Caratinga contributed with 45.77% of the cases. The other districts contributed with a smaller
number of cases, with eight cases in Dom Modesto (2.51%), four cases in Cordeiro de Minas
and Dom Lara (1.25%) and two cases in Sio Candido (0.63%) (Table 3).

In general, after Bayesian analysis (Fig 3)., the smoothed incidence was lower in the 2007-2009
period compared to the others. During this time, no incidence above 100/10,000 inhabitants was
detected and ATL cases were absent in some districts including Cordeiro de Minas and Sao Can-
dido. In the subsequent periods, this incidence increased above 100/10,000 inhabitants including
the urban area of Caratinga (2010-2012) and the rural areas of Patrocinio de Caratinga (2010-
2018), Santo Antonio do Manhuagu (2010-2012; 2016-2018) and Sapucaia (2016-2018). When
the same analysis was applied to the urban area of Caratinga we also detected an increase in the
incidence in the northeast part of the city (2010-2012) and in the southwest (2013-2018) (Fig 4).

In general, directional distribution ellipses showed that the spatial distribution of ATL cases
in Caratinga remained unchanged between 2007-2018. In the first three years (2007-2009),
the ellipse comprised cases located in the rural areas. After 2010, the ellipses shift towards
urban areas of the municipality (Fig 5).
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Table 1. Demographic and clinical features of ATL cases in the municipality of Caratinga (2007-2018).

Feature n (%) %
Gender

Male 183 57.37
Female 136 42.63
Age group (years) by gender _ Male | Female

<1 | 1(0.55) 0(0) 031
1-10 18 (9.84) | 19(13.97) 11.60
11-20 46 (25.14) 19 (13.97) 20.38
21-30 27 (14.75) 18 (13.24) 14.11
31-40 25 (13.66) 28 (20.59) 16.61
41-50 22(12.02) 23(16.91) 14.11
51-60 23 (12.57) 11 (8.09) 10.66
61-70 14 (7.65) 12(882) 8.15
71-80 7(3.83) 3(221) 313
>81 0(0) 3(221) 0.94
Education level |

Nlliterate 8 2.51
lnéomplele elementary school pYe 76.18
Complete primary education 4 1.25
High school 2 0.63
No school age 19 5.96
Uninformed 31 9.72
Ignored 12 3.76
Clinical form

Ci 311 97.49
Mucoc 8 2.51
Case outcome |

Clinical cure 300 94.04
Abandonment treatment 7 219
Death of other cause 1 0.31
Transferred | 1 0.31
Notinformed 10 3.13
Area of notification

Urban 42 13.17
Periurban 9 2.82
Rural 268 84.01

hitps://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.t001

Kernel density maps detected several hotspots including the district of Patrocinio de Cara-
tinga (all years), the urban area of Caratinga city (all years) and the district of Sapucaia (2007-
2009, 2010-2012 and 2016-2018) (Fig 6A-6D). To confirm if the human cases were occurring
in the urban area, we repeated the analysis excluding all records whose exact addresses were
missing. This selection enabled the analysis of 39 cases (Fig 7). Although some cases were
observed between 2007 and 2009, after 2010, an increase in the hotspots was detected in the
central and southwest parts of the city.

To refine our previous findings and determine the spatial relative risk (RR), we performed
cluster scan analysis including other variables. This analysis identified two areas (low and
high) risk for ATL transmission (Fig 8). The low-risk cluster was the urban part of Caratinga,
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Fig 2. Distribution of ATL cases in the city of Caratinga and in the district of Patrocinio de Caratinga.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.9002

with a relative risk (RR) of 0.1 in the period from 2011 to 2016. The high-risk cluster encom-
passed the rural area, this cluster had a RR 0f 27.6 in the period from 2013 to 2018 (Fig 8).

To detect if demographic aspects of the region could affect the spatial distribution of the
cases, a regression analysis (OLS) was performed in the entire study area. The variables income
of up to halfa minimum wage and garbage dumped in vacant lots affected ATL incidence
(P<0.05) (Table 4). In the urban area, trees in the street were the only variable affecting ATL
incidence (P <0.05) (Table 5).

To investigate the presence of sand flies and perhaps, Leishmania infection, a total of 113
insects were captured from July to September. Fifty-nine females (52.21%) and 54 males

Table 2. Number of cases, population and incidence of ATL cases in the municipality of Caratinga (2007-2018).

Year n Population Incidence
2007 6 83,363 0.72
2008 19 84,825 224
2009 18| 85,469 211
2010 56 §5,239 657
2011 0 85,811 454
2012 7| 86,364 031
2013 12| §9,578 1.34
2014 9 90,192 1.00
215 % 90,782 286
2016 41| 91,342 449
2017 39| 91,841 425
2018 4| 91,503 5.14
Total 319 Average 3.01
“Per 10,000 inhabitants

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.002
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Table 3. Number of ATL cases by city/district during the period from 2007 to 2018,

City/district | n %
Caratinga | 63| 19.75
Cordeiro de minas Il 4] 1.25
Dom Lara | 4| 1.25
Dom Modesto 1 8] 251
Patrocinio de Caratinga 146 45.77
Santa Efigénia 18 5.64
Santa Luzia 11 345
Santo Antonio do Manhuagu 19 5.96
Sio Candido 2 0.63
Sdo Jodo do Jacutinga 15 4.70
Sapucaia 29 9.09

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.003

(47.79%) were identified belonging to four species: Ny. intermedia (13.27%), Ny. whitmani
(82.30%), Evandromyia complex cortelezzii (1.77%) and Mi. migonei (2.65%) (Table 6). None
of the 59 captured females tested positive for the presence of Leishmania DNA.

2007-2009 2010-2012

Incidence rates per
10,000 inhabitants
[10.00
[70.0-5.0
[15.0-10.0

[ 10.0-30.0
I 30.0-100.0
Il 100.0 - 920.0

Fig 3. Smoothed Accumulated Incidence, per 10,000 inhabitants, of ATL cases belonging to the municipality of Caratinga (www.ibge.gov.br).
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.9003
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Fig 4. Smoothed Accumulated Incidence, per 10,000 inhabitants, of ATL cases belonging to the urban area of Caratinga (www.ibge.gov.br).

https:/doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.9004

Discussion

The municipality of Caratinga is included in one of the mesoregions most affected by ATL in

the state of Minas Gerais [35]. Previous reports in the Brazilian states of Parana [24], Sao Paulo

[29], Amazonas [49] and Minas Gerais [38] showed that demographically ATL is primarily a
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Fig 5. Ellipse showing the distribution of cases of ATL over a period of three years during the period 2007-2018 (www.ibge.gov.br).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.9005

rural disease affecting males and low educated individuals, a profile confirmed by our demo-
graphic analysis. Our results, together with those of Melo etal., 2017 [24], showed that the
cutaneous leishmaniases is the most prevalent form (~98%) and chemotherapy is the main
prophylactic control measure. It is interesting to notice that despite the fact that most cases are
from rural origin, a considerable number of cases were notified as urban based on Bayesian
and Kernel analysis. Most of the rural cases were found mainly in the districts of Patrocinio de
Caratinga and Sapucaia. However, a high frequency of urban cases was detected, and two rea-
sons may be considered in this scenario: 1) those patients live in the urban area and frequently
travel to the surrounding rural areas, a common situation since it is very usual to have a cabin
in the countryside and, 2) transmission could also be occurring in the urban area. There was
no homogeneity in the incidence rates in the evaluated period. The low incidence rates
observed between those peaks could be a result of several notification-derived factors including
underreporting. This is a constant issue not only in Brazil, but also in several other endemic
places including Argentina and Colombia [50-55]. After 2015, an increase in the ATL inci-
dence was noticed, probably due to diagnosis improvement, disease transmission increase or
both. This also confirms previous findings in other Brazilian endemic regions [56-58] and
could be justified by anthropic actions, socioeconomic pressure, and disordered urbanization.
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Fig 6. Kernel density of ATL cases in the municipality of Caratinga (www.ibge.gov.br).

https://doi.org/40.1371/journal prtc.0009429.9006

These phenomena may contribute to sand fly distribution and, consequently for ATL trans-
mission. However, it is very clear a shift in the distribution of cases caused by an increase in
the number of ATL cases in Sapucaia especially between 2016-2018. Those data reinforce that
together with Patrocinio de Caratinga, Sapucaia must undergo stricter surveillance since in
rural districts, this increase may be related to agricultural expansion and proximity to sand
flies [59-61].

It is important to notice that the urban area of Caratinga has always shown hotspots in the
entire period. In Brazil, urbanization is often reported for visceral leishmaniasis, where major
cities have become endemic areas for Leishmania infantum [28,62,63]. As we mentioned
before, the constant presence of urban cases in Caratinga deserves more attention and may
indicate recent urbanization of ATL. The residents may have acquired the disease not only in
the countryside but also in the city. The hotspot located in the north part of the city is very
urbanized and close to a quarry. The hotspot located in the southwest is primarily a residential
area. After relative risk (RR) analysis, the city of Caratinga and district of Patrocinio de Cara-
tinga represents low and high areas for ATL transmission, respectively. This reinforces the
need to prioritize ATL surveillance and control measures in these locations, especially where
the highest risk is concentrated [64-67].

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.
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Fig 7. Kernel density of cases of ATL in the city of Caratinga (www.ibge.gov.br).
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.9007

After OLS analysis, 56% of ATL cases in Caratinga can be explained by income and waste
disposal in vacant lots. Our results suggest that ATL is related to poverty and lack of basic sani-
tation conditions in the entire municipality of Caratinga. In the urban area, 5% of ATL cases
can be explained by the presence of trees in the streets of the residences. Although only 5% of
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Fig 8. Relative risk of ATL cases reported in the city of Caratinga and in the district of Patrocinio de Caratinga (wwyw.ibge.gov.br).
https:/doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.9008

cases in the urban area can be explained by our spatial regression model, the presence of trees
on the sidewalk showed statistical significance, which may indicate in neighborhoods with
trees may have a higher incidence of ATL in the urban area. This same variable was not

Table 4. Ordinary Least Squares (OLS) Regression of leishmaniasis incidence rates by census sector in Caratinga area (all districts).

Variables Coefficient t-Statistic P Log likelihood AIC
Constant -42.7349 -2.6108 0.010 -837,871 1,685.74
Waste disposal on vacant lots 8.5288 8.8905 0.001
Income up to % mini wage 1.2428 4.4292 0.001
Trees in the street 0.2255 14531 0.148
Residence without sewage collection 0.1717 1.0597 0.291
R2 adjusted p-Value
F-statistic
0.561 p=001

* Akaike information criterion.

https:/doi.0rg/10.1371/journal pntd.0009429.1004
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Table 5. Ordinary Least Squares (OLS) Regression of leishmaniasis incidence rates in the urban area of Caratinga.
Variables Coefficient t-Statistic| P Log likelihood | AIC
Constant 2.3781 0,4093 | 0.68321 -420,365 | 850,739
Waste digppsal on vacant lots -0.1780 | -0,1026 | 0.9184 [
Income up to Y2 minimum wage 0.0566 2,0549 | 0.62 )
Trees in street 0.1095 | 20549 | 0042]
Residence without sewage collection 0.0931 1,4009 0.164
R2 adjusted p-Value
F-statistic
0.052098 p=0.01

* Akaike information criterion.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.1005

statistically significant when comparing the entire municipality. The comprehension of such
factors may be useful to explain the transmission patterns of ATL in countryside municipali-
ties and their understanding could be helpful for the improvement of public policies regarding
disease control. However, it is worth mentioning that the data used to make such analysed
were obtained from the demographic census of the IBGE [45], carried out in 2010, which
implies the difficulty of relating other variables to the real situation of ATL in the municipality.

This study identified the phlebotomine sand fly fauna in the urban areas of the city of Cara-
tinga and the districts of Patrocinio de Caratinga and Sapucaia. In the municipality of Cara-
tinga, and in the other areas assessed, ATL cases and environmental impacts have historically
been related to human occupation processes. The presence of the phlebotomine sand flies spe-
cies found confirms the ability of these insects to adapt to environments different from their
natural habitats [68,69]. It is important to relate the vector density to environmental aspects
favorable to peridomestic sand flies, such as the presence of vegetation, roots, tree trunks and
organic material, which are the possible shelters and breeding sites [70].

In the locations where the samples were collected, except for the center of Caratinga, there
are mainly simple households, with poor basic sanitation and a large population of domestic
animals. These conditions were more evident in Patrocinio de Caratinga and Sapucaia, where
ahigh frequency of sand flies captured was found compared to some neighborhoods in Cara-
tinga. In these neighborhoods, families kept different types of livestock outside the home as a
means of subsistence. It is known that these factors associated with the low economic condi-
tion of residents contribute considerably to the transmission of ATL [71]. Here, a total of 113

Table 6. Sandflies collected by sex and location in the urban area of Caratinga, Patrocinio de Caratinga and Sapucaia in July and September 2020.

Species Caratinga Patrocinio = Sapucaia Total (%)
Car:;nga
Anapolis | Esplanada Downtown Limoeiro Center Center
Q| d|]|F[]|d|Q|d|2]|d || Q d
Evand i pl ! 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2 (100) 0(0.00) 2(1.77)
Migonemyia migonei 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 2(66.67) 1(33.33) 3(2.65)
Nyssomyia intermedia 11 102,000 0/ 0 3 4 1 2 6(4000) | 9(6000) | 15(1327)
Nyssomyia whitmani 8 9 14 10 0 0 7 7 8 9 12 9 49(52.69) | 44 (47.31) 93(82.30)
Total (%) 9 10 15 12 0 0 7 7 12 13 16 12 59 (52.21) 54 (47.79) 113 (100)
19(1681) | 27(23.89) | 0(0.00) | 14(1239) | 25(22.12) | 28(24.78) 113 (100)

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009429.1006
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sand flies were captured and the most abundant species found was Ny. whitmani (82.30%), a
proven vector of L. braziliensis. In some regions of Brazil this species is not yet urbanized or is
in the process of urbanization, while in other regions the species is well adapted to the urban
environment, as reported elsewhere [72]. The identification of the natural infection rates of
sand flies by Leishmania is essential to determine the risk of infection for the hosts of an area,
allowing adequate planning in the prevention and control of ATL. The finding of this species
in all three areas with ATL patients led us to perform molecular prospection of Leishmania
parasites in those sand fly vectors. Several epidemiological studies have assessed Leishmania
infection in sand flies [73-77]. In those studies, the frequency of infection ranged from 0.4%
[76] to 39.6% [78]. Here, different from those studies, we did not detect infection by Leish-
mania species, and this may be a result of the low number of collected insects since natural
infection is expected to be very scarce [76]. However, since our captures occurred in urban
areas closely related to human ATL cases, the presence of proven vectors is a strong indication
of disease transmission in Caratinga, Patrocinio de Caratinga and Sapucaia districts [79-81].

The analyses performed in this study to investigate the spatial and temporal distribution of
ATL in Caratinga must be interpreted considering the possible limitations imposed using data
collected under passive surveillance. Spatial analysis was carried out based on secondary data,
leading to studies of epidemiological factors that may present bias. It is known that an impor-
tant bias that occurs in this type of study is underreporting, potentially due to diagnostic
errors, inadequate medical records, failure of the sick person to seek medical attention or even
adeficiency in the local surveillance system. The use of other variables such as demographic
data associated with secondary data can minimize or eliminate bias in underreporting.

We do not know in which extent the discontinuity of the reference center services could
have impacted the increase in the number of cases in the past two decades. However, we could
not discharge the possibility that a myriad of factors may be contributing for this including
environmental changes, access to health services and lack of knowledge on leishmaniasis.
However, this study demonstrated that it is possible to provide, in retrospect, an overview of
epidemiological patterns in the municipality using notification data, emphasizing the impor-
tance of passive research as a tool for the management of the ATL control program.

This is a multidisciplinary study using either GIS and sand fly assessment in the municipal-
ity of Caratinga. In conclusion, ATL cases are increasingly reported during the surveyed period
not only in the rural (Sapucaia and Patrocinio de Caratinga districts) but also in two urbanized
areas of Caratinga. Although we could not detect Leishmania in the sand flies, the presence of
four proven ATL vectors overlapping with human cases strongly suggests that those areas are
at risk of transmission and should undergo surveillance by the health authorities. Altogether
those data confirmed the urbanization of ATL in Caratinga.
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Abstract. We used spatial analysis tools to examine the epidemiological situation and
spatial distribution of American Tegumentary Leishmaniasis in the municipality of Caratinga
between 2007-2021. In addition, potential sand fly vectors were captured. All information used
in this study was retrieved from public health archives and confirmed in the State Health
Services databases. All cases were analyzed using Geographic Information Systems software.
In addition, sand fly collections and molecular detection of Leishmania were carried out in areas
with the highest number of cases. During the analyzed period, ATL cases increased and
remained high in the last years. The hotspots included urban areas of Caratinga city and the
districts of Patrocinio of Caratinga and Sapucaia. The species Nyssomyia whitmani, Nyssomyia
intermedia and Migonemyia migonei were the most abundant species and the ITS1-PCR
technique detected Leishmania DNA in these species. Based on our analyses, the urbanization
of ATL in Caratinga has taken place in recent years. Due to the increase in the number of human
cases and the presence of vectors, it is recommended that health authorities focus on control

measures in hotspots.

Cutaneous Leishmaniasis; Spatial Analyses; urbanization, Leishmania braziliensis;
Psychodidae.
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INTRODUCTION

Visceral (VL) and tegumentary Leishmaniasis are considered reemerging diseases
depending on the epidemiological scenarios.! They are an important public health problem and
a challenge for health services in endemic regions worldwide. In Brazil, a wide spectrum of
epidemiological aspects, clinical manifestations and severity are a challenge for treatment and
control.2 Environmental changes also have an impact in disease transmission affecting the
relationship between exposed populations and ecological features.? In this context, American
Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an example of zoonoses related to land use and
biodiversity management and often related to occupational exposure.* During the last decades
the phenomenon of VL urbanization has been increasingly reported in several cities of the
world, especially in Brazil >¢7-8210 This is a result of the adaptation of the main vector
Lutzomyia longipalpis in the urban areas.!!:!>2 However, the epidemiological aspects of ATL
transmission are much more complex depending on the Leishmania species, vectors’
adaptability, and ecological situations. Although most studies have shown a correlation between
gender and occupational exposure in several countries,!>!* this characteristic may not be clear
in others.13

The municipality of Caratinga, located in Vale do Rio Doce, east of the State of Minas
Gerais, Brazil, is a municipality with urban characteristics surrounded by a vast rural area of
coffee cultivation. For this reason, a high number of ATL cases are reported mainly in
occupationally exposed rural workers. The main species captured in these endemic areas are
the proven vectors for ATL represented by Nyssomyia whitmani and Migonemyia migonei. This
region is an important ATL focus in Brazil comprising one of the five microregions affected in
the Minas Gerais state.!>!¢ Studies published in the 1970s!7!% and in 2021'° show that the

municipality is an important place of rural transmission, even with the occurrence of urban
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cases of ATL by Leishmania braziliensis. This finding is of epidemiological relevance since
the urbanization of ATL is less common than VL.

Before 2018, analyzes showed the presence of hotspots of human cases in the northern and
southwestern parts of Caratinga city. An entomological survey found proven ATL vectors,
whose presence was associated with side-walk trees and vacant lots.'® In general, ATL
transmission is affected by environmental degradation, work activities, vector proliferation and
proximity to water bodies. Although human cases were evident, no sand flies infected by
Leishmania were found.!*2°

To confirm our previous observations on ATL urbanization in Caratinga after 2018 we
followed this area from 2019 to 2021 using Geographic Information Systems (GIS) approaches
and spatial analysis methods. These tools are very helpful and were already carried out in
several countries in Latin America and Amazon region. 131421 Additionally, we provide a
systematic sand fly collection between 2020-2021 in the urban and rural areas of the
municipality with molecular detection of Leishmania. Our objective was to ascertain the level
of urbanization and rural expansion of ATL in the last fifteen years.

MATERIALS AND METHODS

Study area. The study was carried out in the municipality of Caratinga (19° 47' 25" S and
42°8'21" W), Minas Gerais State, Brazil. The municipality occupies an area of 1,258.479 km?,
with 15.9 km? of urban perimeter, with an estimated population in 2021, according to data from
the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) of 93,124 inhabitants and a
population density of the last census of 67,72 inhabitants’km?> (IBGE, 2022). In the Gross
Domestic Product (USS 3,743.27), the areas of industry and services stand out, but agriculture
and livestock also represent a relevant participation, mainly with the production of coffee.

Caratinga comprises ten districts including: Cordeiro de Minas, Dom Lara, Dom Modesto,
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Patrocinio de Caratinga, Santa Efigénia de Caratinga, Santa Luzia de Caratinga, Santo Antonio
do Manhuagu, Sapucaia, Sdo Candido and Sao Joao Jacutinga (Figure 1).2

Ethical aspects, data collection and spatial analysis. The collection of biological samples
in individuals was performed under the approval of Research Ethics Committee of the René
Rachou Institute — Fiocruz Minas (#3.997.721). Identification of patients was kept confidential,
and no specific ethical considerations were required. Two types of analysis were performed.
First, the number of ATL cases was evaluated based on the data from the State Health
Department from January 2019 to December 2021. Second, those data were subjected to spatial
analysis in comparison to those between 2007-2018.1°

Strategy for data analysis. Data were analyzed using the same methodology as reported
elsewhere!® with modifications. Briefly, Bayesian analysis was used to estimate incidence rates
for each three-year period using Bayesian Empirical Spatial.!® This analysis used GeoDa
software version 1.14 (ASU, GeoDa Center for Geospatial Analysis and Computation, Arizona,
USA). Standard Deviational Ellipses were used to synthesize the characteristics of the
geographic features (urban and rural) allowing directional trends of the ATL epidemic sectors
clusters by triennium.?2* To identify hot areas for ATL, Kemel density spatial analysis tool
was used to calculate the magnitude and adjust the distribution and abundance of ATL cases.
The density of the maps of the trienniums were standardized in categories. Areas with density
greater than zero (>0) were successively overlapped to assess the development of the affected
area and the number of positive trienniums in it. ArcMap 10.6.12° was used for determining
Standard Deviational Ellipses and Kernel density. Finally, the relative risk (RR) technique was
used, spatio-temporal scanning techniques configured to detect areas of high and low risk for
ATL transmission. For this technique, the SaTScan 9.4.4 software was used.?¢

Sand fly captures. Entomological collections were performed in the municipality of

Caratinga (Figure 2a), under a permanent license for the collection of zoological material
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(SISBio #15237-2). Captures with HP light traps®” occurred during in the years 2020 and 2021
during the months of January, March, May, July, September and November. In 2020, 20
collection points (P1-P20) were selected in the Corrego Volta Grande area in the Patrocinio de
Caratinga district (Figure 2b). In 2021, a total of ten sampling points were selected, six (Ul-
U6) in the urban area of Caratinga: Anapolis and Esplanada neighborhoods (two traps each),
Centro and Limoeiro (one trap each) (Figure 2c), and four sampling points in the transitional
area of the district of Sapucaia (T1-T4) (Figure 2d). These areas were chosen based on the
highest number of reported cases of ATL. The insects were stored in glycerin alcohol before
identification and molecular approaches.

Diversity, similarity, and hotspot assessment. To evaluate sand fly fauna, species
diversity indices were calculated for each point and for each district. Those included: taxa
richness (S), individual abundance (N), dominance (D), Simpson (1-D), Shannon-Weiner (H),
equitability (J) and Margalef. H and 1-D index were compared between pairs of districts with
the t test for Diversity. The similarity between the districts was evaluated using the Jaccard
Index,”® and the similarity between the sampling points was evaluated using the hierarchical
clustering for the same index. To calculate the magnitude and adjust the distribution and
abundance of ATL cases, vectors, and infected pools of ten insects were subjected to Kernel
analysis as reported above.

Vectors and factors associated with human cases. The probability associated with the
occurrence of ATL cases (2007-2021) was estimated in relation to vector collections between
2020-2021. Although data on sand fly collection before 2020 was not available, this analysis
helps to identify the hotspots by overlapping ATL cases and vectors during the entire period.
Three different periods were assessed: 2007-2021 (all periods); 2007-2018 (period before
collection); 2016-2018 (last triennium before collection) since other time periods were not

significant. The outcome or dependent variable was dichotomized according to the presence of
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ATL in 600 meters radius of each point (n=30) of vector collection: coded as 1 if the point had
reported at least one case, or as 0 if none was confirmed. Variables related to district and place
of collection were included in the analysis as independent or explanatory variables. Bayesian
logistic regression, reporting Odds Ratio (OR) of occurrence of human cases of a given category
in relation to the reference category, was calculated in the Stata Statistical Software.?®

Leishmania detection and typing. Leishmania detection was performed in human samples
and captured sand flies. The investigation of Leishmania in human samples was made from
biopsies collected from cases referred to the Municipal Health Service during the period 2020
and 2021. Parasite detection for human and sand fly’s samples was targeted ITS1 (Internal
Transcribed Spacer 1)*° a region of tDNA of Leishmania. Phlebotomine were tested with a
minimum of one sand fly female specimen or pooled to a maximum of ten female specimens
of the same species, date and place of collection. Negative control groups used male sand flies.
Positive controls with 20 nanograms of DNA extracted from reference strains of L. amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS), L. bracziliensis (MHOM/BR/75/M2903), y infantum
(MHOM/BR/74/PP75), L. guyanensis ~(MHOM/BR/75/M4147) and L. major
(MHOM/IL/81/Friedlin), were used. Positive samples were submitted to digestion by the
restriction enzyme Haelll to identify Leishmania species.3! Amplified PCR products were
sequenced. Reactions were performed using BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems Foster City, USA) following the manufacturer’s specifications and
assayed in the Sanger ABI 3730 Sequencing. Consensus sequences were obtained and edited
using the software package Phred/Phrap/Consed version: 0.020425.c (University of
Washington, Seattle, USA). The sequences were evaluated against NCBI database using
BLASTn.*

Identification of blood meal sources in blood-fed sand fly females. The identification

of blood gut-content of engorged sand fly females was conducted by PCR-based analysis of the
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cytochrome B gene (CytB), using primers previously described,?* followed by sequencing the
383-bp product. The procedure was performed following the protocol described by Carvalho et
al., (2017).3* The reactions were prepared in 1x buffer with 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 10
mM forward and reverse primers, 1 U/ul Taq Platinum DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA), and 5 pl of DNA template to the volume of 25 pl. The positive control for the PCR
reactions consisted of DNA extracted from Canis familiaris, and male sand flies of the species
Nyssomyia whitmani, obtained from the laboratory sample pool, were used as negative internal
controls in all DNA extractions. The amplification products were electrophoresed on a 1.5%
agarose gel stained with ethidium bromide (10 mg/ml) with a 100 bp DNA Step Ladder. The
amplicons obtained were removed from the agarose gel under UV exposure and purified by a
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Chatsworth, CA). The samples were then sequenced
with ABI PRISM 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA) in a final
volume of 10 pl with ~50 ng of the purified PCR products and 3.3 pmol of the forward and
reverse primers. FinchTV software (Geospiza Inc., Seattle, WA) was used to manually verify
the electropherograms and SeqTrace software® was used to align and calculate consensus
sequences for regions of similarity with GenBank sequences by the Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). The identification of the extracted blood meal species was considered
correct when the sequences showed more than 87% identity for at least 94% of the analyzed
sequence.
RESULTS

A total of 428 records were obtained from the health service, 319 in 2007-2018'° and 109
inthe 2019-2021. Most ATL cases reported in the last three-year period were in males (64.22%)
than females (35.78%). The average ages were 42 and 38, for men and women, respectively.
Of the analyzed individuals, 24.77% had a low level of education. Cutaneous lesions were the

most prevalent form of the disease (99.08%). ATL cases (71.55%) were concentrated in rural
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areas throughout the municipality. It is interesting to observe that in the period from 2007 to
2018 (12 years), 42 cases were registered in the urban area and 31 notifications only in the last
three years (2019-2021) (Table 1).

The incidence rate in the period 2019-2021 varied. The lowest rate was observed in 2021
(2.04) and the highest in 2020 (4.97). The incidence in the municipality of Caratinga during
2019-2021 was 11.77 and the incidence since the historical series increased from 3.01 in 2007-
2018 to 4.74 in 2007-2021 (Table 2).

After the peak of ATL cases in 2016-2018, the high number of cases was maintained in
2019-2020, with a reduction in 2021. The first time in the historical series 2019-2021, the urban
area of Caratinga contributed with a higher number of cases (25) than Patrocinio de Caratinga
(21). The other districts contributed with a lower number of cases, with seven cases in Dom
Modesto and Santa Efigénia (6.42%), four cases in Sdo Jodo do Jacutinga (3.67%), three cases
in Cordeiro de Minas (2.75%) and, two cases in Dom Lara and Sao Candido (1.83%) (Table 3).
Except for Dom Lara and Sao Candido, the other districts since 2013-2015 have registered a
continuous increase in the number of cases!®. Between 2007-2015, five districts did not present
cases of ATL in at least one of the year period. In 2016-2018 there was only one district without
cases. In the last triennium 2019-2021, all districts had cases (Table 3).

During the period of 2019-2021, the incidence rates of 255.1/10,000 inhabitants, were
detected, with cases in all districts in comparison to the historical series. All census sectors of
Dom Modesto and Patrocinio de Caratinga districts registered cases. The triennium 2019-2021
had the highest number of census sectors with cases in rural and urban areas (Figure 3a and b)
compared with the historical series.

Despite the cases being dispersed across the entire area, the ellipses show different spatial
distribution among the triennium periods. Except for 2010-2012/2013-2015, which had similar

ellipses distribution. The 20192021 ellipse is larger, with wider distribution of ATL cases in
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all directions and a slight shift northward (Figure 4a). In the urban area (Figure 4b) it is observed
that in the period 2010-2015 there was a slight increase in the amplitude of the ellipses followed
by a decrease in 2016-2018. The 2019-2021 ellipse spanning part of the north/south axis.

Kernel density maps (2019-2021) showed the maintenance of several hotspots since 2007,
Patrocinio de Caratinga, the urban area of Caratinga city and the district of Sapucaia (except
for 2013 —2015) (Figure 5a). In 20162018 there was a higher concentration of cases, reaching
almost 40 cases. In 2019-2021 there was a reduction in the concentration of cases (up to 10
cases). However, they comprised a higher number of hotspots and occupied a larger area
(82km?, historical record, Table 4).

Complementing the information contained in the ellipses, Table 4 shows the area affected
by the disease in each three-year period. Overlapping the five trienniums, we observe a total
coverage area of 171 km? showing a territorial expansion of the disease. This pattern was also
seen in the urban area of Caratinga city, whose number of cases expanded to the southwest
(Figure 5b). In Figure 6, specific areas were observed within the districts of Patrocinio de
Caratinga, Sapucaia, Santa Efigénia, with occurrences of four and five consecutive three-year
periods with records of human cases of ATL. The situation is more critical in the urban area of
Caratinga, where areas of high frequency of ATL occur in the Northeast, Center and South
regions.

The analysis of relative risk (RR) was carried out in two periods, the first with data from
the historical series from 2007-2018 and the second from 2007-2021. As seen in the results
presented in Figure 7, two areas (low and high) of risk for ATL transmission were identified.
The low risk, located in the urban area of Caratinga, with a relative risk of 0,051 in period one
and 0,057 in period two (Figure 6b). The high risk covered the district of Patrocinio de

Caratinga with 28,17 and 26,71, periods one and two respectively (Figure 6a).
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A total of 13,043 sand fly specimens from seven genera and 11 species were collected,
7,547 females (57.86%) and 5,496 males (42.14%) including: 5,235 (40.14%) Nyssomyia
whitmani, 3,948 (30.27%) Nyssomyia intermedia, 3,078 (23.60%) Migonemyia migonei, 238
(1.82%) Evandromyia lenti, 218 (1.67%) Pintomyia pessoai, 153 (1.17%) Micropygomyia
quinquefer, 108 (0.83%) Nyssomyia neivai, 57 (0.44%) Evandromyia cortelezzii, 3 (0.02%)
Brumptomyia cunhai, 3 (0.02%) Sciopemyia microps and 2 (~0.02%) Micropygomyia capixaba
(Table 5). Figure 8a shows the total density of sand flies collected throughout the period in the
studied areas. As shown, the species Ny. whitmani (Figure 8b), Ny. intermedia (Figure 8c) and
Mg. migonei (Figure 8d) were more abundant than other species collected (Figure 8e). The
density of sand flies was higher in Patrocinio de Caratinga and lower in Caratinga city.

Low species diversity was found in the urban area of Caratinga, represented by vectors as
shown by the high dominance (D) index, whereas the Simpson (1-D) and Shannon (H) indexes
were very low. In each Caratinga point, the richness varied between 2-10 species, and the
highest Shannon and Simpson indexes were 1.318 and 0.702 respectively (Table 6). In the urban
area of Caratinga, the H and 1-D diversity indices were lower than in the other locations. As
observed, the districts of Sapucaia and Patrocinio de Caratinga presented higher richness (S)
and abundance (N), and dominance (D) was low. Diversity indices were very similar between
areas, and higher than in the city of Caratinga, but still considered too low for the sampling
effort, corroborated by Margalef's indices. The equitability (J) was high in Sapucaia, and
median in the city of Caratinga and in the district of Patrocinio in Caratinga, indicating a slight
predominance of some species (Table 6).

The Jaccard Index showed low similarity between the evaluated areas, being 40% between
the city of Caratinga and Sapucaia, 30% between Sapucaia and Patrocinio de Caratinga and
only 20% between the city of Caratinga and Patrocinio de Caratinga. The hierarchical grouping

(Figure 9) showed a close relationship between the points of each district, pointing to distinct
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clusters and arrangements of vector species communities in each environment. This analysis
also showed the presence of three clusters, one in the city of Caratinga, urban area, the district
of Sapucaia, transitional area, and Patrocinio de Caratinga, rural area (City of Caratinga Ul -
U6; Sapucaia T7 - T10; Patrocinio de Caratinga P1 — P20).

To identify Leishmania, both sand flies and human samples were subjected to PCR. From
the total of 13,043 specimens of sand flies collected, 1,054 pools were obtained, 936 in the
collection carried out in the year 2020 and 118 in the year 2021. The sand fly collection carried
out in 2020 in Patrocinio de Caratinga showed a total of 13 pools (~1.23%) positive for
Leishmania braziliensis, belonging to Ny. whitmani (7), Ny. intermedia (4) and Mg. migonei
(2). Positive pools were detected at points P3 (5), P4 (1), P10 (2), P12 (1), P13 (2), P16 (1) and
P20 (1). None of the 118 pools collected in 2021 in the city of Caratinga and in the urban area
of the district of Sapucaia were positive. Not all areas with high density of sand flies had high
density for infected sandflies (Figure 8f).

During the period 2020-2021, 27 human biopsies were obtained from the Caratinga Health
Service. Of this total, 19 men (~70%) and 8 women (~30%), belong, according to the records
provided, to the rural area of the municipality and urban area of the city. In all samples, the
species Leishmania braziliensis was identified.

The 383 bp of the CytB gene was amplified in 40 of the 7,547 females, belonging to Ny.
whitmani (15), Ny. intermedia (14), Mg. migonei (10) and Ev. lenti (1). All these engorged
females were collected in Patrocinio de Caratinga. The analyzes identified five vertebrate
species in the samples (Table 7). Homo sapiens was the most common blood meal source in 16
of the 40 samples analyzed. We emphasize that only Ny. whitmani presented catholic feeding
habit, having its meal in all five identified vertebrate species.

DISCUSSION
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The municipality of Caratinga is an area where cases of ATL have been reported for several
years. Nonetheless for two decades, since the early 2000s, studies on ATL in Caratinga have
not been carried out. In 2021 a considerable study showed the transmission of the disease in the
urban area of the city!'?. In this study, a spatial analysis of a historical series (2007-2018) was
carried out, and sand flies were collected in the municipality in areas impacted by the disease.
In conclusion, cases of ATL are increasingly reported not only in the rural area but also in the
urban area of the city of Caratinga. Although it was not possible to detect Leishmania in sand
flies, the presence of ATL vectors superimposed on human cases strongly suggests that these
areas are at risk of transmission and should be monitored by health authorities. Taken together,
these data confirmed the urbanization of the ATL in Caratinga. Here, we provide an update on
this situation employing GIS analysis in the area in the period 2019-2021.

Despite the wide distribution of ATL in Brazil, most of the reported cases occur in states
located mainly in the Brazilian Amazon, especially in the states of Amazonas, Maranhao, Mato
Grosso, Parda and Rondonia.’¢-7-*% However, previous studies carried out in the states of
Pernambuco,?® Parana,*® Sdo Paulo?, Rio de Janeiro*' and Minas Gerais,*?>** showed that ATL
is a predominantly rural disease. Males are generally the most vulnerable population. Our
results corroborate those of Neves et al., 202112 showing that the localized cutaneous form is
more prevalent (99.08%), and the use of medication is the main control measure. It is interesting
to note that although most cases, both in the historical series and in the last three years, are of
rural origin, an increase in the number of cases reported in the urban area can be observed in
the last period evaluated.

During the entire period analyzed, there was a fluctuation in the number of cases of ATL.
Although peaks in cases of the disease were observed in the 2010-2012/2016-2018, it is noted
that in the years 2019 and 2020 the number of cases continued to be high, with a decline in

2021. The low number of cases observed this year may be the result of several factors derived
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from the notification or underreporting, fact that is also observed in other endemic countries for
the disease.*#4346:47:4849 The Patrocinio de Caratinga and Sapucaia districts recorded the
majority of rural cases between 2007-2018. In 2019-2021, in addition to the districts mentioned
above, Santa Luzia de Caratinga recorded a high number of cases in the rural area. A high
frequency of urban cases was detected in the last three years (28.45%) when compared to the
historical series (13.17%). The increase in cases in the urban area as well as the expansion of
the area of occurrence of transmission may be due to several factors such as the displacement
of rural populations to urban areas and vice versa, migratory flows of the parasite reservoirs
and the adaptation of vector species to modified environments. The latter can be justified since
species considered vectors were collected in the urban area.

During the entire period analyzed, there was no homogeneity in the incidence rates. The
maintenance of the high number of cases of ATL in the last three years may be due to the
increase in the transmission of the disease. However, we emphasize that from 2019 onwards,
the reference service for ATL in the city of Caratinga was restructured with the support of our
team. This fact may have contributed to the increase of the ATL reported cases due to the
improvement of diagnosis and follow-up of patients.

Spatial analysis provide valuable information for decision-making and policy development
in health and disease prevention.>®>! One of the limitations of our study, with regard to spatial
analysis instruments, is the size of the municipality of Caratinga and the distance of some
districts from the urban area, which leads some patients to seek care in other nearby cities,
which limits and impairs the notification and epidemiological surveillance service. The
accumulated incidence maps (Figures 3a and b) show that the urban area of Caratinga and the
rural area of Patrocinio de Caratinga and Sapucaia were the most affected by ATL during the
entire historical series.!® It is observed that the change in incidence over the years can be

explained by changes in the transmission of the disease,*>-3 it is also necessary to consider the
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bias of reported cases. In the period 2019-2021, the cases of ATL reported in the municipality
of Caratinga showed a homogeneous distribution, which justifies the distribution profile
presented mainly in Figure 3a. Therefore, we clearly see that the municipality of Caratinga has,
in addition to Patrocinio and Sapucaia, other areas where prevention and control measures of
ALT are justified.

The Directional Distribution Ellipse technique was performed with the objective of
confirming the distribution pattern of ATL cases. This technique helps to minimize the lack
and/or inaccurate information of the notification forms that may appear about the area where
the ATL occurs, since in several places affected by the disease, the Epidemiological
Surveillance Service is precarious or non-existent. As a result, this technique helps to reduce
the influence of these inaccuracies on the ellipse result by these variables.*>> The ellipses in
the 2007-2018 period did not change much, the 2019-2021 ellipse (Figure 4a) comprised a
larger area. Although the ellipse did not cover all districts of Caratinga, it included rural
communities that could be considered as priority regions for disease control in the municipality.
In the urban area of Caratinga (Figure 4b) the ellipse showed that a higher population density
and the presence of vectors may favor transmission and/or be at risk of contracting the disease.

Confirming the previous spatial analyses, Kernel Density showed that the districts of
Patrocinio de Caratinga and Sapucaia and the urban area of Caratinga have several hotspots
along the historical series. In the last three years, the hotspot coverage area increased not only
in the mentioned areas but also in other areas of the municipality. The use of this technique
showed that ATL densities may be related to the increase in land use and agricultural practices.
The large number of deforested areas associated with the process of disordered human
occupation increases the risk factors for the establishment of areas of transmission. These facts
favor the proximity of the vectors not only in the peridomiciliary area, but also in the forest

remnants, exposing the populations of the surrounding areas.>S It is noted that the urban area of
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Caratinga presented hotspots in all periods. In Brazil, urban transmission is commonly reported
for visceral leishmaniasis caused by Leishmania infantum.>’-8->°-60.6162.63 A5 mentioned earlier,
the constant presence of urban cases in Caratinga deserves attention. We suspected that during
the period 2007-2018 LTA was urbanizing in the city.!® Such a situation could be justified by
the fact that the residents acquired the disease not only in the countryside, but also in the city.
In the last triennium evaluated, we observed that not only the central area of the city but also
the entire southern area presented a greater coverage of cases of the disease. As observed in the
relative risk analysis, the city of Caratinga and Patrocinio de Caratinga district represent, in the
two analyzed periods, low and high-risk areas for ATL transmission, respectively. These results
reinforce the need for ATL surveillance and control measures in these areas.!%-60.61.62.63

The last published scientific article about sand fly fauna in the municipality of Caratinga
date from the 1970s.17 In these studies, entomological collections were carried out in other
areas, some of which no longer belong to the municipality. Here, we identified the sand fly
fauna in Corrego Volta Grande, rural area of Patrocinio de Caratinga and in the urban area of
Caratinga city and Sapucaia district. All collection areas are located in the Atlantic Forest
domains. With the exception of the center of Caratinga (US), all points possess factors that
favor the presence of sand flies. In Corrego Volta Grande, the collection areas present rural
characteristics with forested areas, livestock and crops, while in the district of Sapucaia and the
city of Caratinga, the collection points are situated in the peri-urban and urban areas with the
presence of at least one domestic animal, whose importance in maintaining urban transmission
of leishmaniasis in other areas of Brazil is already known. >1419.64

The diversity of sand fly species collected in this study, with greater abundance in the rural
area of Patrocinio de Caratinga, shows that these insects are adapted to different levels of
anthropic actions.® In the evaluated areas, ATL cases and environmental impacts have

historically been related to human occupation processes.!>!” This includes deforestation, loss
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of biodiversity and adaptation of vector species to anthropic environments. In urban
environments, the presence of vegetation serves as habitats for breeding and resting places. The
sand fly species found confirm the ability of these insects to adapt to diverse environments
different from their natural habitats.%¢6’ The density of vectors is related to environmental
aspects favorable to peridomestic sand flies, such as the presence of vegetation, roots, tree
trunks and organic matter, which are possible shelters and breeding sites for the vector.5

Considering that the urban area of Caratinga presents not only variable rates of ATL cases,
but also a transition area between urban and rural areas, the diversity of sand flies observed in
this work corroborates not only with studies carried out in the past!>!” but also with current
studies carried out in several areas of the state of Minas Gerais.5%7°

As observed in Table 5, the sampling data show that the species Ny. whitmani, Ny.
intermedia and Mg. migonei were the most abundant, which is worrying because outbreaks of
leishmaniasis can arise in these areas. These species, widely distributed throughout South
America, can tolerate and overcome environmental changes, especially those caused by human
action, becoming adapted to survive new ecological niches.”’-”? The large number of these
specimens collected may be related to the fact that the captures were made in a peridomestic
environment. The abundance of these species in peridomestic areas may indicate that
Leishmania braziliensis transmission occurs in the peridomestic environment and that the
inhabitants are at risk of acquiring the infection regardless of age and sex.

The values of richness and diversity found in this study (Table 6) show the differences in
each of the three collection areas. These differences are possibly related to the different
conservation levels of the studied ecotopes, which can affect the availability of food and refuge
for sand flies.”! In this sense, it can be seen that the richness of sand fly species is higher in

forested areas than in less forested areas.’7> This fact is in agreement with the greater richness
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of sand flies observed in the rural area of Patrocinio de Caratinga in relation to urban
environments such as the city of Caratinga and Sapucaia district.

The detection and identification of the rates of sand flies infected by Leishmania is essential
to determine the risk of transmission to hosts in a given area. This fact enables adequate
planning in disease prevention and control measures. The identification of vector species and
the presence of human cases in the three areas of research led us to carry out a molecular
research on parasites of the genus Leishmania in these insects. Several epidemiological studies
have detected Leishmania infection in sand flies,’677.78.79.80 where the results of these studies
indicate a variation in the frequency of infection between ~0.5%’% to ~39%.8! Our findings
corroborate some of these studies, with ~1.23% of infection by the species L. braziliensis
detected here, only in Patrocinio de Caratinga with the highest number of pools in point 3 (P3
- 5 pools). The infection of the sand fly species found in this study by Leishmania is described
in other studies,!$2:% and these sand fly species are involved in the dissemination of ATL in
the studied areas.®%-34358687 However, although parasites of the genus Leishmania were not
detected in samples collected in the urban areas of Caratinga and Sapucaia, the presence of sand
flies proven to transmit Leishmania braziliensis is indicative of the transmission of this parasite
in these locations.”®80.81

It is important to highlight that although the collection points in Sapucaia (T7-T10) are
considered urban, these areas still have characteristic rural properties, and these places are better
classified as transition areas. The presence of chicken coops and vegetable crops close to the
domestic environment represent a risk factor for the creation and maintenance of a high density
of vectors. Another hypothesis highlights that the diversity (H) of insects in the transition area
can be justified by the location of this area between the forest and the urban environment. This
fact probably led to a higher number of insects collected in Sapucaia compared to the city of

Caratinga 383920
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In Brazil, the parasitological examination remains the standard for the diagnosis of ATL
due to its specificity. All samples obtained from suspected cases of the cutaneous leishmaniasis
form were confirmed and submitted to molecular investigation. In all of them, the species L.
braziliensis was detected. According to the data obtained from the records provided by the
health service, the cases of ATL come from locations where the disease is common. The cases
that occurred in rural areas are correlated to forest areas where the parasite cycle is maintained,
economic activity and leisure. The exposure of the individual to the natural environment is an
important factor for the maintenance of the disease.*®! Transmission in urban areas, may be
related to the urbanization of rural areas where there is a cycle of the parasite, the presence of
vectors, reservoir animals and variation in the number of susceptible individuals.®?

The demonstration and analysis of blood ingested by different species of sand flies provide
important information for the study of Leishmania infection and transmission. In the present
study, our analysis was able to identify five species of mammals in 40 samples of sand flies. As
seen in Table 7, our data showed the relationship between vectors and certain hosts that could
possibly act as reservoirs, which provides a better understanding of the different components
of the transmission cycle. Interestingly, the species Homo sapiens was the main source of food
detected in the four specimens that were fed. Some vector species feed exclusively on a specific
vertebrate organism, while others feed on multiple hosts, including those known to be reservoirs
of the protozoan.®***

This is a spatial analysis and evaluation of the phlebotomine fauna in endemic areas of the
municipality of Caratinga. We emphasize here that the spatial analysis presented limitations
because they were carried out based on the information contained in the notification forms. Our
results showed an overview of the epidemiological patterns of ATL in the municipality of

Caratinga, based on notification data.
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In this study, we demonstrate the diversity of sandflies found in the districts of Patrocinio
and Sapucaia and in the city of Caratinga, contributing to the updating and characterization of
the sand fly fauna in these locations. We present in this study the predominance of the species
Ny. whitmani, mainly in the city of Caratinga, indicating its adaptation to environmental
conditions modified by human activity, and the dominance of the species L. braziliensis in pools
of insects and human samples. The sum of these factors confirmed the urban transmission of
Leishmania bracziliensis in Caratinga.

It is observed that in the last three years, cases of ATL have been increasingly reported in
the urban area of Caratinga. Our entomological research showed the presence of vectors,
proving that the urban area of Caratinga should be subject to surveillance by the health

authorities.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of ATL cases in the municipality of Caratinga from 2019 to

2021 in comparison to 2007-2018

e 2019-2021 2007-2018

Characteristic n (%) (%)
Male 70 (64.22) 183 (57.37)
Female 39 (35.78) 136 (42.63)
Age group (years) by gender Male  Female Male Female
<1 1(1.43) 0(0) 0.92 1 0 0.31
1-10 4(5.71) 5(12.82) 8.26 18 19 11.60
11-20 5(7.14) 7(17.95) 11.01 46 19 20.38
21-30 10 (14.29) 9(23.08) 17.43 27 18 14.11
31-40 12 (17.14)  3(7.69) 13.76 25 28 16.61
41-50 11 (15.71)  2(5.13) 11.93 22 23 14.11
51-60 13 (18.57) 4(10.26) 15.60 23 11 10.66
61-70 12 (17.14) 4 (10.26) 14.68 14 12 8.15
71-80 1(143) 1(2.56) 1.83 7 3 3.13
>81 1(1.43) 4(10.26) 4.59 0 3 0.94
Education level
Tliterate 0(0.00) 8 (2.51)
Incomplete elementary school 22 (20.18) 243 (76.18)
Complete primary education 5(4.59) 4(1.25)
High school 3(2.75) 2 (0.63)
No school age 6(5.50) 19 (5.96)
College 1(0.92) 0 (0.00)
Uninformed 35(32.11) 31(9.72)
Ignored 37 (33.94) 12 (3.76)
Clinical form
Cutaneous 108 (99.08) 311 (97.49)
Mucocutaneous 1(0.92) 8(2.51)
Case outcome
Clinical cure 50 (45.87) 300 (94.04)
Abandonment treatment 1(0.92) 7(2.19)
Death of other cause 2(1.83) 1(0.31)
Transfer 0(0.00) 1(0.31)
Not informed 56 (51.38) 10 (3.13)
Area of notification
Urban 31 (28.45) 42(13.17)
Periurban 0(0.00) 9(2.82)
Rural 78 (71.55) 268 (84.01)
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817 Table 2. Number of cases, incidence per 10.000 inhabitant of ATL and population of the municipality of Caratinga
818 from 2019 to 2021

819
820

821

822
823

824
825
826
827
828

Year n Population Incidence  Incidence per triennium
2007 6 83.363 0.72
2008 19 84.825 2.24 5.06
2009 18 85.469 2.11
2010 56 85.239 6.57
2011 39 85.811 4.54 11.88
2012 7 86.364 0.81
2013 12 89.578 1.34
2014 9 90.192 1.00 5.21
2015 26 90.782 2.86
2016 41 91.342 4.49
2017 39 91.841 4.25 13.82
2018 47 91.503 5.14
2019 44 92.062 4.78
2020 46 92.603 4.97 11.77
2021 19 93.124 2.04
Total 428 4.74
Table 3. Number of ATL cases by city/district during the period from 2019 to 2021
s s 2007- 2010- 2013- 2016- 2019-
District 2009 2012 2015 2018 2007-2018 2021 2007-2021
n n n n n % n n %
Caratinga 10 22 11 20 63 19.75 25 88 20.56
Cordeiro de Minas 0 2 0 2 4 1:25 3 7 1.64
Dom Lara 1 0 1 2 4 1.25 2 6 140
Dom Modesto 1 2 1 4 8 2.51 7 15 350
Patrocinio de Caratinga 6 53 30 57 146 45.77 21 167 39.02
Santa Efigénia de Caratinga 9 8 1 4 18 5.64 7 25 584
Santa Luzia de Caratinga 1 1 0 9 11 345 15 26 6.07
Santo Anténio do Manhuagu 3 10 1 5 19 5.96 10 29 6.78
Sao Candido 0 0 1 1 2 0.63 2 4 093
Sao Jodo do Jacutinga 6 1 1 7 15 4.70 4 19 444
Sapucaia 10 3 0 16 29 9.09 13 42 981
Total 43 102 47 127 319 100 109 428 100

Table 4. Affected area by triennium in municipality of Caratinga

N Affected area Increase Accumulated
Triennium (km?) () affected area
(km?)
2007-2009 39 39
2010-2012 66 +56 95
2013-2015 34 +15 110
2016-2018 68 +29 139
2019-2021 82 +32 171
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829
T8BI8 5. Number of sandflies collected per year of collection in the municipality of Caratinga
2021
v .2020 i Caratinga (urban area) and Total
. Patrocinio de Caratinga .
Species Sapucaia
1) Q Total é 2 Total d Total 1;;:;‘1
Brumptomyia cunhai 3 0 3 0 0 3 0 3 0.02
Evandromyia cortelezzii 0 0 0 20 37 57 20 37 57 0.44
Evandromyia lenti 100 138 238 0 0 0 100 138 238 1.82
Micropygomyia quinquefer 11 142 153 0 0 0 11 142 153 1.17
Micropygomyia capixaba 2 0 2 0 0 0 2 0 2 0.02
Migonemyia migonei 1.372. 1,591 12963 51 64 115 1423 1,655 3,078 23.60
Nyssomyia intermedia 1,515 2335 3,850 44 54 98 1,559 2,389 3,948 30.27
Nyssomyia neivai 40 68 108 0 0 0 40 68 108 0.83
Nyssomyia whitmani 2,097 2827 4924 143 168 311 2,240 2,995 5,235 40.14
Pintomyia pessoai 98 120 218 0 0 0 98 120 218 1.67
Sciopemyia microps 0 3 3 0 0 0 0 3 3 0.02
5238 7,224 12,462 258 323 581 5496 7,547
i 3 s ; 5 >
Total (6) 42.03 5797 100 4441 5559 100 42.14 57.86 il 100
831
832 Table 6. Diversity indices of vector species in the municipality of Caratinga
Index Cf«ll'ann‘ga Sapucaia Patrocinio de Caratinga Total
(urban area)
Taxa (S) 2 4 10 11
Individuals (N) 149 432 12462 13043
Dominance (D) 0.768 0.298 0.309 0.309
Simpson (1-D) 0.232 0.702 0.691 0.691
Shannon (H) 0.394 1.293 1318 1.331
Margalef 0.199 0.494 0.954 1.055
Equitability (J) 0.569 0.933 0.572 0.555
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
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Table 7. Blood meal sources identified from sand fly females collected in the municipality of Caratinga, during

2020-2021

Query

Species Blood meal Total cover  E-value Identity
score (%)
(%)
Evandromyia lenti Homo sapiens 468 100 2e-127 94.16
Migonemyia migonei Homo sapiens 431 100 6e-116 90.85
Homo sapiens 573 100 8e-159 99.69
Homo sapiens 466 100 Te-127 95.93
Homo sapiens 383 100 8e-102 87.94
Homo sapiens 500 97 4e-137 94.44
Homo sapiens 567 98 3e-157 99.38
Gallus gallus 513 97 Te-141 95.18
Gallus gallus 512 100 2e-140  96.55
Homo sapiens 573 100 8e-159 99.69
Gallus gallus 532 100 2e-146  99.66
Nyssomyia intermedia Homo sapiens 555 100 3e-153 99.36
Homo sapiens 645 94 6e-156  100.00
Homo sapiens 570 100 le-157 99.69
Sus scrofa 950 100 2e-158 98.49
Sus scrofa 896 100 4e-154  99.06
Bos taurus 572 97 3e-158 98.79
Sus scrofa 833 96 9e-155 99.37
Homo sapiens 444 100 3e-120 91.46
Homo sapiens 571 98 3e-158 99.38
Sus scrofa 778 100 8e-156 99.37
Gallus gallus 567 96 3e-157  100.00
Sus scrofa 535 100 2e-147 98.38
Sus scrofa 575 96 2e-159 99.69
Sus scrofa 349 100 le91 90.64
Nyssomyia whitmani Sus scrofa 851 100 3e-155 99.68
Gallus gallus 562 97 le-155 99.38
Gallus gallus 428 96 2e-115  89.57
Gallus gallus 524 96 4e-144  96.85
Gallus gallus 535 95 2e-147  97.77
Homo sapiens 536 95 6e-148 99.35
Homo sapiens 542 98 le-149 98.72
Sus scrofa 852 98 8e-150 98.14
Sus scrofa 872 100 2e-137 95.56
Bos taurus 527 95 3e-145 96.88
Capra hircus 687 98 8e-160 99.69
Sus scrofa 824 90 4e-154 99.07
Gallus gallus 478 100 le-129  96.31
Gallus gallus 559 100 3e-154  99.07
Homo sapiens 581 97 2e-161  100.00
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Figure 1. Geographic localization of municipality of Caratinga, Minas Gerais state, Brazil. A: Localization of
Brazil in South America. B: Localization of Minas Gerais state in Brazil. C: Municipality of Caratinga.
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Figure 5b. Kernel density of ATL human cases in the urban area of Caratinga during study periods.
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Trata-se de analise de resposta apresentada em fungéo de pendéncias apontadas no Parecer n° 3.920.463
(17/03/2020) emitido no ambito do projeto de pesquisa "Estudo da Leishmaniose Tegumentar Americana no
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Resumo: as leishmanioses sdo doengas parasitarias amplamente distribuidas em paises tropicais e
subtropicais e sua area de abrangéncia coincide com o mapa socioeconémico da pobreza pelo mundo. Séo
causadas por protozoarios pertencentes ao género Leishmania e transmitidos por meio da picada da fémea
de insetos infectados pertencentes a familia Psychodidae. As leishmanioses podem ser consideradas
doengas de extrema complexidade, visto que varias espécies de Leishmania sdo capazes de infectar o
homem e diversas espécies de reservatérios e vetores podem estar envolvidos no ciclo de transmissao dos
parasitos (AKHOUNDI et al., 2016). O objetivo do presente projeto é analisar aspectos epidemiolégicos e a
distribuicdo espacial das leishmanioses na regido de Caratinga, Minas Gerais. O desenvolvimento deste
estudo permitira ampliar o conhecimento acerca das leishmanioses em areas de colonizagdo antiga e
compreender melhor os fatores que levam a sua expansao. Além disso, o estudo fornecera informagdes
importantes sobre a dinamica de transmissao e o comportamento destas doencas, o que podera
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ser comparado com dados publicados sobre diversas regides endémicas do pais. Esperamos também
determinar as espécies de Leishmania circulantes na regido bem como indicar os possiveis vetores e
reservatorios destes parasitos. Em conjunto, os resultados do presente estudo poderdo indicar possiveis
aplicagdes do conhecimento da epidemiologia das leishmanioses na regido em agdes mais efetivas de
prevencéo e controle.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: analisar os aspectos epidemiolégicos da Leishmaniose Tegumentar Americana no
municipio de Caratinga em uma area rural.

Objetivos Secundarios:

- Realizar levantamento histérico de dados sobre a Leishmaniose Tegumentar Americana na regido de
Caratinga e comparar com o cenario atual;

- Identificar as espécies de flebotomineos e infeccdo por Leishmania nas fémeas coletadas na area de
estudo;

- Realizar inquérito sorolégico canino na area de estudo;

- Detectar a infecgéo canina e identificar a espécie de Leishmania;

- Analisar a distribuicdo espacial de vetores, de casos humanos e caninos de LTA na area de estudo;

- Identificar as areas de risco de transmissé@o da LTA na area de estudo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

- Aspirado: dor local, inflamacao, risco de infecgdo e sangramento. Estes fenémenos sdo transitérios e ndo
acarretam danos ou sequelas para o paciente, além do desconforto momentéaneo;

- Bidpsia de lesdo: Além da dor local e da sensagédo de desmaio, existe o risco de sangramento expressivo,
decorrente da ruptura de um vaso sanguineo calibroso ou de problemas relacionados a dificuldade de
coagulacdo em pacientes portadores de doenga do sistema de coagulagdo ou que estdo em uso de drogas
anticoagulantes como a warfarina;

- Outro risco importante é a possibilidade de contaminacéo dos tecidos por bactérias da pele ou por uso de
material contaminado durante o procedimento ou ainda por procedimento inadequado.

Beneficios: A participacdo no estudo pretende contribuir para o avango do conhecimento sobre a
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leishmaniose tegumentar e caracterizar seu perfil epidemiolégico em Caratinga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo a ser conduzido em tema relevante para a satde publica e com equipe capacitada e
muldiciplinar. De acordo com a coordenagao, o estudo pretende contribuir para o avango do conhecimento
sobre a leishmaniose tegumentar e caracterizar seu perfil epidemiolégico em Caratinga, regido do Vale do
Rio Doce, Minas Gerais.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentacdo obrigatéria foram anexados a Plataforma Brasil anteriormente, exceto a
carta de anuéncia da SMS da Prefeitura de Caratinga. Para esta analise foram observados os documentos
postados no dia 10/04/2020.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Segue abaixo a analise da resposta apresentada em funcdo das pendéncias emitidas pelo Parecer n°®
3.920.463 (17/03/2020):

- PENDENCIA: Anexar regulamento de biorrepositério.

RESPOSTA: As amostras biolégicas sé serdo armazenadas até a analise sendo posteriormente
descartadas adequadamente, ndo sendo retidas. Foi apresentado o regulamento do biorrepossitétio
(Biorrepositorio.pdf).

ANALISE: PENDENCIA SOLUCIONADA.

RECOMENDAGCOES:

a) Como em nenhum documento do estudo foi citada a participagao de instituicao estrangeira, solicita-se a
excluséo do item "Biorrepositério a ser utilizado por instituicdo estrangeira (se for o caso)";

b) Os subitens previstos no item "Acordo de gerenciamento de amostras (quando envolver outras
instituicdes) ndo foram descritos. Solicita-se adeguacéo;

c) Incluir nova versao deste Regulamento posteriormente, via emenda, devidamente atuaizado e

Endereco: Avenida Augustode Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpgmr@cpqrr fiocruz.br

Pagina 03 de 06

158



INSTITUTO RENE RACHOU Plataforma
FIOCRUZ- MINAS %oﬂl

Continuagao do Parecer: 3.997.721

assinado.

- PENDENCIA: A maioria das pendéncias emitidas em relagdo ao TCLE foram atendidas. Entretanto, as
garantias abaixo estevam explicitas no TCLE anterior mas ndo se encontram na nova versdo. Portanto,
solicita-se a inclusdo das garantias abaixo no texto do TCLE:

a) Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os participantes da
pesquisa em caso de complicacdes e danos decorrentes, direta ou indiretamente, da pesquisa (Resolugdon®
466/12 - IV.3c);

b) Garantia de ressarcimento e como serdo cobertas as despesas tidas pelos participantes da pesquisa e
dela decorrentes (Resolugdo n° 466/12 - 1V.3g).

Além disto, solicita-se que a frase abaixo seja alterada para garantir aos individuos abordados que eles
serdo encaminhados ao tratamento mesmo que ndo aceitem participar no estudo: Ultima frase do 6°
paragrafo do TCLE: "Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum prejuizo a vocé
e nao interferird no seu atendimento e no seu tratamento médico da leishmaniose." Sugestao de alteracéo:
Mas, se vocé nao aceitar participar no estudo ou sair do estudo a qualquer momento, isto ndo causara

nenhum prejuizo a vocé e nao interferira no seu atendimento e no seu tratamento médico da leishmaniose.
RESPOSTA: foi apresentado nova versao de TCLE (Anexo_3_TCLE_NOVOV2 pdf).
ANALISE: PENDENCIA SOLUCIONADA.

RECOMENDACOES: Foi utilizado o termo "sujeito da pesquisa" no campo de assinatura do participante.
Este termo deve ser alterado para "participante da pesquisa” de acordo com a definicdo da Resolugdo CNS
n° 466/2012.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apés analise criteriosa, constamos que o estudo atende aos aspectos fundamentais da Resolugédo 466/2012
do Conselho Nacional de Saude, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos. Diante do exposto, o Comité de Etica do IRR/FIOCRUZ Minas, de acordo com as
atribuicdes a ele concedidas pela Legislagdo vigente, manifesta-se pela aprovacédo do projeto de pesquisa
proposto. ENTRETANTO, SEM PREJUIZO A APROVAGAO DO
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ESTUDO, O COMITE SOLICITA O ATENDIMENTO AS RECOMENDAGOES LISTADAS ACIMA.

Por fim, firma-se, diante deste documento, a necessidade de serem apresentados os relatérios anuais e

final, bem como a notificagdo de eventos adversos, de emendas ou modificagdes no protocolo para

apreciagao do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgdo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1469747 .pdf 16:51:05
Declaracéo de Biorrepositorio.pdf 01/04/2020 |Célia Maria Ferreira Aceito
Manuseio Material 16:50:43 | Gontijo
Biologico /

Biorepositorio /

Biobanco

Projeto Detalhado / |Projeto_CEP_NOVOV2.pdf 01/04/2020 | Célia Maria Ferreira Aceito

Brochura 16:49:03 | Gontijo

Investigador

TCLE / Termos de [Anexo_3_TCLE_NOVOv2.pdf 01/04/2020 | Célia Maria Ferreira Aceito

Assentimento / 16:47:04 | Gontijo

Justificativa de

Auséncia

Qutros MemorandoProjetoCelia.pdf 19/02/2020 |Bernadete Patricia Aceito
10:12:00 | Santos

TCLE / Termos de |Anexo_3_TCLE_NOVO.pdf 18/02/2020 |Célia Maria Ferreira Aceito

Assentimento / 18:18:58 | Gontijo

Justificativa de

Auséncia

Outros Autorizacao_SMS.pdf 18/02/2020 |Célia Maria Ferreira Aceito
18:17:28 | Gontijo

Projeto Detalhado / |Projeto_ CEP_NOVO pdf 18/02/2020 | Célia Maria Ferreira | Aceito

Brochura 18:13:56 | Gontijo

Investigador

Cronograma Cronograma.pdf 20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito
17:47:29 | Gontijo

Qutros Anexo_5_Exame_clinico.pdf 20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito
17:43:47 | Gontijo

Outros Anexo_4_Entrevista_individual.pdf 20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito
17:43:00 | Gontijo

Qutros Anexo_2_Oficio_Caratinga.pdf 20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito
17:41:51 Gontijo
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Qutros Anexo_1_Licenca.pdf

20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito

17:40:40 | Gontijo

Assentimento /
Justificativa de
Auséncia

TCLE / Termos de  |Anexo_3_TCLE.pdf

20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito

17:38:16 | Gontijo

Qutros Matriz_de_responsabilidades.pdf

20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito

17:36:20 Gontijo

Folha de Rosto

Folha_de_rosto.pdf

20/11/2019 | Célia Maria Ferreira Aceito

17:29:43 | Gontijo

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco: Avenida Augustode Lima, 1715

Bairro: Barro Preto

UF: MG Municipio:

Telefone: (31)3349-7825

BELO HORIZONTE, 29 de Abril de 2020

Assinado por:

Ana Paula Granato Ribeiro

(Coordenador(a))

CEP: 30.190-002

BELO HORIZONTE

Fax:

(31)3349-7825 E-mail:

cepsh-cpqrr@cpaqrr fiocruz.br
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Anexo 4 - Licenga permanente para coleta de material zooldgico

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15237-2 Data da Emissé&o: 29/11/2011 17:39
Dados do titular
Nome: José Dilermando Andrade Filho CPF: 835.584.546-34
Nome da Instituigdo : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ CNPJ: 33.781.055/0008-01

Observagdes e ressalvas

1

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o temritorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuséo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizacéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Alicenca permanente nao é valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingcao; b) manutencao de

p de fauna em ; C) I 1to ou envio de material biologico ao exterior; e d) realizacéo de pesquisa em unidade de conservagéo federal

2 ou em caverna. A restricdo prevista no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de
Protecdo Ambiental constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicéo, que constaréo no comprovante de registro de expedicéo para eventual apresentacéo a fiscalizag&o;
Esta licenca permanente NAO exime o pesquisador titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do

4 | consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de
conservacdo estadual, distrital ou municipal.

5 Esta licenca permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizacdo de atividades integrantes do processo de
licenciamento ambiental de empreendimentos.

6 Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrucao Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7__| O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O drgao gestor de unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizagoes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condicbes para a realizacdo de pesquisa nessas unidades de conservacéo.
O titular de licenga ou autorizagc@o e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | ao grupo taxonomico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condigéo in situ.

10 O titular da licenca permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de

emissédo da licenca permanente.

11 | omiss&o ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenca

O titular de autorizacao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacao da legislacdo vigente, ou quando da inadequacao,

suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

12 Alicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicdo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da

solicitacdo.

13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispoe sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territorio nacional, na

bioprospeccao e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

14 As atividades contempladas nesta autorizacao NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameacadas de extincdo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacdo.

Taxons autorizados

# Nivel taxondmico Taxon(s)

1 [ FAMILIA Psychodidae

2

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
1_| UFMIG - UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS colecao

7 | CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ colecao

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do

codigo de autenticagéo abaixo, qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Si

Cadigo de autenticagao: 36646273 V“”“ll H ‘l I‘HH“H

sbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
'~ Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 15237-2 [ Data da Emissé&o: 29/11/2011 17:39 ]
Dados do titular
Nome: José Dilermando Andrade Filho I CPF: 835.584.546-34
Nome da Instituigdo : CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU-FIOCRUZ | CNPJ: 33.781.055/0008-01

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material bioloégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do
codigo de autenticagéo abaixo, qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBIo na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 36646273 V“”“Il H ‘l HHH“H
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Anexo 5A — Autorizacdo da Secretaria de Saude de Caratinga 2020

PREFEITURA MUNICIPAL DE CARATINGA
ESTADO DE MINAS GERAIS
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE

AUTORIZACAOPARA REALIZACAO DE PESQUISA

Eu, Jaqueline Marli dos Santos, Secretéria de Satde de Caratinga, estou ciente e autorizo
a realizagdo da pesquisa intitulada “Estudo da Leishmaniose Tegumentar Americana no
municipio de Caratinga, Minas Gerais” a ser conduzida juntamente com o Grupo de
Estudos em Leishmaniose — Fiocruz Minas, sob responsabilidade da pesquisadora Dra.
Célia Maria Ferreira Gontijo. DECLARO que esta instituigdo apresenta infraestrutura e
os recursos humanos necessarios para a realizagdo da referida pesquisa. Esta autorizagao
¢ vélida apenas se houver parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa para o

desenvolvimento da mesma.

Caratinga, 27 de janeiro de 2020.
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Anexo 6 — Termo de sigilo

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, RAFAEL LUIZ DA SILVA NEVES, barasileiro, casado, servidor publico
estadual, RG: MG-13.972.485 (SSP-MG), CPF: 075.520.246-58, residente na rua Dr. Maninho, n°
446, apt°® 102, centro, Caratinga-MG, considerando:

e O despacho do Exmo. Prefeito Municipal de Caratinga - MG que autorizou o requerimento do
compromissario para ter acesso as fichas de notificagdo de portadores de leishmaniose
tegumentar, o qual se baseou no parecer juridico favoravel do assessor juridico da Saude, Dr.
Francisco de Paula Machado Neto, OAB/MG 113.547, porquanto, foram feitas diversas
ponderagdes a respeito do sigilo de informagdes das referidas fichas

e A necessidade e o ganho na realizagdo da pesquisa a ser desenvolvida pelo compromissario em
favor do Municipio, pois, é certo que os érgdos publicos e demais entes dispdem, na maioria
dos casos, de informagdes que podem contribuir para avanco de pesquisas que irdo
proporcionar informagdes que serdo Uteis para coibir o avango de enfermidades com relag@o a
gravidade das manifestagdes clinicas que algumas formas de leishmaniose apresentam;

e A previsio legal quanto ao acesso as informagdes, tal seja, no art. 102, inciso IV, da LOM, e,
ainda, as disposigdes da Lei Federal n° 8.159/1991, que dispde sobre politica nacional de
arquivos, porquanto, garantem o acesso as informagdes requeridas, onde o
pesquisador/compromissario foi devidamente certificado da responsabilidade quanto ao zelo e
cuidado sobre as informagdes repassadas pela Administragdo Publica.

Concordo em assumir toda a responsabilidade, tendo em vista o disposto no art. 102,
inciso IV, da LOM, e, ainda, as disposigdes da Lei Federal n° 8.159/1991, que dispde sobre politica
nacional de arquivos, porquanto, garantem o acesso as informagdes requeridas.

Pelo exposto, assino em duas vias de igual teor e forma, na presenca das
testemunhas abaixo arroladas, o presente termo de compromisso para guardar sigilo absoluto das
informagdes repassadas pelo Departamento de Epidemiologia da Secretaria Municipal de Satde de
Caratinga, sob pena de responder civel e criminalmente.

Declaro, ainda, estar ciente de que a inobservancia do compromisso assumido neste
documento me obriga a ressarcir todos os danos causados para 0 Municipio de Caratinga.

Este Termo de Compromisso e Responsabilidade é expressdo da verdade e por ele
respondo integralmente.

Caratinga-MG, 13 de fevereiro de 2019.
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Anexo 7 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto René Rachou

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

ESTUDO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA NO
MUNICIPIO DE CARATINGA, MINAS GERAIS.

Vocé estda sendo convidado a participar de uma pesquisa desenvolvida por
pesquisadores desta instituicdo em colaboracdo com a Secretaria de Saude de
Caratinga. Este documento visa esclarecé-lo sobre a pesquisa que sera realizada,
detalhando todos os procedimentos e os beneficios e riscos envolvidos. Por favor, leia
as informacdes com atencéo e fique a vontade para esclarecer todas as suas duvidas.

Dados do participante da pesquisa

Nome:

Documento de identidade:

Data de nascimento: ___ /|
Endereco:
Cidade:

Telefone:

Informacgoes sobre a pesquisa:

Esta pesquisa sera desenvolvida pelo Instituto René Rachou em parceria com a
Secretaria de Saude de Caratinga. As coletas dos materiais para a pesquisa seréo feitas
na Policlinica Municipal de Caratinga pela médica responsavel pelo servico Dra Pollyana
Anarelly Pinto Lucas, CRM MG: 52661.

Todos os individuos que aceitarem participar da pesquisa serdo convidados para
a realizagdo dos procedimentos do estudo: entrevista individual, realizacéo de exame
clinico e coleta de amostras das lesdes sugestivas de leishmaniose cutanea.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:




