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RESUMO 

 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) afeta o homem e outros animais, e sua transmissão, 

inicialmente silvestre ou concentrada em pequenas localidades rurais, está atualmente 

ocorrendo em centros urbanos de médio e grande porte, em área domiciliar ou peridomiciliar. 

Os flebotomíneos desempenham papel de grande importância médica e a principal espécie 

vetora da Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, protozoário causador da LV no Brasil, 

é Lutzomyia longipalpis. O trabalho teve como objetivo levantar a fauna flebotomínica, 

verificar a capacidade dos flebotomíneos adentrarem o ambiente domiciliar, conhecer a 

distribuição sazonal, a preferência alimentar e a taxa de infecção natural de L. longipalpis em 

área de transmissão de LV, além de correlacionar os dados vetoriais com inquéritos caninos e 

ocorrência de casos humanos na área. Os flebotomíneos foram capturados nos bairros 

Eldorado, São Matheus e Parque Sabiá, no município de Várzea Grande/MT. As coletas 

foram realizadas mensalmente no intra e peridomicílio, durante quatro noites consecutivas em 

10 residências, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006, utilizando-se armadilha de luz 

do tipo CDC. Foram capturados 12.833 flebotomíneos, pertencentes aos gêneros Lutzomyia 

(22 espécies) e Brumptomyia (uma espécie). A espécie dominante foi L. longipalpis com 

freqüência relativa de 65,23% e predominância de machos no ambiente peridomiciliar. A 

partir do teste de precipitina, observou-se que as fêmeas alimentaram-se preferencialmente de 

sangue de aves (30,77%). Foi verificada uma taxa de infecção natural de 0,71% de L. (L.) 

infantum chagasi em “pools” de 10 fêmeas de L. longipalpis através da PCR-RFLP. 

Observou-se a ocorrência de L. longipalpis em todos os meses do ano, com aumento da 

densidade no período chuvoso (entre os meses de outubro e março), sendo maior após o 

registro das primeiras chuvas. O conhecimento da distribuição do vetor infectado auxilia na 

compreensão da eco-epidemiologia da doença para subsidiar medidas eficazes de controle da 

doença. 

 

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, 

Leishmaniose Visceral, Várzea Grande, Mato Grosso, PCR-RFLP. 
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ABSTRACT 

 

 

The Visceral Leishmaniasis (VL) affects humans and other animals, and its transmission 

usually concentrated in rural and wild areas is currently occurring in larger towns. The sandfly 

Lutzomyia longipalpis play a role of major importance in the transmission of Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi, aethiological agent of VL in Brazil. The study aimed to 

determine the sandfly fauna, to evaluate the ability of sandflies to enter artificial 

environments, to know the seasonal distribution, the food preference and the rate of infection 

with L. (L.) infantum chagasi in the area of VL transmission. Also the vector data and dogs 

infection were correlated with the occurrence of human cases in the area. The sandflies were 

captured in the neighborhoods of Eldorado, São Matheus and Parque Sabiá, in the 

Municipality of Várzea Grande/MT. The collections were made monthly in the intra and 

peridomiciliary areas, for four consecutive nights in 10 homes, from January 2004 to June 

2006, using CDC traps. The number of sandflies captured was 12,833 belonging to the genera 

Lutzomyia (22 species) and Brumptomyia (one species). The prevalent species was L. 

longipalpis (65.23%) and a higher frequency of males was observed. Precipitation tests 

revealed that females were often found bed on birds (30.77%). The natural infection by L. (L.) 

infantum chagasi in pools of 10 females of L. longipalpis through PCR-RFLP was 0.71%. 

Occurrence of L. longipalpis was detected throughout the year, with increased density in the 

rainy season (between October and March), and soon after the first rains. The knowledge 

generated in this work might help to understand the eco-epidemiology of the disease aiming 

to develop procedures for disease control. 

 

Key-words: Lutzomyia longipalpis, Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, Visceral 

Leishmaniasis, Várzea Grande, Mato Grosso, PCR-RFLP. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 A Leishmaniose Visceral 

 

 A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera as leishmanioses como uma das 

principais zoonoses mundiais (WHO, 2003). A leishmaniose visceral (LV) que afeta animais, 

pode apresentar-se como uma antroponose ou antropozoonose, quando o homem atua como 

reservatório (Passos et al., 1993), é uma doença crônica sistêmica e grave, que atinge 

crianças, adultos e jovens ou pessoas imunodeprimidas e caracterizada por febre de longa 

duração e outras manifestações, e quando não tratada, evolui para óbito em um ou dois anos 

após o aparecimento da sintomatologia (Alves e Bevilacqua, 2004). 

 

O parasito se multiplica em local onde se concentram células do sistema monocítico 

fagocitário (SFM) como o baço, o fígado e a medula óssea. Os pacientes apresentam febre 

prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia, 

tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso e caquexia, sendo o escurecimento da pele 

provocado somente no calazar indiano (Marzochi et al., 1999). Segundo o Ministério da 

Saúde (Brasil, 2005b), as manifestações clínicas da LV decorrem do desequilíbrio entre a 

multiplicação dos parasitos nas células do SFM, da resposta imunitária do indivíduo e do 

processo inflamatório subjacente. Em muitas situações, o diagnóstico diferencial só pode ser 

concluído através de provas laboratoriais, já que as áreas endêmicas se superpõem em grandes 

faixas do território brasileiro, somando-se a essa entidade outras patologias como malária, 

brucelose, febre tifóide, esquistossomose hepatoesplênica, forma aguda da doença de Chagas, 

linfoma, mieloma múltiplo, anemia falciforme, etc. 

 

A doença possui distribuição mundial, encontrada nas Américas, África, sul da 

Europa, Ásia e Oriente Médio (Lainson e Shaw, 1987). Nas Américas, a LV ocorre desde o 

México até a Argentina, sendo que o Brasil contribui com 90% dos casos do continente 

(Grimaldi-Jr et al., 1989; WHO, 1990; Soares e Turco, 2003). Nas Américas, as 

leishmanioses têm algumas características epidemiológicas comuns, ocorrendo em pessoas 

residentes em áreas rurais ou que tiveram contato com hábitats silvestres. As mudanças no 

comportamento humano e as alterações do ambiente, podem ter um maior impacto na 

prevalência e no padrão de transmissão da LV (Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993). 
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No Brasil, a LV atingia as populações rurais de vários estados, inclusive Goiás, 

Tocantins e Mato Grosso do Sul (Marzochi e Marzochi, 1994), sendo que o primeiro caso no 

país foi registrado em 1913, em paciente de Mato Grosso (Alencar e Dietze, 1991). Apesar da 

conhecida subestimação de casos, o Brasil registrou um aumento na incidência da doença nos 

últimos 20 anos (Dantas-Torres e Brandão-Filho, 2006). É um crescente problema de saúde 

pública no país e encontra-se em franca expansão geográfica, distribuída em 19 estados e em 

1551 municípios no período de 1994 a 2002. Têm sido registrados aproximadamente 3.000 

casos/ano no país, com letalidade média de 8% a 10% (Gontijo e Melo, 2004). 

 

As condições para a urbanização da doença têm sido uma progressiva adaptação dos 

parasitos (Marzochi e Marzochi, 1994; Ashford, 2000) e dos flebotomíneos aos ambientes 

modificados pela antropização, relacionado ao constante processo migratório de populações 

rurais para áreas urbanas (Gállego, 2004; Barata et al., 2005; Monteiro et al., 2005; 

Margonari, 2005; Costa et al., 2003). Essa doença metaxênica passou a ser naturalmente 

transmitida em áreas peri-urbanas, graças à emergência ou reemergência de seus vetores 

nessas áreas (Tauil, 2006). Dados confirmam a urbanização da doença em grandes centros 

urbanos (Aguilar et al., 1998; Luz et al., 2001; Silva et al., 2001; Bevilacqua et al., 2001; 

Souza et al., 2004; Monteiro et al., 2005), sendo que Bevilacqua et al. (2001), Barata (2005), 

Margonari (2005) e Alves et al. (2005) sugerem que o fator sócio-econômico seja um dos 

determinantes da LV no Brasil. 

 

São múltiplas as infecções que têm determinantes nas atividades humanas como a 

invasão de áreas florestais, atividades rotineiras em horários inadequados, habitações 

precárias, criação de animais domésticos próximo às residências, que podem propiciar a 

infecção dos homens e fortalecendo seu conceito de zoonose. Assim sendo, o homem 

estabelece comunidades que propiciam a instalação de agentes infecciosos, além da existência 

e ação de mecanismos que propiciem essa associação.  

 

Pouco se conhece sobre a epidemiologia da LV em focos urbanos, criando condições 

favoráveis para sua emergência e reemergência, pois apresenta incidência crescente nos 

últimos anos nas áreas onde ocorria tradicionalmente, a partir de um complexo de fatores 

como mudanças ambientais e climáticas, redução dos investimentos em saúde e educação, 

descontinuidade das ações de controle, adaptação do vetor aos ambientes modificados pelo 
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homem, fatores pouco estudados ligados aos vetores (variantes genéticas), e novos fatores 

imunossupressivos, tais como infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Adquirida (HIV) e 

dificuldades de controle da doença em grandes aglomerados urbanos, onde problemas de 

desnutrição, moradia e saneamento básico estão presentes e resistência aos fármacos de uso 

corrente e ausência de uma vacina canina e/ou humana (Gontijo e Melo, 2004). 

 

No Brasil, a população tradicionalmente marginalizada, geralmente exposta à falta de 

saneamento básico e de serviços de saúde, às doenças endêmicas, ao desemprego, e à fome, 

vive em áreas periurbanas, onde a distribuição geográfica do HIV e da leishmaniose se 

sobrepõem (Lucena et al., 2007; Rabello et al., 2003). A Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (AIDS) ao destruir o sistema imunitário, manifesta-se pelo desencadear das 

doenças oportunistas, onde se incluem as infecções, dentre elas, as causadas por protozoários. 

É assim que a LV se torna uma das infecções oportunistas mais freqüentes no doente HIV 

(Maia-Elkhoury et al., 2007; Damasceno et al., 2007; Souza et al., 2007b; Alves e 

Bevilacqua, 2004; Rosenthal et al., 2000; Alvar et al., 1997; Viana et al., 1994). 

 

A coinfecção resulta de uma deficiência cumulativa da resposta imunitária: AIDS 

aumenta o risco da LV em 100 a 1000 vezes e o HIV pode induzir o crescimento da 

Leishmania dentro dos macrófagos; a infecção por Leishmania, por sua vez, pode induzir a 

ativação do HIV latente e acelerar sua replicação nas células monocíticas (Desjeux e Alvar, 

2003; WHO, 2000; Wolday et al., 1999). Ambos os agentes infectam e multiplicam-se no 

interior dos macrófagos e podem potencialmente desregular o sistema imunitário.  

 

Na coinfecção ocorre o aparecimento de manifestações cutâneas desconhecidas, 

sobretudo em doentes com LV, leishmanioses cutâneas nas suas várias formas e as 

leishmanioses mucocutâneas perdem definitivamente as características que as identificaram 

durante séculos, tornando-se assim, a leishmaniose, uma doença multifacetada após o advento 

da AIDS (Catorze, 2005). Muitos casos de coinfecção provavelmente não são determinados 

pela falta de conhecimento entre os clínicos ou acesso limitado aos métodos apropriados para 

o diagnóstico. Borges et al. (1999) e Catorze (2005) discutiram a hipótese da transmissão 

parentérica de homem para homem, a transmissão antroponótica, que pode ser natural (picada 

de inseto) ou artificial por transmissão mecânica (agulhas e seringas contaminadas). No 

Brasil, os toxicodependentes por via endovenosa constituem 7% do total de doentes 

coinfectados (Rabello et al., 2003). 
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Oliveira et al. (2007) ressaltam as possibilidades de quadros clínicos atípicos de LV 

em associação com lúpus eritematoso sistêmico e sugerem a inclusão deste diagnóstico nos 

diagnósticos diferenciais das leishmanioses em áreas endêmicas. 

 

 

1.2 Agentes etiológicos da LV 

 

 Os agentes etiológicos da LV são protozoários da família Trypanosomatidae, gênero 

Leishmania, com três espécies que causam a doença: Leishmania (Leishmania) donovani na 

Ásia e África, L. (L.) infantum na Ásia, Europa e África, e L. (L.) infantum chagasi nas 

Américas (Lainson e Rangel, 2003; Shaw, 2006). Existe uma grande polêmica em torno da 

origem da LV no Novo Mundo, se ela foi introduzida recentemente, na época da colonização 

européia e causada pela espécie L. (L.) infantum, ou há milhões de anos, juntamente com a 

introdução dos canídeos, devendo a espécie ser classificada como L. (L.) chagasi. Os achados 

de altas taxas de infecção em canídeos originários da Amazônia sugerem a origem autóctone 

(Lainson e Shaw, 1987). Entretanto, a partir de estudos utilizando técnicas bioquímicas e 

moleculares, autores consideram a L. (L.) chagasi e a L. (L.) infantum uma única espécie 

(Rey, 2001; Gontijo e Melo, 2004) e aceitam a hipótese da introdução recente nas Américas 

(Maurício et al., 2000). Lainson e Rangel (2003) e Shaw (2006) adotam a nomenclatura 

Leishmania (L.) infantum chagasi. Enquanto a controvérsia não se resolve, consideraremos L. 

(L.) infantum chagasi, o agente etiológico da LV no Brasil. 

 

O ciclo biológico da L. (L.) infantum chagasi é do tipo heteroxênico (Neves, 2005), e 

os protozoários desse gênero são parasitos unicelulares que apresentam formas evolutivas 

distintas durante o seu ciclo de vida. As formas promastigotas ou flageladas são encontradas 

no intestino médio dos insetos vetores e a forma amastigota ou aflagelada é intracelular 

obrigatória, sendo encontrada nas células do sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro 

vertebrado, principalmente macrófagos (Grossage et al., 2003). 

 

A infecção do vetor ocorre pela ingestão, durante o repasto sanguíneo, das formas 

amastigotas de L. (L.) infantum chagasi presentes na derme do hospedeiro infectado, as quais 

passarão a evoluir no trato digestivo médio do inseto, dependendo da localização poderá ser 

considerada peripilária ou suprapilária (Lainson e Shaw, 1987). Estas amastigotas sofrem uma 
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divisão binária e se transformam rapidamente em promastigotas, que por processos sucessivos 

de divisão, multiplicam-se ainda no sangue ingerido, que é envolto por uma membrana 

peritrófica secretada pelas células do estômago do inseto (Pimenta et al., 1997). Após a 

digestão do sangue, a membrana peritrófica se rompe em sua porção anterior pelas quitinases 

e as formas promastigotas ficam livres. As formas promastigotas em que se aderir às 

microvilosidades do epitélio do intestino médio do vetor (Soares et al., 2002). Em seguida, 

ocorre migração dos flagelados (ou parasitos) para porções anteriores do intestino, se 

diferenciando futuramente em promastigotas metacíclicas, que são formas móveis, ativas, 

finas e com flagelo bastante longo (Sacks e Silva, 1987). 

 

Ao exercer o repasto sanguíneo sobre um hospedeiro não infectado (homem ou outro 

reservatório), o flebotomíneo inocula as formas promastigotas infectantes presentes no trato 

digestivo anterior (Sacks, 1989). Dentro do macrófago, as formas promastigotas assumem a 

forma amastigota e, passam a multiplicar-se por divisão binária até o rompimento da célula, 

sendo endocitadas por novos macrófagos, disseminando-se pelos tecidos do sistema fagocítico 

mononuclear como linfonodos, fígado, baço e medula óssea, completando o ciclo heteroxeno 

dos parasitos e sua propagação a novos indivíduos susceptíveis (Zilberstein e Shapira, 1994). 

 

 

1.3 Reservatórios da LV 

 
O cão (Canis familiaris) é o mais importante reservatório doméstico de L. (L.) 

infantum chagasi em localidades onde a LV é endêmica (Deane e Deane, 1954; Deane e 

Deane, 1955a; Deane e Deane, 1962; França-Silva et al., 2003). Recentemente, gatos (Felis 

catus) foram encontrados naturalmente infectados em área de transmissão de LV no estado de 

São Paulo (Rey et al., 2005) e sua investigação como possível hospedeiro de Leishmania é 

sugerida por Dantas-Torres (2006). O rato doméstico (Rattus rattus) é suspeito de ser 

reservatório secundário da LV na Venezuela (Zulueta et al., 1999) e de participar do ciclo 

zoonótico doméstico no Brasil (Costa, 2002; Gontijo et al., 2002). 

 

Hospedeiros silvestres incriminados como reservatórios de LV são as raposas 

Dusycion vetulus encontradas no nordeste do Brasil e Cerdocyon thous na Amazônia 

brasileira (Deane e Deane, 1962; Lainson e Shaw, 1987), os gambás Didelphis albiventris no 

estado da Bahia (Sherlock et al., 1984; Rey, 2001; Costa, 2005), Didelphis marsupialis na 
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Colômbia (Corredor et al., 1989; Travi et al., 1994), Didelphis sp. em Bauru/SP (Santiago e 

Lima, 2007), o chacal Canis aureus, o lobo Canis lupus e a raposa Vulpes vulpes no Velho 

Mundo (Lainson et al., 1987). Lima et al. (2007) detectaram o anticorpo anti-k39 nos 

roedores silvestres Nectomys squamipes, Rattus rattus, Bolomys lasiurus e Galea spixxi, 

demonstrando a importância desses animais como possíveis reservatórios de L. (L.) infantum 

chagasi no município de São Vicente Férrer/PE. 

 

A presença de DNA de L. (L.) infantum chagasi detectada em amostra do roedor 

silvestre Thrichomys apereoides, pode sugerir o seu envolvimento no ciclo enzoótico silvestre 

da LV em Araçuaí/MG (Costa, 2002). Travi et al. (1998) demonstraram infecção em 

Proechimys canicollis em foco endêmico de LV na Colômbia. 

 

Por serem animais sinantrópicos, as raposas podem fazer a conexão entre o ciclo 

silvestre e o doméstico que é mantido pelos cães que atuam como reservatórios domésticos da 

infecção (Deane e Deane, 1955a; Alvar et al., 2004). O cão e a raposa apresentam um intenso 

parasitismo cutâneo, que permite fácil infecção dos flebotomíneos (Deane e Deane, 1954). 

 

Os cães são implicados como importantes reservatórios em vários focos de áreas rurais 

e periurbanas (Marzochi e Marzochi, 1994; Silva et al., 2001). Foi demonstrado que a doença 

canina precede a doença humana, sendo uma das responsáveis pelo avanço espacial e 

temporal dos casos humanos. Vários autores associam a ocorrência de altas taxas de 

soropositividade canina à LV humana (Deane e Deane, 1955a; Alencar, 1961; Bettini e 

Gradoni, 1986; Lainson e Shaw, 1987; Evans et al., 1990; Dye et al., 1992; Alvar et al., 1994; 

Di Lorenzo et al., 2000; Oliveira et al., 2001; França-Silva et al., 2005) além de associarem 

ainda com a abundância vetorial (Vieira e Coelho, 1998). 

 

Os cães infectados apresentam um amplo espectro de sinais clínicos, desde animais 

aparentemente saudáveis, passando por oligossintomáticos, até estágios graves da doença 

(Costa et al., 1999). O quadro clínico da doença caracteriza-se por emagrecimento, 

eriçamento e queda de pêlos, nódulos ou ulcerações (mais freqüentes nos bordos das orelhas), 

hemorragias intestinais, paralisia de membros posteriores, ceratite com cegueira e caquexia. 

Pode evoluir para morte, nos casos mais graves (Feitosa et al., 2000). Na saúde pública, como 

os cães não respondem ao tratamento como os humanos, preconiza-se a eutanásia dos animias 

infectados. 
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O reconhecimento das manifestações clínicas destes reservatórios é importante para 

adoção de medidas de controle da doença. Os canídeos apresentam intenso parasitismo 

cutâneo, o que permite uma fácil infecção do flebotomíneo, e por este fato, são os mais 

importantes elos na manutenção da cadeia epidemiológica (Brasil, 2005b). É preciso 

investigar a real prevalência da infecção nos cães domésticos e as espécies de Leishmania 

circulantes nesses animais e as características peculiares de cada área de transmissão (Dantas-

Torres, 2006). 

 

O homem também pode ser fonte de infecção, principalmente quando a doença incide 

sob a forma de epidemia e a possibilidade de que o homem, principalmente crianças 

desnutridas, venham, em alguns casos a ser fonte de infecção pode conduzir a um aumento na 

complexidade da transmissão da LV (Gontijo e Melo, 2004). O papel do homem como um 

importante reservatório para a LV foi proposto por Deane e Deane (1955a; 1955b), Badaró et 

al. (1994) e Oliveira e Araújo (2003). Vários estudos demonstraram a existência de 

parasitemia por Leishmania em pessoas doadoras de sangue assintomáticas em zonas 

endêmicas (Choi e Lerner, 2001) e foram detectados parasitos no sangue periférico (Dedet e 

Pratlong, 2003) e na pele (Molina et al., 2003) de doentes imunocomprometidos coinfectados 

por Leishmania/HIV, com risco de instalação do ciclo antroponótico. 

 

 

1.4 Vetores da LV 

 
A transmissão do parasito ocorre pela picada de fêmeas de insetos da ordem Diptera, 

pertencentes à família Psychodidae, subfamília Phlebotominae. Os flebotomíneos são 

pequenos, pilosos, de cor palha ou castanho claro, sendo popularmente conhecidos no Brasil 

como asa branca, asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito palha, tatuquira, frebóti, etc. Em 

sua grande maioria, habitam as florestas, em lugares sombrios, sob folhas ou troncos das 

árvores e próximos a pequenas porções d’água. Algumas espécies aparecem no interior das 

habitações humanas ou em abrigos de animais domésticos, escondendo-se em cantos escuros, 

de onde saem à noite em busca de alimento e podem ser atraídos pela luz. As larvas dos 

flebotomíneos nunca se criam em locais inteiramente aquáticos, mas em lugares úmidos, onde 

a luz raramente incide, com abundante matéria orgânica que lhe sirva de nutrição (Marcondes, 

2001). A capacidade de vôo destes dípteros é reduzida e saltitante, e pesquisas de Casanova et 
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al. (2007b) revelaram uma média aritmética de dispersão de 78m para machos e 115m para 

fêmeas, estando estas capacitadas para disseminar infecções para outras áreas em curto espaço 

de tempo. 

 

A principal espécie vetora da LV no Brasil é Lutzomyia longipalpis (Carrera, 1991; 

Marcondes, 2001; Lainson e Rangel, 2003), apesar de L. cruzi apresentar evidência 

epidemiológica de transmissão de LV no estado de Mato Grosso do Sul (Santos et al., 1998) 

tendo sido encontradas fêmeas naturalmente infectadas no município de Jaciara, no estado de 

Mato Grosso (Missawa et al., 2006). As espécies L. forattini e L. almerioi podem estar 

relacionadas com a doença em Mato Grosso do Sul (Galati et al., 1997; Maciel, 2005) e L. 

antunesi é considerado vetor alternativo no estado do Pará (Lainson e Rangel, 2003; Maciel, 

2005). Na Colômbia, L. evansi foi incriminado como possível vetor da doença (Travi et al., 

1990). 

 

Em revisão bibliográfica, Bauzer et al. (2007) reforçam a idéia de que L. longipalpis 

seja um complexo de espécies no Brasil, e Souza et al. (2007c) indicaram um alto grau de 

isolamento reprodutivo entre populações alopátricas de Natal, Jacobina e da Lapinha, bem 

como entre as populações simpátricas de Sobral, reforçando a posição de L. longipalpis como 

um complexo de espécies. 

 

As alterações ambientais ocasionadas pelo homem e como conseqüência, a dispersão 

de animais silvestres que serviam como fonte de alimentação a esses insetos, causam a 

adaptação de muitas espécies a diferentes ambientes (Gomes et al., 1989). A proximidade do 

homem em zonas de floresta e a criação de animais domésticos atraem um grande número de 

espécies de flebotomíneos ao peridomicílio. Uma vez atraídos, eles se estabelecem nessas 

áreas e representam um perigo constante como vetores de Leishmania, podendo manter o 

ciclo de transmissão entre animais domésticos e humanos (Vexenat et al., 1986; Barbosa et 

al., 1999; Brasil, 2003). 

 

A domiciliação de algumas espécies origina-se como conseqüência de alterações 

antrópicas provocadas no ambiente natural. O desequilíbrio daí resultante estimula o 

aparecimento e desenvolvimento dessas adaptações. O fenômeno da domiciliação 

compreende ampla gama de espécies que se adaptam de tal maneira ao convívio humano que 

dele se tornaram dependentes, a ponto de viverem muito próximos ao meio antrópico. Assim 
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sendo, a dinâmica das comunidades estabelecidas no meio antrópico refletem os aspectos 

epidemiológicos próprios das doenças que delas resultam.  

 

Algumas espécies adaptam-se ao intra ou peridomicílio, sendo comum capturá-las nas 

casas, no galinheiro, chiqueiro, canil, lixo, paiol, grutas e outros locais. Margonari (2005) e 

Carvalho (2006) observaram que os machos representaram a maioria dos flebótomos 

capturados em Belo Horizonte/MG e Santa Luzia/MG respectivamente, com predominância 

no peridomicílio. A maior quantidade de machos capturados pode ser explicada pelo fato de 

serem atraídos para as armadilhas quando acompanham às fêmeas para a cópula, formando os 

agregados para o acasalamento (Feliciangeli, 1987).  

 

L. longipalpis foi a espécie mais abundante capturada em Porteirinha/MG (Barata et 

al., 2004; Barata et al., 2005) e em Belo Horizonte/MG, onde a espécie pareceu produzir 

quatro gerações por ano, com cerca de três meses de intervalo entre as gerações (Resende et 

al., 2006). Michalsky (2004) reforça a adaptabilidade de L. longipalpis a ambientes 

domésticos, após observação de exemplares no intra e no peridomicílio em todos os meses 

pesquisados. 

 

 

1.4.1 Influência dos fatores ambientais sobre a ocorrência e densidade de flebotomíneos 

 
A maioria dos fatores ambientais que afetam a epidemiologia das leishmanioses 

sugere que alguns dos parasitos e seus vetores podem adaptar-se às alterações ecológicas 

como os desflorestamentos e a urbanização. Como estes parasitos e vetores adaptam-se às 

condições ambientais modificadas, a epidemiologia da doença associada a eles também sofre 

mudança (Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993; Marzochi e Marzochi, 1994).  

 

As mudanças do tamanho da população de vetores, de acordo com o suceder das 

estações do ano, são significativamente controladas por fatores ambientais que variam com 

igual ritmo, como as condições climáticas e as decorrentes disponibilidades de alimentos e de 

recursos. A existência dessa variação sazonal em populações vetoras traz, em decorrência, 

aspecto equivalente na incidência das doenças por elas veiculadas. Compreende-se que tais 

feições adquiram particular interesse nos estudos epidemiológicos, objetivando o controle e a 

vigilância dessas infecções (Forattini, 2004). 
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Os hábitats naturais dos flebotomíneos caracterizam-se por possuírem uma variação na 

temperatura e umidade, o que favorece a presença desses insetos, já que os mesmos são muito 

sensíveis à dessecação. Uma pequena variação desses fatores nos microhábitats é suficiente 

para alterar a dinâmica das populações de flebotomíneos (Dias et al., 2007a). 

 

Vários trabalhos sugerem que fatores ambientais como temperatura, umidade relativa 

do ar e precipitação possam estar relacionados em diferentes graus com a ocorrência e 

densidade de flebotomíneos. A chuva pode afetar a vegetação, a temperatura, a umidade 

relativa do ar, o balanço hídrico, o reservatório e o vetor. Portanto, aparentemente, a 

precipitação anual é uma importante variável que afeta a ocorrência do vetor e a incidência da 

LV (Elnaiem et al., 2003). Barata (2005) mostrou uma correlação estatisticamente 

significativa entre o número de flebotomíneos capturados, a pluviosidade e a umidade, 

entretanto a temperatura não teve efeito significativo sobre a dinâmica desses insetos em 

Porteirinha/MG, embora França-Silva et al. (2005) tenham observado uma associação 

significativa apenas entre a variável precipitação e a densidade de L. longipalpis, não sendo 

verificada relação da densidade vetorial com a umidade relativa e a temperatura no mesmo 

município. 

 

Feliciangeli (1987) demonstrou que níveis de pluviosidade e a conseqüente umidade 

relativa do ar foram as variáveis mais importantes na sazonalidade dos flebotomíneos em um 

foco endêmico de leishmaniose cutânea na Venezuela. Em outros estudos, observou-se o 

aumento significativo da densidade populacional de L. intermedia (Souza et al., 2002; 

Meneses et al., 2002) e L. migonei (Meneses et al., 2002) durante as estações mais quentes do 

ano e decréscimo nas estações frias, demonstrando íntima correlação com a temperatura e a 

umidade. Em Belo Horizonte/MG, foi observado que os maiores números de flebotomíneos 

capturados, incluindo L. longipalpis, ocorreram no período de altas precipitações combinadas 

com altas médias de temperatura (Resende et al., 2006). É importante ressaltar que, segundo 

De Marco (2001), o excesso de chuvas representaria um risco físico para algumas espécies de 

flebotomíneos que necessitem de ambientes mais saturados de umidade para a sua 

sobrevivência, pois a inundação do solo destruiria os criadouros e mataria as pupas. 

 

Scorza (1972) na Venezuela e Condino et al. (1998) em Teodoro Sampaio/SP, não 

encontraram correlação entre o número de flebotomíneos coletados e os fatores ambientais 
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como luminosidade, temperatura, precipitação, umidade e vento. A ausência de correlação 

estatisticamente significativa entre a fauna flebotomínica e os fatores climáticos foi também 

observada por Rebêlo (2001), Souza et al. (2004), Margonari (2005) e Carvalho (2006), 

embora tenham verificado alguns picos da densidade de flebotomíneos nos meses mais 

úmidos.  

 

Gebre-Michael et al. (2004) além de demonstrarem o grau de associação entre LV e as 

variáveis altitude, temperatura e vegetação, construíram um mapa que determina o risco de 

transmissão da doença em determinadas regiões da Etiópia, Kênia e Somália. 

 

 

1.4.2 Preferência alimentar e conteúdo intestinal de flebotomíneos 

 
O estudo do comportamento alimentar e do conteúdo intestinal dos flebotomíneos 

permite a identificação dos hospedeiros, indicando os potenciais reservatórios das 

leishmanias. Em condições ambientais favoráveis, determinadas espécies de flebotomíneos 

podem alterar seu ritmo nictemeral, ou seja, o horário em que estas se tornam ativas e prontas 

para exercerem a hematofagia. Quanto ao horário de hematofagia, por sua natureza 

bionômica, esses insetos têm hábitos hematofágicos diurnos, noturnos ou indiferentes e 

podem ser capturados em diferentes horas do dia ou da noite ou até 24 horas 

ininterruptamente, mas apresentam preferência entre o entardecer e o amanhecer (Marcondes, 

2001). Alimentam-se de uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre eles o 

homem (Monteiro et al., 2005). 

 

Quinnell et al. (1992) em experimentos de campo na Ilha de Marajó/PA, 

demonstraram que fêmeas de L. longipalpis são mais atraídas por iscas humanas que por cães 

e galinhas. Resultado similar foi observado por Campbell-Lendrunm et al. (1999) para L. 

longipalpis  na Amazônia. Ximenes et al. (1999), demonstrando a densidade de flebotomíneos 

em abrigos de animais domésticos e silvestres no estado do Rio Grande do Norte, observaram 

que L. longipalpis se mostrou eclética, alimentando-se de cavalos, tatus, galinhas e preás em 

ordem decrescente e alimentu-se preferencialmente em aves na pesquisa realizada na Serra da 

Bodoquena/MS (Marassá et al., 2006). 
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Os testes de preferência alimentar com utilização de diversos anti-soros mostraram que 

fêmeas de L. longipalpis são bastante oportunistas, podendo sugar uma ampla variedade de 

vertebrados, mas preferencialmente galinhas e cavalos seguidos por roedores, cães, bois e 

homem (Barata, 2005). No ambiente peridomiciliar, muitos focos de flebotomíneos são 

mantidos próximos a galinheiros, onde as aves tornam-se alvos de repastos sanguíneos 

consecutivos, mantendo-se aí o ciclo do inseto (Andrade, 2006). Afonso et al. (2005) 

realizaram pesquisa de fonte alimentar em L. intermedia no ambiente intra e peridomiciliar 

em Mesquita/RJ, confirmando a antropofilia nos dois ambientes pesquisados, sendo este um 

fator essencial na avaliação da capacidade vetorial do inseto. 

 

A pesquisa entomológica é pré-requisito para a aplicação de medidas preventivas que 

compreendem um amplo campo de pesquisa que pode depreender esclarecimentos acerca da 

gênese da doença ou agravo. O conhecimento dos hábitos alimentares de espécies de 

flebotomíneos e de suas fontes sanguíneas tem sido muito útil no aperfeiçoamento dos 

conhecimentos sobre a epidemiologia das leishmanioses e, neste sentido, tem norteado as 

atividades de controle e vigilância, pois ajuda a entender como cada espécie interage com o 

seu hábitat e como ocorre a transmissão da LV em determinada área. 

 

 

1.5 Estudo molecular para detecção de infecção por Leishmania spp. 

 
 Apesar do importante papel das leishmanias nas doenças tropicais, o conhecimento 

atual a respeito da infecção natural de flebotomíneos coletados em áreas endêmicas é 

insuficiente para o diagnóstico parasitológico convencional, e pouco foi realizado utilizando-

se ferramentas moleculares (De Pita-Pereira et al., 2005). Os métodos mais utilizados para 

detecção de infecção são o parasitológico após dissecção do trato digestivo do inseto vetor, 

devendo ser confirmada pela cultura do parasito ou inoculação em animais de laboratório. 

Porém, a pesquisa de flagelados nesses vetores tem se mostrado operacionalmente inadequada 

e com baixa especificidade do diagnóstico, pois fêmeas de flebotomíneos também podem 

albergar outros flagelados como Trypanosoma e Endotrypanum (Paiva et al., 2007). O 

desenvolvimento de novas técnicas fundamentadas na genética, na bioquímica e na 

imunologia contribuíram para a caracterização molecular de parasitos, permitindo 

desenvolver estudos de taxonomia e epidemiologia molecular dos organismos (Lainson e 

Shaw, 1987; Grimaldi-Jr. et al., 1989; Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993).  



 

 32 

 

Os métodos moleculares apresentam vantagens de sensibilidade, especificidade e 

considerável redução de tempo, independentemente do número, estágio e localização da 

Leishmania em amostras clínicas de reservatórios e de vetores infectados (De Bruijn e Barker, 

1992; Perez et al., 1994; Minodier et al., 1997; Michalsky et al., 2002; Miranda et al., 2002; 

Weigle et al., 2002; Muller et al., 2003; De Pita-Pereira et al., 2005). Os protocolos podem 

utilizar iniciadores dirigidos a regiões conservadas (Smyth et al., 1992; Lopez et al., 1993; 

Rodriguez et al., 1994; Belli et al., 1998; Brecelj et al., 2000) e variáveis dos minicírculos do 

kDNA (Hernandez-Montes et al., 1998; Sanchez-Tejeda et al., 2001; Weigle et al., 2002). O 

controle interno da extração de DNA e da reação de PCR pode ser realizado a partir da 

utilização de iniciadores para amplificar o gene constitutivo específico (cacofonia) de 

flebotomíneos (De Pita-Pereira et al., 2005). 

 

 A técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) envolve a síntese enzimática in 

vitro de milhões de cópias de um segmento específico de DNA, na presença da taq-

polimerase. A reação baseia-se em ciclos térmicos de desnaturação da fita de DNA, seguida 

do anelamento e da extensão enzimática de um par de oligonucleotídeos utilizados como 

iniciadores que delimitam a seqüência de DNA de fita dupla, alvo da amplificação (Costa, 

2002). 

 

 Rodgers et al. (1990) foram os pioneiros na utilização da técnica de PCR na detecção 

de DNA de Leishmania tendo como alvo as moléculas de minicírculos do DNA do 

cinetoplasto (kDNA). Esses autores demonstraram a sensibilidade do método capaz de 

detectar uma única forma amastigota de L. (V.) braziliensis e até 1% do kDNA de uma 

amastigota de L. (L.) mexicana. Segundo Aransay et al. (2000), o minicírculo do kDNA é um 

marcador ideal, pois está presente em 10.000 cópias por célula e esta seqüência é conhecida 

na maioria das espécies de Leishmania. A técnica também foi utilizada por Perez et al. 

(1994), Rodriguez et al. (1999), Miranda et al. (2002), De Pita-Pereira et al. (2005), Oliveira-

Pereira et al. (2006) e Galati et al. (2006) em flebotomíneos naturalmente infectados. 

Michalsky et al. (2002) e Paiva et al. (2007) avaliaram a utilização da técnica em 

flebotomíneos experimentalmente infectados. 

 

 Paiva-Cavalcanti et al. (2007) avaliaram a utilização de PCR em tempo real para o 

diagnóstico da infecção por L. (L.) infantum chagasi, sugerindo este sistema para se estimar a 
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carga parasitária de amostras de pacientes humanos e cães com LV e, Gomes et al. (2007) 

afirmaram que a PCR é altamente sensível e específica para o diagnóstico da LV humana. 

 

A confirmação da espécie de Leishmania presente no trato digestivo do inseto vetor 

pode ser realizada por PCR-RFLP, utilizando-se a endonuclease HaeIII que digere o 

fragmento produto de PCR de 120 pb de L. (V.) braziliensis em dois fragmentos, um de 80 pb 

e outro de 40 pb; mas não digere o produto amplificado de L. (L.) amazonensis (Volpini et al., 

2004). A digestão do produto amplificado de L. (L.) infantum chagasi produz bandas com 

120, 80, 60 e 40 pbs usando-se a mesma enzima (Andrade et al., 2006). 

 

A identificação da espécie de Leishmania causadora da leishmaniose tegumentar 

americana (LTA) por PCR-RFLP foi realizada por Volpini et al. (2004), sugerindo este como 

método alternativo para detecção de L. (V.) braziliensis e L. (V.) amazonensis em áreas 

endêmicas. Paiva et al. (2004) utilizaram a PCR para distinguir os subgêneros Viannia de 

Leishmania e Andrade et al. (2006) utilizaram iniciadores específicos para diferenciar os 

complexos mexicana e braziliensis. Quaresma (2006), Andrade et al. (2005b) e Andrade et al. 

(2006) utilizaram a técnica para a diferenciação das espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) infantum chagasi em amostras de cães infectados. Santiago e Lima 

(2007), Viana et al. (2007), Kerr et al. (1995) e Costa (2002) realizaram estudos de infecção 

de roedores por Leishmania, cujos isolados obtidos foram caracterizados por análise de 

isoenzimas e PCR. Ferreira et al. (2007) investigaram a presença de Leishmania por PCR em 

mamíferos domésticos, sinantrópicos e silvestres e seus respectivos ectoparasitos. 

 

 

1.6 Vigilância epidemiológica, prevenção e controle da LV 

 
A vigilância epidemiológica adota as medidas preventivas que pressupõem a 

instalação, e subseqüente atividade continuada de sistema que se encarregue de avaliar os 

resultados, como mecanismo que permita acompanhar seguidamente o estado de saúde 

populacional, em relação ao ou aos agravos que foram e são objeto de prevenção. A 

prevenção é conhecida como promoção à saúde, cujo objetivo primordial é o de modificar as 

condições de maneira a torná-las pouco propícias para o aparecimento da doença, ou seja, 

procura-se evitar a exposição do conjunto populacional ao estímulo desencadeante. Um 

entendimento da interação entre as mudanças ambientais urbanas, cães infectados e 
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flebotomíneos vetores é um pré-requisito para a projeção de estratégias apropriadas de 

medidas de controle e prevenção das leishmanioses (Costa et al., 1999). O Brasil é o único 

país endêmico para a LV que regularmente conduz programa epidemiológico e profilático no 

combate à doença de caráter nacional (Palatnik-de-Souza et al., 2001). 

 

A descrição do potencial de transmissão das leishmanioses e a sua distribuição 

dependem da densidade dos vetores que está diretamente relacionada à biogeografia e ao 

clima das regiões (Ferreira et al., 2001; Elnaiem et al., 2003). Bejarano et al. (2002) 

propuseram um programa de controle dedicado à vigilância epidemiológica, em função das 

mudanças de comportamento das espécies de flebotomíneos frente às mudanças ambientais 

causadas pelo homem. Alvar et al. (1994) e Teodoro et al. (2003) recomendaram ainda, evitar 

o acúmulo de lixo e matéria orgânica em decomposição, que favorecem o ciclo biológico do 

inseto. 

 

As medidas gerais de controle para a LV, devido a sua enorme complexidade, devem 

ser divididas em várias frentes de ações relacionadas com os humanos, ao inseto vetor e aos 

reservatórios domésticos e situações são especialmente definidas para cada local e as medidas 

de controle devem ser flexíveis e designadas especialmente para cada região (Marzochi, 

1992). 

 

Algumas medidas integradas como o controle da leishmaniose canina, o conhecimento 

da variação sazonal e controle de flebotomíneos, a identificação e tratamento dos focos de 

infecção em áreas recentes ou estabelecidas de colonização e os conhecimentos acerca da 

distribuição geográfica das espécies de Leishmania têm um impacto significativo na redução 

de casos humanos (Alencar, 1961; Sherlock e Almeida, 1970; Dye et al., 1993; Brandão-Filho 

e Shaw, 1994; Ferreira et al., 2001; De Pita-Pereira et al., 2005). 

 

A OMS recomenda o tratamento dos casos humanos, controle químico do vetor e o 

sacrifício de cães soropositivos (Tesh, 1995; Brasil, 2003), embora modelos matemáticos 

referentes aos métodos de controle tenham sugerido que o sacrifício de cães sorologicamente 

positivos seja muito menos provável de resolver o problema da LV que a borrifação com 

inseticida para o controle dos vetores (Dye, 1996). 
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No ambiente doméstico, o cão é considerado um importante hospedeiro e fonte de 

infecção para os vetores, sendo um dos alvos nas estratégias de controle, podendo citar as 

coleiras impregnadas com deltametrina, de efeito repelente para o vetor, têm demonstrado 

resultados promissores, pois não existe tratamento eficaz ou profilático para o cão infectado 

(Lainson e Rangel, 2003; Gontijo e Melo, 2004). As metodologias utilizadas para a seleção 

dos cães a serem eliminados se baseiam no diagnóstico por técnicas sorológicas, a 

imunoadsorção enzimática (ELISA) e a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) que 

apresentam baixa sensibilidade e especificidade, podendo acarretar taxas de infecções 

subestimadas, permitindo a manutenção de animais infectados em áreas endêmicas (De Paula 

et al., 2003). A adoção do teste ELISA na rotina diagnóstica da LV canina é uma 

recomendação válida com vistas à otimização das ações de controle e monitoramento dessa 

zoonose em áreas de ocorrência endêmica (Oliveira et al., 2005) e a RIFI é considerada 

padrão ouro pela OMS, além de ser o teste de escolha para inquéritos populacionais (Amóra 

et al., 2006). 

 

Segundo Dye (1996), na reposição imediata pela população após a eliminação, os 

novos cães tornam-se infectados em aproximadamente dois meses. Apesar das ações sobre os 

cães como reservatórios serem bastante discutidas, os demais reservatórios domésticos e os 

silvestres como os ratos e os gambás, são esquecidos, sendo uma sugestão de Margonari 

(2005) que estudos nesse sentido sejam planejados e executados. 

 

Ximenes et al. (1999), Gontijo e Melo (2004) e Dantas-Torres e Brandão-Filho (2006) 

destacam a importância do conhecimento do comportamento do inseto vetor em áreas 

endêmicas, o tratamento precoce dos casos humanos e a redução do contato humano com os 

vetores, além de uma melhor definição das áreas prioritárias para o controle. Embora a 

abordagem atual do programa de controle da LV permita uma melhor definição das áreas de 

transmissão ou de risco e propõe ações de vigilância para os municípios considerados 

silenciosos (Brasil, 2003). Deve-se levar em conta ainda, a descentralização das ações de 

controle dessas doenças para os municípios (Tauil, 2006). 

 

Segundo Camargo e Langoni (2006), os métodos utilizados até o presente momento 

têm sido parcialmente efetivos na prevenção e controle da doença e Gontijo e Melo (2004) 

afirmam que as medidas de controle da doença até agora implementadas foram incapazes de 

eliminar a transmissão e impedir a ocorrência de novas epidemias, pois essas ações foram 
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sempre descontínuas por diversas razões, como problemas orçamentários e escassez de 

recursos humanos adequadamente treinados. As estratégias de controle atuais não têm sido 

capazes de prevenir a expansão geográfica, além do aumento da incidência e da letalidade da 

LV (Dantas-Torres e Brandão-Filho, 2006). Para um controle mais efetivo, há necessidade de 

determinação política, ações multi-setoriais e uso racional de inseticida (Tauil, 2006). 

 

Alves et al. (2007) em análise dos atributos qualitativos e quantitativos do sistema de 

vigilância epidemiológica da LV, concluíram que o mesmo permite detectar epidemias, 

entender características clínicas identificando possíveis mudanças e estimar a morbidade e 

mostrasse ineficiente para estimar a mortalidade e avaliar ações de prevenção e controle da 

LV. 

 

Ações de educação e saúde e participação da comunidade constituem fatores 

fundamentais nos programas de controle. A educação sanitária deve ser amplamente 

divulgada, motivando a população a adotar atitudes de conhecimento e sensibilização sobre a 

transmissão da doença, principais causas e sintomatologias. A população deve ainda, diante 

do reconhecimento dos sintomas da doença, humana ou canina, procurar órgãos de saúde 

competentes para as devidas providências, apoiando ainda, as atividades anti-vetoriais que 

estejam sendo implementadas (Monteiro et al., 1994).  

 

 

1.7 Situação da LV no estado de Mato Grosso 

 

No ano de 1973, oito casos de LV humana autóctones foram relatados em Mato 

Grosso, no município de Guiratinga (Baruffa e Cury, 1973). Entre os anos de 1992 e 1994 

foram diagnosticados 39 casos no Estado (Hueb et al., 1996), com 35 casos originados no 

município de Várzea Grande e, posteriormente estendendo-se a outras regiões (Camiá et al., 

1999). Estudos sorológicos de leishmaniose canina foram realizados no município de Cuiabá, 

por Gaspar et al. (2005) e Moura et al. (1999) que diagnosticaram uma positividade de 64,5% 

para leishmaniose. 

 

Ribeiro et al. (2002) realizaram um inventário dos vetores das leishmanioses na área 

de Aproveitamento Múltiplo de Manso (APM-Manso) que engloba os municípios de Chapada 

dos Guimarães, Nobres, Rosário Oeste e Nova Brasilândia, observando a presença de L. 
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longipalpis e L. cruzi na região, destacando o processo de domiciliação das espécies. Missawa 

e Lima (2004) discutiram a abundância de L. longipalpis em Nossa Senhora do Livramento. 

Em estudo no norte do Estado, Azevedo et al. (2002) e De Luca et al. (2003) não observaram 

a presença de L. longipalpis em Peixoto de Azevedo e Alta Floresta, respectivamente. Ribeiro 

e Missawa (2002) estudaram a distribuição espacial de flebotomíneos e a relação da 

ocorrência das espécies com os diferentes ecossistemas do Estado. Missawa e Lima (2006) 

estudaram a distribuição espacial de L. longipalpis e L. cruzi em Mato Grosso e os biomas 

preferenciais de cada espécie para indicar áreas vulneráveis e/ou receptivas para a transmissão 

da doença e Ribeiro et al. (2007) estudaram a distribuição de flebotomíneos vetores no 

Estado. 

 

Tonello et al. (2005) descreveram a situação da LV em Mato Grosso e sua rápida 

expansão, sendo que a Secretaria Estadual de Saúde vem trabalhando no sentido de dar mais 

atenção ao agravo. Segundo Maciel (2005), entre os anos de 2001 a 2003 houve uma 

progressiva evolução das informações e uma significativa redução dos casos humanos. 

 

Oliveira et al. (2003) correlacionaram a ocorrência de casos humanos de 

leishmanioses com a implantação de projetos agropecuários, abertura de estradas e o 

assentamento de trabalhadores rurais sem-terra, sem preocupação com infra-estrutura 

sanitária, situação sócio-econômica comum no estado de Mato Grosso. Ashford (2000) 

relaciona a infecção humana às relações ecológicas entre as atividades antrópicas e do 

reservatório. 

 

Mestre (2006) e Mestre e Fontes (2007) descreveram a expansão da epidemia de LV 

em Mato Grosso e revelaram que no período compreendido entre janeiro de 1998 e dezembro 

de 2005, ocorreram 138 novos casos de LV humana registrados, que pode ter sido facilitada 

pela grande rede de estradas vicinais presentes na região sudeste do Estado, contribuindo para 

o estabelecimento de correntes migratórias, disseminando a transmissão para o interior do 

Estado, resultando em coeficiente de incidência acumulada de 5,4 casos/100.000 habitantes e 

letalidade de 11,6%. 
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1.8 Situação da LV no município de Várzea Grande, estado de Mato Grosso 

 

O primeiro caso de LV em um paciente procedente do município de Várzea Grande foi 

diagnosticado em janeiro de 1988 (Hueb et al., 2000). Segundo trabalho de Ribeiro et al. 

(2000) em coleta entomológica realizada nos bairros Jardim Eldorado, São Matheus e Parque 

Sabiá, a espécie mais abundante foi L. longipalpis, perfazendo um total de 96,4% do total das 

espécies coletadas, com preferência por galinhas, evidenciando uma adaptação desses insetos 

ao ambiente peridomiciliar. No mesmo município, foram pesquisados 27 bairros no ano de 

2001, sendo constatadas altas densidades de L. longipalpis nos ambientes intra, peri e 

extradomiciliar. O vetor L. longipalpis apresentou alta densidade no peridomicílio do bairro 

Eldorado. Esses dados do ambiente peridomiciliar contribuem com as informações da 

literatura, pois segundo Marcondes (2001), o flebotomíneo é mais encontrado próximo às 

casas, em lugares úmidos, escuros, onde tem muita vegetação, local esse ideal para sua 

procriação. 

 

Mestre (2001) relatou a expansão da doença entre os anos de 1998 e 2000 em Várzea 

Grande, a partir de focos urbanos periféricos, associados às precárias condições econômicas e 

sociais das comunidades afetadas, destacando os bairros São Matheus e Jardim Eldorado 

como umas das prováveis portas de entrada da doença no município que apresentou no 

período, elevada densidade de L. longipalpis e 6% de positividade nos testes sorológicos 

caninos realizados. Segundo o autor, o registro de 13 casos humanos, todos autóctones e 

procedentes de Várzea Grande, deram início à epidemia de LV em Mato Grosso no ano de 

1998. 

 

Em pesquisa entomológica realizada em dezembro de 2002, verificou-se a ocorrência 

de alta densidade de L. longipalpis no peridomicílio do bairro São Matheus, evidenciando o 

risco de transmissão de LV para a população da área. Missawa e Lima (2005) destacaram a 

grande densidade de L. longipalpis em vários bairros do município de Várzea Grande. A 

fauna flebotomínica do município foi estudada por Missawa (2006) e Missawa e Dias (2006) 

que observaram grandes densidades de L. longipalpis, principalmente machos e no 

peridomicílio. 

 

Devido à ocorrência do vetor L. longipalpis e a prevelência de LV no município de 

Várzea Grande, a presença de cães, principal reservatório doméstico da L. (L.) infantum 
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chagasi, além da carência de trabalhos sobre o conhecimento da ecologia e distribuição 

sazonal desses vetores, fazem-se necessárias investigações entomo-epidemiológicas para que 

sejam delineadas as ações de controle da doença no estado de Mato Grosso. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

 

As leishmanioses vêm se destacando nos últimos anos, no contexto da saúde pública, 

devido a sua urbanização, caracterizada pela rápida expansão geográfica e reemergência em 

focos endêmicos antigos, sendo os casos humanos freqüentemente associados à pressão 

antrópica sobre o meio ambiente e a expansão da LV pode estar intimamente ligada a alguns 

locais com características rurais (Cesse et al., 2001). 

 

No estado de Mato Grosso ocorreram 138 casos de LV humana no período de 1998 a 

2005 e, no mesmo período foram avaliados 40.000 cães, resultando em 9% de 

soropositividade para a LV canina e presença de vetores da L. (L.) infantum chagasi foi 

observada em 14 dos 141 municípios do Estado (Mestre, 2006; Mestre e Fontes, 2007).  

 

A magnitude da epidemia fez com que o município de Várzea Grande/MT fosse 

classificado em 2002 e 2003, pelo Departamento de Vigilância Epidemiológica da Secretaria 

de Vigilância em Saúde (SVS) do Ministério da Saúde (MS), como área de transmissão 

intensa de LV no Brasil, juntamente com os municípios de Campo Grande e Corumbá/MS, 

Palmas/TO, Araçatuba/SP, Belo Horizonte e Montes Claros/MG, São Luís/MA e Teresina/PI 

(Brasil, 2003) e foi reclassificado como de transmissão moderada em 2004 e área de 

transmissão esporádica em 2005 e 2006, conforme média de casos dos últimos cinco anos. 

 

 O aumento da densidade do vetor, o convívio muito próximo do homem com o 

reservatório doméstico, o desmatamento acentuado e a constante mobilização de pessoas 

constituem as principais determinantes dos níveis epidêmicos da LV nos grandes centros 

urbanos (Marzochi e Marzochi, 1997). 

 

 O êxodo rural e o intenso fluxo migratório ocorrido nas últimas décadas no estado de 

Mato Grosso, também promoveram o crescimento desordenado de cidades como Cuiabá e 

Várzea Grande (Piaia, 2003) e, certamente contribuíram para o surgimento da atual epidemia 

de LV, pois segundo Mestre (2006), a pobreza, a desnutrição e a alta densidade de 

flebotomíneos tanto no intra quanto no peridomicílio, associada à elevada presença de animais 

domésticos, destruição de ecótopos silvestres, precárias condições de moradia, péssimas 
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condições sanitárias e baixo nível sócio-econômico representam um panorama do município 

de Várzea Grande.  

 

 Os bairros São Matheus e Jardim Eldorado, situados em uma mesma faixa periurbana 

do município de Várzea Grande, foram os mais atingidos pela LV e representaram, no início 

da epidemia, áreas de degradação ambiental provocadas pela ocupação desordenada de 

famílias de baixa renda, popularmente conhecidas como áreas de invasão ou grilo (Mestre e 

Fontes, 2007). 

 

 O conhecimento da densidade e da sazonalidade de flebotomíneos são importantes 

para o delineamento das ações de controle da doença, visando minimizar gastos com recursos 

humanos e insumos. Os estudos de endofilia e exofilia são importantes para detectar a 

presença dos flebotomíneos no ambiente intradomiciliar, alimentando-se de sangue humano, 

ou no ambiente peridomiciliar, atraídos por animais domésticos e silvestres, e sua relação com 

o risco de transmissão da LV. 

 

 O estudo do conteúdo intestinal de insetos hematófagos é de grande significado 

ecológico e epidemiológico, permitindo descobrir a identidade dos hospedeiros sobre os quais 

os flebotomíneos se alimentam, fornecendo subsídios para identificar os potenciais 

reservatórios e as respectivas estratégias de controle (Ferreira, 1945; Boreham, 1975; 

Tempelis, 1975; Ngumbi et al, 1992; Barata, 2005). 

 

 Segundo Michalsky et al. (2002), a determinação da taxa de flebotomíneos 

naturalmente infectados em áreas endêmicas e a identificação da espécie de Leishmania 

infectante são de extrema importância nos estudos vetoriais e epidemiológicos das 

leishmanioses.  

 

Considerando-se que o município Várzea Grande no estado de Mato Grosso apresenta 

casos humanos de LV em área urbana e periurbana, e condições para expansão de LV como 

alta densidade de flebotomíneos, principalmente o vetor L. longipalpis e cães com sorologia 

positiva para LV, além da carência de dados acerca da doença, do vetor, do parasito e dos 

reservatórios, tornam-se necessários estudos para o conhecimento dos aspectos envolvidos na 

transmissão da doença e conseqüentemente, para a promoção de estratégias de controle. 



 

 42 

3. OBJETIVOS 
 

 

3.1 Objetivo geral 

 

• Conhecer alguns aspectos ecológicos que influenciam a fauna flebotomínica, a densidade, 

a flutuação sazonal, a preferência alimentar, infecção natural dos flebótomos, em área de 

transmissão de LV no município de Várzea Grande, Mato Grosso. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar as espécies que compõem a fauna de flebotomíneos em área de transmissão de 

LV no município de Várzea Grande; 

 

• Determinar a densidade e a distribuição sazonal dos flebotomíneos na área de estudo; 

 

• Determinar a endofilia e a exofilia dos flebotomíneos; 

 

• Correlacionar os dados vetoriais com ocorrência de casos humanos de LV e com a 

soropositividade canina no mesmo período; 

 

• Determinar a taxa mínima de infecção natural de L. longipalpis por L. (L.) infantum 

chagasi; 

 

• Determinar a preferência alimentar de L. longipalpis e sua relação com a transmissão de 

LV. 

 

• Sugerir medidas de controle mecânico e químico a serem realizadas pela Secretaria 

Municipal de Saúde do município de Várzea Grande; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

4.1 Área de estudo 

 

O município de Várzea Grande é conhecido como a cidade industrial do estado de 

Mato Grosso (Figura 1), possui 106 bairros e população de 214.842 habitantes, com 210.849 

residentes na zona urbana e 3.993 na zona rural (IBGE, 2000 apud Ferreira, 2001) e compõe, 

juntamente com a capital Cuiabá, o chamado Conglomerado Urbano de Cuiabá ou Região 

Metropolitana de Cuiabá.  

 

Com extensão territorial de 949,53km2 e altitude de 185m, Várzea Grande tem como 

referências geográficas as coordenadas 15º32’30” latitude sul e 56º17’18” longitude oeste. 

Geograficamente localiza-se na Mesorregião Centro-sul do estado de Mato Grosso, 

microrregião Cuiabá e possui clima tropical quente e sub-úmido e precipitações de 1750 mm 

anuais. As chuvas se concentram de setembro a abril, com maior intensidade em janeiro, 

fevereiro e março, nos outros meses, as massas de ar seco sobre o centro do Brasil inibem as 

formações chuvosas, quando é comum a chegada de frentes frias vindas do sul do país, 

deixando o clima mais ameno e úmido. Quando essas frentes se dissipam, o calor, associado à 

fumaça produzida pelas constantes queimadas, faz a umidade relativa do ar cair a níveis 

baixos, às vezes abaixo dos 15%. A temperatura média anual é de 24ºC, a máxima média 

chega a 34,1ºC, mas as máximas absolutas chegam a mais de 42ºC. A mínima média em 

julho, o mês mais frio, é de 16,7ºC. O quadro geomorfológico do município é, em grande 

parte, representado pelo Planalto da Casca e pela Depressão Cuiabana. Predominam os 

relevos de baixa amplitude com altitudes que variam de 146 a 250 metros na área da própria 

cidade. A vegetação predominante no município é o cerrado, desde suas variantes mais 

arbustivas até as matas mais densas à beira dos cursos d'água (Piaia, 2003). 

 

Várzea Grande é predominantemente comercial e industrial, sendo a agricultura de 

subsistência e a pecuária é pelo sistema de cria, recria e corte (Ferreira, 2001). Através de 

incentivos fiscais e doações de terras, indústrias se instalaram na região, constituindo, 

juntamente com a capital, o principal pólo industrial do Estado. 
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O município de Várzea Grande apresentou os primeiros casos de Leishmaniose 

Visceral Humana e Canina a partir do ano de 1998, quando se realizaram planos emergenciais 

com o intuito de avaliar a extensão das Leishmanioses no município e, paralelamente 

executando ações de controle. Dados históricos da doença foram obtidos junto à Secretaria 

Municipal de Saúde (SMS) de Várzea Grande, evidenciando a prevalência da doença nos 

últimos anos. 

 

A área de transmissão localizada no setor quatro do município abrange os bairros 

Eldorado, São Matheus e Parque Sabiá (Figuras 2, 3 e 4). A escolha da área e das residências 

baseou-se em dados anteriores de pesquisa entomológica (Hueb et al., 2000; Ribeiro e 

Missawa, 2002), prevalência da LV canina e ocorrência de casos humanos da doença. 

 

No local foram verificados “in locu” processos que estão relacionados com a ocupação 

do espaço urbano e que contribuem para a ocorrência e expansão da LV, como baixa condição 

sócio-econômica dos moradores e residências sem saneamento básico adequado, coleta 

regular de lixo e rede elétrica. A observação sobre a existência de animais domésticos nas 

moradias confirmou que cães e galinhas estavam presentes em 100% das casas pesquisadas, 

seguidas por pato, peru, porco, cavalo, boi, gato e prováveis roedores e gambás no 

peridomicílio e nas proximidades, continuidade com áreas rurais e áreas de cerrado 

degradado, com ocorrência de “lixões” nos arredores dos bairros. 
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Figura 1. Área de estudo: município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil. 
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Figura 2. Município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, evidenciando a área de transmissão (círculo) 
(Fonte: Google Earth, 2006). 
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Figura 3. Município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, evidenciando os bairros Eldorado, São Matheus e 
Parque Sabiá e os pontos de captura de flebotomíneos (enumerados de 1 a 10). (Fonte: Google Earth, 2006). 
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Figura 4. Bairros pesquisados no município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 

2004 a junho de 2006 (A: Eldorado, B: São Matheus, C: Parque Sabiá). (Fotos: NAM). 

 
 

4.2 Métodos de captura 

 

4.2.1 Coletas sistematizadas 

 

As coletas sistematizadas de flebotomíneos foram realizadas no período de janeiro de 

2004 a junho de 2006 sempre na primeira semana de cada mês, totalizando 30 meses de 

capturas.  

 

Foram utilizadas armadilhas de luz do tipo CDC – Control Disease Center, Atlanta, 

USA (Sudia e Chamberlain, 1962), instaladas mensalmente, durante quatro noites 

consecutivas, expostas no entardecer e recolhidas no amanhecer, perfazendo 

aproximadamente 12 horas de coleta. As coletas foram realizadas em 10 residências, sendo 

três residências localizadas no bairro Eldorado, quatro no bairro São Matheus e três no Parque 

Sabiá, localizados no distrito leste do município de Várzea Grande. Foram instaladas duas 

armadilhas por residência, uma no peridomicílio (quintal e/ou abrigos de animais) e a outra no 

C 
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intradomicílio (quarto/dormitório) conforme Figuras 5 e 6, de maneira sistemática e de forma 

pareada, para fornecer subsídios para os estudos de endofilia e exofilia.  

 

Todas as residências foram georreferenciadas através do Sistema de Posicionamento 

Global (GPS), com consentimento de todos os moradores para a participação e a colaboração, 

sendo que durante o período de estudo não foi aplicado inseticida para o controle de insetos 

na área pesquisada e no município como um todo. 

 

Os insetos capturados foram sacrificados em câmara mortífera com acetato de etila. 

Após a triagem, os espécimes destinados à identificação taxonômica foram acondicionados 

em tubos de hemólise contendo álcool a 70% e as fêmeas ingurgitadas destinadas à análise de 

preferência alimentar foram colocados em freezer a –7ºC. 

 

 

4.2.2 Coletas não sistematizadas 

 

 Coletas não sistematizadas com o objetivo de capturar exemplares fêmeas, destinadas 

à verificação de infecção natural, foram realizadas a princípio com a utilização de capturador 

manual de Castro e pesquisa por 15 minutos na parede interna e 15 minutos na parede externa 

dos domicílios. Como este método não obteve sucesso, uma vez que não foram capturados 

flebotomíneos nas paredes das residências pesquisadas, optou-se por instalar uma armadilha 

de CDC adicional no peridomicílio de cinco das dez casas pesquisadas, durante as quatro 

noites de capturas mensais, tomando o cuidado para que a luminosidade desta armadilha não 

interferisse na captura da outra armadilha do peridomicílio. 

 

Os insetos capturados foram sacrificados em câmara mortífera com acetato de etila. 

Após a triagem e sexagem, as fêmeas destinadas à identificação para a análise molecular 

foram congeladas a –20ºC. 
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Figura 5. Instalação de armadilhas de CDC no intradomicílio (A e B). Município de Várzea Grande, Mato 

Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2005. (Fotos: NAM). 

 

A 

B 

A 
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Figura 6. Instalação de armadilhas de CDC no peridomicílio (A e B). Município de Várzea Grande, Mato 
Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2005. (Fotos: NAM). 

B 
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4.3 Preparação e montagem dos espécimes 

 

Os flebotomíneos, antes de serem montados em lâminas, foram preparados de acordo 

com técnicas padronizadas no Laboratório de Entomologia da SES, para a clarificação das 

estruturas internas necessárias para a identificação das espécies, principalmente das fêmeas. 

Antes do processo de clarificação, a conservação dos mesmos foi feita em álcool a 70%. No 

processo de clarificação os exemplares foram submetidos a diferentes soluções: Hidróxido de 

potássio 10% por 3 horas; ácido acético 10% por 20 minutos; água destilada, três séries de 15 

minutos e lacto-fenol por 24 horas. Lacto-fenol (Brasil, 2005a): Fenol cristalizado (100g), 

ácido lático (100g), glicerina (200ml) e água destilada (200ml). 

 

O material preparado foi montado em líquido de Berlese, meio aquoso que possui 

baixa refringência e, portanto possibilita a visualização das estruturas internas com nitidez, 

imprescindível para a identificação de fêmeas, embora seja considerada uma montagem 

provisória e de curta durabilidade (Langeron, 1949 apud Barata, 2005). Líquido de Berlese 

(Brasil, 2005a): Hidrato de cloral (74g), goma arábica (8g), água destilada (10ml), xarope de 

glicose (5ml) e ácido acético cristalizável (3ml). 

 

 

4.4 Identificação das espécies 

 

Os espécimes foram identificados com utilização de microscópio óptico de contraste 

de fases Olympus CX40, segundo classificação de Young e Duncan (1994), Martins et al. 

(1978) e Forattini (1962) especificamente para o gênero Brumptomyia, realizadas no 

Laboratório de Entomologia da Secretaria Estadual de Saúde de Mato Grosso, com posterior 

confirmação através de descrições originais e exemplares de referência depositados na 

coleção de flebotomíneos do Laboratório de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René 

Rachou (LALEI/CPqRR/FIOCRUZ/Belo Horizonte/MG). O material danificado foi 

identificado apenas ao nível genérico, sendo considerado Lutzomyia spp. ou Brumptomyia sp. 

Os exemplares foram depositados no Laboratório de Entomologia da Gerência de Vigilância 

de Vetores e Antropozoonoses/ Coordenadoria de Vigilância em Saúde Ambiental/ 

Superintendência de Vigilância em Saúde/ Secretaria Estadual de Saúde/ Mato Grosso 

(GEVVAN/COVSAM/SUVSA/SES/MT). 
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4.5 Dados bioclimáticos 

 
 Os dados bioclimáticos de temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e precipitação 

(mm³), referentes ao período do estudo foram obtidos junto ao 9º Distrito de Meteorologia do 

Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), sediado no município de Várzea Grande, estado 

de Mato Grosso. Nesta pesquisa foram utilizados os valores das médias mensais de cada 

variável para o estudo da sazonalidade de flebotomíneos na área de pesquisa. 

 

 

4.6 Preferência alimentar 

 
 As fêmeas ingurgitadas capturadas no campo foram congeladas a –7ºC para 

paralisação do processo digestivo. Posteriormente foram dissecadas para triagem e 

confirmação da espécie L. longipalpis. 

 

 No teste de precipitina, realizado pelo colaborador Elias Seixas Lorosa do 

Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), foi aplicado ao 

conteúdo do tubo digestivo de cada fêmea, solução salina a 0,85% e o macerado foi resfriado 

durante 12 horas a temperatura de 4 a 8ºC. Depois de centrifugado por 5 minutos a 1500rpm, 

o sobrenadante foi confrontado com anti-soros de boi, cão, cavalo, porco, roedor, ave e 

homem, segundo metodologia de Lorosa e Andrade (1998). 

 

 

4.7 Casos Humanos de LV 

 

 Os dados sobre o número absoluto dos casos humanos de LV ocorridos em Mato 

Grosso no período de janeiro de 1998 a junho de 2006 foram obtidos junto ao Sistema 

Nacional de Agravos de Notificação (SINAN) disponibilizados pela Coordenadoria de 

Vigilância Epidemiológica (COVEPI) da Secretaria Estadual de Saúde de Mato Grosso 

(SES/MT). 
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4.8 Inquérito Canino Amostral 

 

 As amostras para o diagnóstico da LV canina foram coletadas por agentes de saúde do 

município. Foram coletados 5ml de sangue por venopunção, utilizando-se o sistema 

vacuntainer, sendo posteriormente identificadas com dados do cão e de seu proprietário. As 

amostras foram encaminhadas ao Laboratório Central de Saúde Pública (MT-Laboratório) da 

Secretaria Estadual de Saúde de Mato Grosso (SES/MT) para triagem através da 

imunoadsorção enzimática (ELISA) e análise por reação de imunofluorescência indireta 

(RIFI), como descrito por Camargo e Rebonato (1969) e preconizado pelo Ministério da 

Saúde (MS), sendo considerado positivo o soro que apresentou reação em diluição igual ou 

superior ao ponto de corte de 1:40. A média da prevalência de LV canina foi calculada como 

a razão entre o número de exames positivos e exames realizados e multiplicados por 100. 

 

 Após o diagnóstico, os cães soropositivos foram recolhidos e eutanasiados no Centro 

de Controle de Zoonoses (CCZ) do município de Várzea Grande, de acordo com técnicas 

preconizadas pelo Ministério da Saúde. 

 

 

4.9 Extração de DNA de Leishmania sp. 

 
 As fêmeas de L. longipalpis, anteriormente dissecadas para a confirmação da espécie, 

foram colocadas em “pool” de 10 indivíduos em tubo de microcentrífuga. O isolamento do 

DNA foi realizado conforme Souza et al. (2004) e Michalsky et al. (2002), através da 

maceração dos exemplares a seco (sob gelo), utilizando-se um pistilo plástico autoclavado. 

Adicionaram-se 50,0µl de tampão de lise celular (100mM Tris-HCL, 100mM NaCl, 25mM 

EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), seguido de nova maceração. As amostras foram digeridas a 37ºC 

durante a noite pela adição de 1,0µl de proteinase K (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA) (10mg/ml). 

 

 Para a extração com fenol-clorofórmio (Ausubel et al., 1992), após a incubação, 

acrescentou-se 70µl de água Milli Q® (Millipore, Billerica, MA, US) estéril e 120µl de fenol 

saturado em tampão e foi homogeneizada vigorosamente utilizando se um vórtex por 20 

segundos e centrifugada a 14.000rpm durante 5 minutos à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo de microcentrífuga, extraiu-se novamente com o 
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fenol, repetindo-se o processo anterior. O sobrenadante foi novamente transferido para outro 

tubo de microcentrífuga e adicionaram-se 120µl de clorofórmio/ álcool isoamílico (24:1) e foi 

centrifugado por cinco minutos a 14.000rpm. Repetiu-se a extração com clorofórmio/ álcool 

isoamílico. 

 

 Após adição de 20µl de acetato de sódio 3M pH 5,2 e 200µl de etanol absoluto gelado, 

as amostras foram colocadas a –20ºC durante a noite, para precipitação do pellet. 

 

 Após centrifugar por 30 minutos a 14.000rpm em centrífuga refrigerada (4ºC), o 

sobrenadante foi desprezado, inclinando-se o tubo de microcentrífuga de uma só vez. O DNA 

sedimentado foi lavado com 100µl de etanol 70% gelado e centrifugado por 15 minutos a 

14.000rpm em centrífuga refrigerada. O sobrenadante foi desprezado cuidadosamente para 

não deslocar o pellet e o tubo de microcentrífuga foi invertido sobre papel absorvente para a 

secagem do DNA. 

 

 Para dissolver o DNA adicionou-se 30µl de solução de hidratação TE 1x (10mM Tris-

HCl pH 8,0, 1mM EDTA). A pureza e a concentração foram estimadas em espectrofotômetro 

Bio Photometer (GeneQuant, Amersham Pharmacia Biotech) a 260 e 280nm. 

 

 As amostras de DNA estoque e diluídas (1+4) foram acondicionadas em freezer a –

20ºC, até o momento do uso. 

 

 

4.10 Reação em cadeia da polimerase (PCR) genérico e eletroforese em gel de 

poliacrilamida 6%  

 
 A reação de amplificação da região conservada do minicírculo do kDNA foi realizada 

em 42 amostras, segundo Michalsky et al. (2002) e Souza et al. (2004), em equipamento 

termociclador automático (Perkin-Elmer –Gene Amp PCR System 2400) em procedimento 

“Hot-start”. A mistura de reação foi preparada com 10µl de tampão de PCR (100mM Tris-

HCl, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, pH 9,0), 5 µl dNTPs (2 mM cada), 2 µl de cada iniciador 

(200 ng/µl), 0,5 µl de Taq DNA polimerase (Invitrogen) (2,5 U/µl) e 26,5 µl de água Milli 

Q®.  
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Foram adicionados 2,0µl de DNA (10 ng/µl) por reação e a amplificação do DNA foi 

realizada com iniciadores que flanqueiam a região conservada dos minicírculos de kDNA de 

todas as espécies de Leishmania e correspondem à origem de replicação de ambas as fitas de 

DNA (Degrave et al., 1994): 5' GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3'; 5'CCG CCC CTA 

TTT TAC ACC AAC CCC 3'; 5'GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3' que 

amplificam o fragmento de DNA e 120 pares de bases (pb) da região conservada do 

minicírculo do kDNA de Leishmania. 

 

 Os ciclos de amplificação consistiram em um passo de desnaturação inicial a 94ºC por 

cinco minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 

50ºC por 30 segundos; extensão a 72ºC por 30 segundos e uma extensão final a 72ºC por dez 

minutos (De Bruijn e Barker, 1992; Michalsky et al., 2002). 

 

 Em cada conjunto de reação de PCR, foram incluídos um controle negativo sem DNA 

e um controle positivo com kDNA purificado da cepa de referência de L. (L.) braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903). 

 
 Para a detecção do DNA da Leishmania foi utilizado o método de eletroforese em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE) descrita por Laemmli (1970) e modificada por Jackman 

(1985) apud Pinheiro et al. (1999) por apresentar maior sensibilidade. 

 

 O gel separador foi preparado numa concentração de 6% (Bis-acrilamida 30%, TBE 

5x, água Milli Q®, 10ml; persulfato de amônio 10% 125µl, TEMED 12,5µl). As amostras 

foram diluídas em tampão da amostra (TA) 2x (400µl DDW; 200µl TA 6x), TA 6x (azul de 

bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%, glicerol PA 30%). 

 

Alíquotas de 5µl do marcador PhiX 174RF e da mistura 5µl TA 2x e 5µl da amostra, 

foram aplicadas no gel de poliacrilamida (6%). 

 

 A eletroforese foi realizada em tampão TBE (0,089M TRIS-HCL, 0,089M ácido 

bórico, 0,02M EDTA) utilizando o sistema PS 500-1. A migração foi feita com uma voltagem 

inicial de 50V (15mA/gel) por cinco minutos até a separação dos corantes, passando 

posteriormente a 100V. 
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 Após a eletroforese em temperatura ambiente, o gel foi fixado (etanol PA 15ml; ácido 

acético 750µl; água Milli Q® 150ml) por 10 minutos, sob agitação suave, e corado com 

solução de nitrato de prata (0,2%) para melhor visualização das bandas (Blum et al., 1987) e, 

posteriormente revelado com solução reveladora (NaOH 0,75M 30g; água Milli Q® 1000ml, 

formaldeído 0,1M 1:100) (Pinheiro et al. 1999 modificado). 

 

 

4.11 Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP) do produto 

obtido pela reação em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em gel de 

poliacrilamida 10% 

 
 As três amostras positivas no PCR genérico foram submetidas à reação de PCR-RFLP. 

Os marcadores RFLP são os sítios de restrição e as endonucleases são enzimas que 

reconhecem e cortam seqüências específicas de DNA. Os fragmentos de DNA foram então, 

separados segundo seu comprimento por eletroforese em gel de poliacrilamida. A região 

conservada do minicírculo do kDNA foi utilizada para diferenciar L. (L.) amazonensis de L. 

(V.) braziliensis e de L. (L.) infantum chagasi (Volpini et al., 2004). 

 

 A endonuclease ApaLI apenas digere o produto de PCR de L. (V.) braziliensis em dois 

fragmentos, um de 88 pb e outro de 32 pb, mantendo os fragmentos de 120 pb em L. (L.) 

amazonensis e L. (L.) infantum chagasi (Andrade et al., 2006). A HaeIII digere o fragmento 

produto de PCR de 120 pb de L. (V.) braziliensis em dois fragmentos, um de 80 pb e outro de 

40 pb; mas não digere o produto amplificado de L. (L.) amazonensis (Volpini et al., 2004). A 

digestão do produto amplificado de L. (L.) infantum chagasi produz bandas com 120, 80, 60 e 

40 pbs usando-se a mesma enzima (Andrade et al., 2006).  

 

 As amostras referência de Leishmania utilizadas foram L. (L.) amazonensis 

(IPLA/BR/67/PH8), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930) e L. (L.) infantum chagasi 

(MHOM/BR/74/PP/75). 

 

 Três microlitros do produto amplificado por PCR foram utilizados com a adição de 

1,0µl de tampão e 5,9µl de água Milli Q® e as endonucleases 0,1µl de HaeIII (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) ou ApaLI (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) para digestão 

por 3:30 horas à 37ºC.  Ao produto digerido adicionou-se 10µl de tampão da amostra (TA) 2x 
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(400µl DDW; 200µl TA 6x), TA 6x (azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%, glicerol 

PA 30%). 

 
 Os fragmentos de restrição foram separados em gel de poliacrilamida, descrita 

anteriormente, na concentração de 10%. 

 

 Foram aplicados no gel 4,0µl do Padrão de Peso Molecular (PM) e 8,0µl da amostra 

em cada canaleta. Os géis foram corados com nitrato de prata 0,2%. 

 

 

4.12 Reação em cadeia da polimerase (PCR) de gene constitutivo específico de 

flebotomíneo (cacofonia) e eletroforese em gel de poliacrilamida 10% 

 
 Para a confirmação de extração de DNA de flebotomíneos, foi utilizado um par de 

iniciadores para amplificar o gene constitutivo específico (cacofonia) da região IV56 de 

flebotomíneos neotropicais do gênero Lutzomyia: 5Llcac 5' GTG GCC GAA CAT AAT GTT 

AG 3' e 3Llcac 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3' (Lins et al., 2002), gerando um 

produto de 220 pb, demonstrando que o gene da cacofonia pode ser utilizado como um 

importante controle interno da reação de PCR, evitando resultados falso negativos. 

 

 As reações foram realizadas em um volume final de 27µl contendo Tampão 1X de Taq 

Polimerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4,5mM MgCl2, 200µM de cada 

dNTP (invitrogen), 0,2µl de cada iniciador, 1,25U Taq Gold DNA Polimerase (Applied 

Biosystem), 2µl de amostra de DNA e 21µl de água Milli Q®. 

 

 A mistura foi incubada no termociclador automático (Perkin-Elmer-Gene Amp PCR 

System 2400) em procedimento “Hot-start” a 94ºC por 12 minutos para a ativação da enzima, 

seguida por 35 ciclos, cada um consistindo de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 55ºC e 30 

segundos a 72ºC após o último ciclo, a extensão foi continuada por mais 10 minutos a 72ºC. 

 

 Foram utilizados 5µl do marcador PhiX147RF para aplicação em gel de poliacrilamida 

10% e 10 µl da mistura de TA 2x e 5µl da amostra (1:1). 
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 Para a detecção do DNA de flebotomíneo foi realizada a eletroforese em gel de 

poliacrilamida, descrita anteriormente, na concentração de 10%. Os géis foram corados com 

nitrato de prata 0,2%. 

 

 

4.13 Controle de contaminação por DNA exógeno 

 

 A contaminação por DNA exógeno foi evitada pelo cuidadoso manuseio de pipetas e 

reagentes. Um controle negativo sem DNA foi incluído em todos os testes. As amostras 

positivas foram confirmadas pela repetição da reação. 

 

 

4.14 Cálculo da taxa mínima de infecção 

 

 Devido às amostras serem constituídas por “pools” de insetos (1 “pool” = 10 fêmeas), 

para o cálculo da taxa mínima de infecção de L. longipalpis, adotou-se se fórmula: “Taxa de 

infecção (TI) = número de grupos (“pools”) positivos x 100 / número total de insetos”, 

considerando-se no mínimo uma fêmea infectada por amostra. 

 

 

4.15 Análise estatística dos dados 

 
A análise de regressão múltipla é uma metodologia estatística que utiliza a relação 

entre duas ou mais variáveis quantitativas ou qualitativas, de tal forma que uma variável pode 

ser predita a partir de outra. A regressão linear simples apresenta duas variáveis e a relação 

entre elas pode ser representada por uma linha reta. A análise de regressão apresenta os dados 

através de um modelo linear aditivo, onde o modelo inclui um componente sistemático 

(X=variável ambiental) e um aleatório (Y=densidade de flebotomíneos). O indicador utilizado 

foi o coeficiente de determinação (R2) entre o par ordenado (X,Y), onde o mesmo demonstra a 

correlação explicada que minimiza os desvios entre os dados reais e estimados, ou seja, define 

a qualidade do ajustamento da linha correspondente e determina a qualidade dos dados e das 

variáveis testadas no modelo de regressão. Portanto, R2 deve estar entre 0 e 1, 

matematicamente 0 ≤ R2 ≤ 1. Quanto mais próximo de 1, significa que existe relação 

explicada entre X e Y. 
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Para a investigação da associação entre a população de flebotomíneos e o número de 

casos de LV canina foi utilizado o teste de correlação linear de Pearson. As análises 

estatísticas foram realizadas com a com utilização do software Sigma Stat (Jandel, 1995), 

considerando-se o nível de significância P≤0,05. 

 

 

4.16 Considerações éticas 

 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Secretaria Estadual de 

Saúde de Mato Grosso, conforme protocolo nº176/2006-CEP/SES/MT (Anexo 1). 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1 Fauna de flebotomíneos 

 

Foram capturados flebotomíneos dos gêneros Lutzomyia França, 1924 com 22 

espécies e uma espécie do gênero Brumptomyia França & Parrot, 1921, são elas: Lutzomyia 

acantopharynx Martins, Falcão & Silva, 1962; L. aragaoi (Costa Lima, 1932); L. carmelinoi 

Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw, 1986; L. cerradincola Galati, Nunes, Oshiro & Dorval, 1995; 

L. corumbaensis Galati, Nunes, Oshiro & Rego, 1989; L. dendrophyla (Mangabeira, 1942); L. 

evandroi (Costa Lima & Antunes, 1936); L. flaviscutellata (Mangabeira, 1942); L. 

hermanlenti Martins, Silva & Falcão, 1970; L. lenti (Mangabeira, 1938); L. longipalpis (Lutz 

& Neiva, 1912); L. longipennis (Barreto, 1946); L. lutziana (Costa Lima, 1932); L. 

punctigeniculata (Floch & Abonnenc, 1944); L. sallesi (Galvão & Coutinho, 1939); L. 

saulensis (Floch & Abonnenc, 1944); L. scaffi (Damasceno & Arouck, 1956); L. sordellii 

(Shannon & Del Ponte, 1927); L. teratodes Martins, Falcão & Silva, 1964; L. termitophila 

Martins, Falcão & Silva, 1964; L. walkeri (Newstead, 1914); L. whitmani (Antunes & 

Coutinho, 1939) e B. brumpti (Larrousse, 1920). 

 

Do total de 12.833 flebotomíneos, foram capturados 8.484 machos (66,11%) e 4.349 

fêmeas (33,89%), sendo que 1.840 dos indivíduos (14,34%) foram coletados no intradomicílio 

e 10.993 (85,66%) no peridomicílio, conforme Tabela I, que apresenta também o percentual 

de cada espécie. 

 

A espécie L. longipalpis apresentou-se predominante com 65,23% dos indivíduos 

capturados (Figura 7). A freqüência relativa das espécies mais numerosas foi: L. longipalpis 

(65,23%), L. evandroi (16,26%), L. lenti (7,69%), L. whitmani (4,92%), L. sallesi (2,34%), L. 

termitophila (1,32%) e outras espécies representaram 2,24%, conforme Figura 8, 

apresentando preferência pelo ambiente peridomiciliar (Figura 9). 

 

Lutzomyia longipalpis foi freqüente tanto em ambiente intradomiciliar quanto no 

peridomiciliar (Figuras 10 e 11). Houve predominância de machos em ambos os ambientes 

(Figura 12). 
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A distribuição das espécies por mês e por sexo está representada na Tabela II, com 

ocorrência de L. evandroi, L. longipalpis, L. sallesi e L. whitmani em todos os meses 

trabalhados.  

 

A Tabela III apresenta distribuição mensal em cada um dos bairros pesquisados, onde 

podemos observar a ocorrência de 3.037 flebotomíneos no bairro Eldorado (23,66%), 6.303 

no bairro São Matheus (49,12%) e 3.493 no Parque Sabiá (27,22%). A distribuição dos 

flebotomíneos apresentou maior abundância no ambiente peridomiciliar do bairro São 

Matheus, conforme observado na Figura 13. 

 

 Conforme Tabela IV, as espécies que ocorreram nos três bairros durante o período da 

pesquisa foram L. cerradincola, L. evandroi, L. hermanlenti, L. lenti, L. longipalpis, L. 

lutziana, L. sallesi, L. saulensis, L. sordellii, L. teratodes, L. termitophila, L. whitmani e B. 

brumpti. 

Tabela I . Flebotomíneos capturados, por sexo e por ambiente, no município de Várzea Grande, Mato 
Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 

  Intradomicílio Peridomicílio   

 Espécie ♂ ♀ ♂ ♀ Total % 
1 L. acantopharynx  4 4 2 3 13 0,10 
2 L. aragaoi  - 1 - - 1 0,01 
3 L. carmelinoi  2 - 1 1 4 0,03 
4 L. cerradincola 1 2 4 1 8 0,06 
5 L. corumbaensis  1 - - - 1 0,01 
6 L. dendrophyla  - 1 - 2 3 0,02 
7 L. evandroi  150 162 952 823 2087 16,26 
8 L. flaviscutellata  - 3 2 5 10 0,08 
9 L. hermanlenti  1 - 1 3 5 0,04 
10 L. lenti  39 36 621 291 987 7,69 
11 L. longipalpis  853 264 5142 2112 8371 65,23 
12 L. longipennis  - - - 2 2 0,02 
13 L. lutziana  1 - 1 2 4 0,03 
14 L. punctigeniculata  - 4 4 7 15 0,12 
15 L. sallesi  46 77 78 99 300 2,34 
16 L. saulensis  - - 1 6 7 0,05 
17 L. scaffi  - - - 1 1 0,01 
18 L. sordellii  21 21 13 34 89 0,69 
19 L. teratodes  3 10 7 13 33 0,26 
20 L. termitophila  18 30 32 89 169 1,32 
21 L. walkeri  - - 5 2 7 0,05 
22 L. whitmani  47 22 385 178 632 4,92 
23 Lutzomyia spp.  - 1 3 2 6 0,05 
24 B. brumpti  6 6 24 23 59 0,46 
25 Brumptomyia sp.  - 3 13 3 19 0,15 

Sub-Total 1193 (9,30%) 647 (5,04%) 7291 (56,81%) 3702 (28,85%) 12833 100 
Total 1840 (14,34%) 10993 (85,66%) 12833 100 

L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia    
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Tabela II. Flebotomíneos capturados com armadilha de CDC por espécie, sexo e mês, no município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a 
junho de 2006 (L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia). 

 Espécies de Flebotomíneos 
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Ano Mês ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

Jan - - - - - - - - - - - - 58 61 - - - - 63 46 324 182 - - - - 

Fev - 1 - - - - - - - - - - 228 167 - - - - 174 70 239 136 - - - - 

Mar - - - - - - - - - - - - 306 247 - 1 - - 184 70 439 143 - 1 - - 
Abr - - - - - - - - - - - - 12 14 - - - - 8 10 202 155 - 1 - - 

Mai - - - - - - - - - - - - 7 6 - - - - 1 - 28 14 - - - - 

Jun - - - - - - - - - - - - 9 7 - - - - 2 - 56 19 - - - - 

Jul - - - - - - 1 - - - - 1 12 8 - 2 - - 4 - 84 24 - - - - 
Ago - 1 - 1 - - - - 1 - - - 13 8 1 - 1 - 4 3 310 83 - - - - 

Set - - - - - - - - - - - - 10 16 - 1 - - 2 1 121 32 - - - - 

Out - - - - - - - - - - - - 15 12 - - - - 12 2 88 26 - - - - 

Nov - - - - - - - - - - - - 12 17 - - - - 9 9 160 46 - - - - 

2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dez - - - - - - - - - - - - 17 32 - - - - 7 7 395 134 - - - - 

Jan - - - - - - - - - - - - 28 31 - - - - 7 12 138 41 - - - - 

Fev - - - - 1 - - - - - - - 9 10 - - - - - - 30 10 - - - - 

Mar - - - - - - 2 - - - - 1 9 12 - 1 - - 2 4 4 1 - - - - 
Abr - - - - - - - - - - - - 11 19 - 2 - - 3 4 176 105 - - - - 

Mai - - - - - - - - - - - - 2 5 - - 1 - - - 167 68 - - 1 2 

Jun - - - - - - - - - - - - 10 9 1 - - - 3 3 165 74 - - - - 

Jul - - - - - - - - - - - - 3 5 - - - - 2 3 60 11 - - - - 
Ago - 1 - - - - - 1 - - - - 5 7 - - - 1 2 - 100 35 - - - - 

Set - - - - - - - - - - - - 5 2 - - - - - 2 37 7 - - - - 

Out 3 1 - - - - - - - - - - 45 45 - - - - 9 10 305 95 - - - - 

Nov 3 3 - - - - - 1 - - - - 92 75 - - - - 22 18 181 53 - - - - 

2005 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dez - - - - - - - - - - - - 65 72 - - - 1 57 15 187 27 - - - - 

Jan - - - - 2 1 - - - - - - 9 6 - - - - 3 2 669 227 - - - - 

Fev - - - - - - 2 1 - - - - 91 61 - - - - 79 32 642 260 - - - - 

Mar - - - - - - - - - - - - 16 21 - - - - 1 2 490 279 - - - - 

Abr - - - - - - - - - - - - 3 5 - 1 - - - 2 104 36 - - - - 

Mai - - - - - - - - - - - - - 1 - - - 1 - - 14 22 - - 1 - 

2006 
 
 
 
 
 
 Jun - - - - - - - - - - - 1 - 4 - - - - - - 80 31 - - - - 

Total 6 7 0 1 3 1 5 3 1 0 0 3 1102 985 2 8 2 3 660 327 5995 2376 0 2 2 2 

% 0,05 0,06 0,00 0,01 0,02 0,01 0,04 0,02 0,01 0,00 0,00 0,02 8,59 7,68 0,02 0,06 0,02 0,02 5,14 2,55 46,72 18,51 0,00 0,02 0,02 0,02 
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 Espécies de Flebotomíneos 
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Ano Mês ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ Total % 

Jan 1 1 4 7 - - - - - 2 1 1 - 7 - - 4 2 - - - - 2 - 766 5,97 

Fev 1 2 1 8 - - - - 2 3 - - 1 16 - - 55 17 - 1 - - - - 1122 8,74 

Mar - - 6 9 - - - - 1 1 - - 6 5 - - 24 13 - - - - 2 - 1458 11,36 
Abr - 1 9 6 - - - - 2 1 - 4 - 2 - - 12 4 - - - - 6 6 455 3,55 

Mai - - 1 2 - - - - - - - - 1 1 - - 8 2 - - - - - - 71 0,55 

Jun - - 1 2 - - - - - - - - 2 3 - - 12 3 - - - - - - 116 0,91 

Jul - - 1 3 - - - - 1 1 - - 4 5 - - 17 5 - - - - 1 - 174 1,36 
Ago - - 6 2 - - - - 2 - - 1 2 2 - - 21 15 - - - - 1 - 478 3,73 

Set - - 3 1 - - - - 1 2 - - 3 - - - 11 12 - - - - 1 - 217 1,70 

Out - - - 3 - - - - - - 1 - - - - - - 1 - - - - - - 160 1,25 

Nov - - 4 4 - - - - 1 2 2 1 2 1 - - 13 6 - - 4 - - - 293 2,28 

2004 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dez - 1 3 3 1 2 - - 4 8 - 3 1 4 - - 22 24 - - 2 - - - 670 5,22 

Jan - - 1 7 - - - - - 1 - 1 1 3 - - 16 3 - - 3 - - - 293 2,28 

Fev - - 1 - - - - - 1 - - - - 2 - - 4 2 - - 2 - - - 72 0,56 

Mar - 1 6 9 - - - - - 1 2 5 1 2 - - 1 1 2 - - 3 - - 70 0,55 
Abr - - 5 7 - - - - - 2 - 2 1 4 - - 23 16 - - 9 4 - - 393 3,06 

Mai - - 5 6 - 1 - - 1 - 1 - - 1 - - 15 5 - - - 5 - - 286 2,23 

Jun - - 5 - - - - - 2 1 - 1 - 2 - - 38 20 - - 2 4 - - 340 2,65 

Jul - 1 4 1 - - - - - 3 - - - - - - 2 4 - - 1 - - - 100 0,78 
Ago - - 10 10 - - - - - - - - 1 4 - - 10 11 - 1 - - - - 199 1,55 

Set - - 2 4 - - - - 1 - - - 1 1 - - 6 1 - - - 1 - - 70 0,55 

Out - - 9 16 - - - 1 - 1 - - 4 3 - - 22 5 - - - - - - 574 4,47 

Nov 1 - 12 18 - 1 - - 11 9 3 3 12 26 - - 12 4 - - - 5 - - 565 4,40 

2005 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dez - 1 4 12 - 1 - - 2 10 - 1 4 10 5 2 16 1 - 1 4 4 - - 502 3,91 

Jan 1 - 1 8 - 1 - - 1 1 - - - 2 - - 4 0 - - 1 - - - 939 7,32 

Fev - 1 9 15 - - - - - 4 - - 2 9 - - 23 6 - - - 2 - - 1239 9,66 

Mar - 2 8 11 - - - - - 1 - - - 2 - - 20 14 - - 1 - - - 868 6,76 

Abr - - - 1 - - - - - - - - - 1 - - 6 2 - - - - - - 161 1,26 

Mai - - - 1 - - - - - - - - - - - - 6 - - - - - - - 46 0,36 

2006 
 
 
 
 
 
 Jun - - 3 - - - - - 1 1 - - 1 1 - - 9 1 1 - 1 1 - - 136 1,06 

Total 4 11 124 176 1 6 0 1 34 55 10 23 50 119 5 2 432 200 3 3 30 29 13 6 12833 100 
% 0,03 0,09 1,00 1,37 0,01 0,05 0,00 0,01 0,27 0,43 0,08 0,18 0,39 0,93 0,04 0,02 3,37 1,56 0,02 0,02 0,23 0,23 0,10 0,05 100   
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Tabela III. Distribuição dos flebotomíneos coletados por bairro, sexo, ambiente e mês, no município de Várzea 
Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 

 
  Bairros  

   Eldorado  São Matheus  Parque Sabiá  
  intra peri      intra     peri intra peri  

Ano Mês ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ Total  
2004 Jan 3 2 20 17 3 5 131 157 - - 300 128 766 

 Fev 2 2 484 291 2 1 106 73 - - 107 54 1122 
 Mar 5 1 551 355 9 3 103 41 17 4 283 86 1458 
 Abr 1 4 37 23 2 6 145 132 7 15 59 24 455 
 Mai 3 - 6 8 1 1 11 2 1 - 24 14 71 
 Jun - - - - - - 82 34 - - - - 116 
 Jul 2 3 16 14 8 4 16 8 55 16 28 4 174 
 Ago 12 8 52 24 43 9 125 41 75 25 55 9 478 
 Set 2 4 18 14 11 4 59 25 30 7 32 11 217 
 Out 25 11 25 17 5 - 21 7 8 4 32 5 160 
 Nov 27 11 31 18 10 2 49 17 7 4 83 34 293 
 Dez 32 12 190 80 3 3 31 24 9 6 187 93 670 

2005 Jan 31 6 33 39 4 2 13 7 33 18 80 27 293 
 Fev 14 4 8 4 - 1 18 13 4 1 4 1 72 
 Mar 3 4 11 11 - - 10 8 2 6 3 12 70 
 Abr 4 9 13 16 3 7 200 120 3 6 5 7 393 
 Mai 1 2 4 7 6 2 179 77 2 1 1 4 286 
 Jun 4 1 18 12 17 5 180 88 3 1 4 7 340 
 Jul 1 1 2 4 5 3 33 13 2 1 29 6 100 
 Ago 1 3 9 12 17 12 39 21 13 3 49 20 199 
 Set 2 1 8 5 9 4 10 5 8 2 15 1 70 
 Out 4 6 17 24 65 38 266 91 9 8 36 10 574 
 Nov 15 14 8 12 112 94 186 78 7 6 21 12 565 
 Dez 8 4 14 27 103 33 180 71 9 13 30 10 502 

2006 Jan 4 4 15 7 41 16 620 211 2 2 9 8 939 
 Fev 4 5 24 21 106 53 465 196 9 5 240 111 1239 
 Mar - 1 6 6 53 38 199 107 4 7 274 173 868 
 Abr 2 1 1 2 - 5 19 4 2 - 89 36 161 
 Mai 1 2 - 1 2 - 17 19 - 1 1 2 46 
  Jun 2 2 1 1 16 5 63 25 1 1 13 6 136 

Sub-Total 215 128 1622 1072 656 356 3576 1715 322 163 2093 915 12833 
Sub-Total 343 (2,67%) 2694 (20,99%) 1012 (7,89%) 5291 (41,23%) 485 (3,78%) 3008 (23,44%) 12833 

Total 3037 (23,66%) 6303 (49,12%) 3493 (27,22) 12833 
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Tabela IV. Flebotomíneos coletados por bairro, ambiente e sexo no município de Várzea Grande, Mato 
Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 

 
 Eldorado São Matheus Parque Sabiá  
 intra peri intra peri intra peri  

Espécie ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ Total  
L. acantopharynx - - - - 4 2 - 1 - 2 2 2 13 
L. aragaoi - - - - - 1 - - - - - - 1 
L. carmelinoi - - - - 2 - - - - - 1 1 4 
L. cerradincola - - 2 - - 2 2 1 1 - - - 8 
L. corumbaensis - - - - - - - - 1 - - - 1 
L. dendrophyla - - - 2 - 1 - - - - - - 3 
L. evandroi 30 29 653 538 90 84 174 144 30 49 125 141 2087 
L. flaviscutellata - 2 2 4 - 1 - 1 - - - - 10 
L. hermanlenti - - 1 1 - - - 1 1 - - 1 5 
L. lenti 18 8 371 171 11 20 109 50 10 8 141 70 987 
L. longipalpis 136 52 436 184 482 139 3012 1325 235 73 1694 603 8371 
L. longipennis - - - - - - - 2 - - - - 2 
L. lutziana - - 1 1 1 - - - - - - 1 4 
L. punctigeniculata - 1 3 4 - 3 1 3 - - - - 15 
L. sallesi 12 22 42 43 24 44 28 46 10 11 8 10 300 
L. saulensis - - 1 2 - - - 2 - - - 2 7 
L. scaffi - - - 1 - - - - - - - - 1 
L. sordellii 2 2 6 15 14 17 2 10 5 2 5 9 89 
L. teratodes - 2 4 5 2 5 2 4 1 3 1 4 33 
L. termitophila 2 4 19 39 14 23 10 34 2 3 3 16 169 
L. walkeri - - - 1 - - 5 1 - - - - 7 
L. whitmani 12 4 61 46 10 8 216 83 25 10 108 49 632 
Lutzomyia spp. - - 2 - - 1 1 - - - - 2 6 
B. brumpti 3 1 10 13 2 4 10 7 1 1 4 3 59 
Brumptomyia spp. - 1 8 2 - 1 4 - - 1 1 1 19 

Sub-Total  215 128 1622 1072 656 356 3576 1715 322 163 2093 915 12833 
Sub-Total 343 2694 1012 5291 485 3008 12833 

Total 3037 6303 3493 12833 
L. = Lutzomyia; B. = Brumptomyia    
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Figura 7. Distribuição mensal de flebotomíneos capturados no município de Várzea Grande, Mato 
Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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Figura 8. Flebotomíneos capturados no município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de 
janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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Figura 9. Flebotomíneos capturados nos ambientes intradomiciliar e peridomiciliar, no município de 
Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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Figura 10. Flebotomíneos capturados no ambiente intradomiciliar, município de Várzea Grande, Mato 
Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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Figura 11. Flebotomíneos capturados no ambiente peridomiciliar, município de Várzea Grande, Mato 
Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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Figura 12. Distribuição percentual de flebotomíneos capturados de acordo com o sexo, no município de 
Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. A. Exemplares de 

flebotomíneos (diversas espécies); B. Exemplares de L. longipalpis 
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Figura 13. Flebotomíneos capturados nos bairros Eldorado, São Matheus e Parque Sabiá, no município de 
Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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5.2 Dados bioclimáticos 

 

 Na Tabela V e na Figura 14 estão os dados de temperatura (ºC), umidade relativa 

do ar (%) e precipitação (mm³) média mensal do município de Várzea Grande, do 

período da pesquisa. 

 

 

Tabela V. Condições climáticas no município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no 
período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 

 
  Temperatura Umidade Relativa Precipitação 

Ano Mês (ºC) do Ar (%) (mm³) 
2004 Jan 27,20 83,00 174,90 

 Fev 27,40 84,00 223,10 
 Mar 27,70 79,00 71,20 
 Abr 27,00 81,00 93,00 
 Mai 23,20 84,00 19,80 
 Jun 23,90 71,00 - 
 Jul 23,40 72,00 62,70 
 Ago 25,20 60,00 - 
 Set 27,20 52,00 11,90 
 Out 28,20 67,00 103,80 
 Nov 27,10 75,00 216,80 
 Dez 27,90 72,00 176,90 

2005 Jan 27,90 83,00 131,10 
 Fev 26,50 96,00 220,90 
 Mar 27,50 78,00 200,80 
 Abr 23,20 64,00 56,20 
 Mai 22,90 66,00 8,10 
 Jun 18,10 64,00 14,30 
 Jul 23,70 61,00 - 
 Ago 26,40 53,00 1,00 
 Set 25,80 63,00 43,30 
 Out 28,30 69,00 121,40 
 Nov 27,90 72,00 90,50 
 Dez 27,70 76,00 104,10 

2006 Jan 27,20 79,00 152,90 
 Fev 27,00 82,00 355,50 
 Mar 27,00 84,00 273,10 
 Abr 25,90 82,00 154,70 
 Mai 22,90 73,00 12,50 
 Jun 21,00 67,00 7,20 

Fonte: 9º Distrito de Meteorologia/MT/INMET 
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Figura 14. Variáveis bioclimáticas no município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de 
janeiro de 2004 a junho de 2006 (Fonte: 9º Distrito de Meteorologia/MT/INMET). 

 

 

5.3 Fauna de flebotomíneos e os dados bioclimáticos  

 

No presente estudo não foram observadas correlações significativas entre as 

variáveis independentes (temperatura, umidade relativa do ar e precipitação) e a variável 

dependente (flebotomíneos), encontrando-se valores de R² iguais a 0,1672, 0,1044 e 

0,2653 respectivamente, com P≤0,05. 

 

Observou-se um discreto aumento da densidade de flebotomíneos, em especial 

de L. longipalpis no período subseqüente as primeiras chuvas e com registro dos 

maiores valores de umidade relativa do ar (entre os meses de outubro e março) 

conforme Figura 15, porém a associação não foi estatisticamente significativa (Figura 

16). 
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Figura 15. Número de indivíduos de flebotomíneos em relação à média de temperatura (ºC), umidade 
relativa do ar (%) e precipitação (mm³) no município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período 

de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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Figura 16. Diagrama de dispersão entre o número de flebotomíneos capturados e as variáveis ambientais 
temperatura (ºC), umidade relativa do ar (%) e precipitação (mm³) no município de Várzea Grande, Mato 

Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 
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5.4 Preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis 

 
 Do total de 2.376 fêmeas de L. longipalpis capturadas no período da pesquisa, 

104 foram encontradas ingurgitadas, representando 4,38%. Das 104 fêmeas de L. 

longipalpis ingurgitadas, 32 (30,77%) foram capturadas no intradomicílio e 72 

(69,23%) no peridomicílio. 

 

 Na Tabela VI demonstra-se a reação do conteúdo intestinal ao teste de 

precipitina, onde podemos observar a alimentação exclusiva em determinado hospedeiro 

ou mista em diferentes hospedeiros. 

 

A Tabela VII mostra que L. longipalpis alimentou-se preferencialmente em aves 

(30,77%) e roedores (21,15%), mas também foi encontrada alimentada de sangue de 

humanos, gambás, bois, cavalos e cães (Figura 17). 

 

 

Tabela VI. Fêmeas de L. longipalpis segundo teste de precipitina com utilização de 
diferentes anti-soros, município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil. 

 
Anti-soro Intra Peri Número absoluto 

Ave 6 19 25 
Boi 2 7 9 
Cão - 2 2 
Cavalo 4 4 8 
Gambá 6 6 12 
Humano 5 7 12 
Roedor 4 12 16 
Ave e Cão - 2 2 
Ave e Humano - 1 1 
Ave e Roedor 1 3 4 
Boi e Roedor 1 1 2 
Cão e Humano - 1 1 
Não Reagente 3 7 10 
Total 32 72 104 
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Tabela VII. Preferência alimentar de fêmeas de L. longipalpis no município de Várzea 
Grande, Mato Grosso, Brasil. 

 
Anti-soro Número Absoluto Porcentagem Relativa (%) 

Ave 32 30,77 
Roedor 22 21,15 
Humano 14 13,46 
Gambá 12 11,54 
Boi 11 10,58 
Não Reagente 10 9,62 
Cavalo 8 7,69 
Cão 5 4,81 
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Figura 17. Preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis no município de Várzea Grande, Mato Grosso, 
Brasil, no período de janeiro de 1998 a junho de 2006. 

 

 

5.5 Casos humanos de LV 

 

O número de casos humanos de LV notificados no município de Várzea Grande 

está representado na Figura 18, que demonstra uma queda acentuada a partir do ano de 

1999, fato este observado no Estado como um todo, tendo em vista que os dados de 

Várzea Grande representaram cerca de 1/3 dos casos totais registrados em Mato Grosso. 

A distribuição mensal dos casos foi irregular, não sendo caracterizado o padrão sazonal 

de transmissão. 
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A relação do número de casos humanos com a densidade de L. longipalpis nos 

bairros pesquisados pode ser observada na Figura 19, onde podemos verificar que 

período em que não foram observados casos humanos da doença corresponde ao de 

menores densidades vetoriais. 
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Figura 18. Histórico dos casos humanos de LV no município de Várzea Grande, Mato Grosso e no Brasil, 
no período de janeiro de 1998 a dezembro de 2006 (Fonte: Ministério da Saúde/SVS – Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação). 
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Figura 19. Relação de número de Flebotomíneos e ocorrência de casos humanos de LV nos bairros 
pesquisados do município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho 

de 2006. 
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5.6 Inquérito Canino 

 
 Durante o período de janeiro de 2004 a junho de 2006, amostras de sangue de 

1886 cães domiciliados na área pesquisada foram coletadas e analisadas para a presença 

de Leishmania. A taxa de frequência de LV canina variou entre 6,79 a 63,34%, 

dependendo do bairro ou do ano pesquisado (Tabela VIII), ficando em torno de 11,40% 

a taxa média de soropositividade da área. As taxas acumuladas do período nos bairros 

Eldorado, São Matheus e Parque Sabiá foram de 13,24%, 10,76% e 4,70%, 

respectivamente. 

 

Tabela VIII. Prevalência canina de inquérito realizado nos bairros Eldorado, São Matheus e Parque Sabiá, município 
de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006 

 
  2004 2005 2006* 

Bairro 
 

Nº. 
Exames 

Nº. 
Positivos 

Prevalência 
(%) 

Nº. 
Exames 

Nº. 
Positivos 

Prevalência 
(%) 

Nº. 
Exames 

Nº. 
Positivos 

Prevalência 
(%) 

Eldorado 486 33 6,79 14 4 28,57 3 1 33,33 
São Matheus 968 84 8,68 11 7 63,34 - - - 
Parque Sabiá 398 84 21,11 6 2 33,33 - - - 

Total 1852 201 10,85 31 13 41,94 3 1 33,33 
* Dados até o mês de junho 

 

 

5.7 Relação entre vetor, prevalência canina e casos humanos de LV 

 

 Na área pesquisada, não foi observada relação entre a distribuição de L. 

longipalpis, a ocorrência de casos humanos e a presença de cães sorologicamente 

positivos (Tabela IX). 

 

Tabela IX. Número de Lutzomyia longipalpis coletados, casos humanos de LV e prevalência canina por bairro 
pesquisado, município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 

 
  2004 2005 2006* 

 L. longipalpis LVH PreC L. longipalpis LVH PreC L. longipalpis LVH PreC 
Bairro Nº. % Nº. % Nº. % Nº. % Nº. % Nº. % 

Eldorado 680 19,77 - 6,79 97 4,67 - 28,57 31 1,09 - 33,33 
São Matheus 1209 35,15 1 8,68 1625 78,24 - 63,64 2124 74,42 - 0,00 
Parque Sabiá 1551 45,09 - 21,11 355 17,09 - 33,33 699 24,49 - 0,00 

Total  3440 100 1  10,85 2077 100 - 41,94  2854 100 - 33,33  
*Dados até o mês de junho 
LVH: Leishmaniose Visceral Humana 
PreC: Prevalência canina 
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5.8 DNA de Leishmania spp. em espécimes de  L. longipalpis naturalmente 

infectados 

 
 Amostras enumeradas de 1 a 42 formadas por “pool” de 10 fêmeas, totalizando 

420 indivíduos de L. longipalpis, anteriormente dissecadas para a confirmação da 

espécie, foram utilizadas para a extração de DNA. A amplificação de produtos 

característicos de Leishmania spp. (120 pb) foi observada nas amostras 2, 4 e 7, 

conforme observado na Figura 20. As demais amostras não apresentaram produto 

amplificado de Leishmania spp. 

 

 

Figura 20. Produto de PCR após amplificação de DNA de amostras de flebotomíneos, utilizando-se 
iniciadores gêneros-específicos de Leishmania spp. Observar amostras positivas de números 2, 4 e 7 

(asteriscos). Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata 0,2%. (Foto: NAM). 

 

 

O fragmento de 120pb foi observado em três dos 42 “pools” de amostras. 

Considerando-se no mínimo uma fêmea positiva em cada uma das três amostras, num 

universo de 420 indivíduos, podemos inferir a taxa mínima de infecção natural em torno 

de 0,71%. A possibilidade de falsos negativos e/ou contaminação na reação de 

amplificação foi investigada através da repetição do PCR de todas as amostras. O bairro 

com maior freqüência de positividade foi o São Matheus apresentando “pool” de 

flebotomíneo positivo nos anos de 2005 e 2006, conforme apresentado pela Tabela X. 

 

PM    1   2*   3     4*    5    6     7*   8    9   10   11   12    CP  CN 

PCR: 
PM: Marcador de peso molecular Phi X 174 
1 a 12: Amostras 1-12 (Positivas: 2, 4, 7) 
CP: Controle Positivo 
CN: Controle Negativo 
 

120 pb 
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Para a confirmação dos resultados, repetiram-se a amplificação e a eletroforese 

das amostras 2, 4 e 7 (Figura 21), que positivaram no experimento anterior, 

confirmando a presença de bandas características de Leishmania spp (120pb). 

 

 

Tabela X. Freqüência de “pools” de L. longipalpis infectados por L. (L.) infantum chagasi, por bairro, no 
município de Várzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006. 

  
Amostras Testadas Amostras Positivas 

Ano Bairro Nº. % Nº. % 
Eldorado 1 2,38 - - 
São Matheus 1 2,38 - - 

2004 
 
 Parque Sabiá 1 2,38 1 0,24 

Eldorado 1 2,38 - - 
São Matheus 1 2,38 1 0,24 

2005 
 
 Parque Sabiá - - - - 

Eldorado 1 2,38 - - 
São Matheus 19 45,24 1 0,24 

2006 
 
 Parque Sabiá 17 40,48 - - 

Total 42 (420 fêmeas) 100 3 0,71 

 

 

 

 

 

Figura 21. Produto de PCR após amplificação de DNA de amostras positivas de flebotomíneos (2, 4 e 7), 
utilizando-se iniciadores gêneros-específicos de Leishmania spp. Gel de poliacrilamida a 6% corado com 

nitrato de prata 0,2%. (Foto: NAM). 

 
 

PCR 
PM: Marcador de peso molecular Phi X 174 
1 a 3: Amostras 2, 4 e 7 
CP: Controle Positivo 
CN: Controle Negativo 
 

PM    1       2       3       CP   CN     

120 pb 



 

  83 

5.9 DNA de L. (L.) infantum chagasi em L. longipalpis naturalmente infectadas 

 
 Foi realizada a PCR-RFLP das amostras 2, 4 e 7 e do DNA de referência de L. 

(V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi, digeridos com as 

enzimas de restrição ApaLI e HaeIII.  

 

 Comparando-se os fragmentos de DNA gerados pela digestão de produto 

amplificado de amostras de flebotomíneos com os fragmentos de DNA de referência, 

observou-se que as três amostras foram identificadas com padrão de L. (L.) infantum 

chagasi, conforme Figura 22. 

 

 

Figura 22. Produto de amplificação por PCR de região conservada de minicírculo kDNA de Leishmania 
após digestão com endonuclease ApaLI e HaeIII e marcador Padrão de PM (Invitrogen). DNA de 

referência: L. (L.) amazonensis (IPLA/BR/67/PH8), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930) e L. (L.) 
infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP/75). Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata 0,2%. 

(Foto: NAM). 

 

 

 

5.10 DNA de flebotomíneos (cacofonia) 

 

Todas as amostras analisadas revelaram fragmentos de 220pb correspondendo ao 

gene amplificado de cacofonia após a eletroforese em gel de poliacrilamida, conforme 

observado na Figura 23. 

 

PM   1       2       3        4       5      6      7        8        9       10     11     12      13  

ApaLI HaeIII  

120 pb 

  

 80 pb 

 60 pb 

PCR-RFLP 
PM: Marcador 50 pb 
1: Amostra 2 
2: Amostra 4 
3: Amostra 7 
4: Leishmania infantum chagasi 
5: Leishmania amazonensis 
6: Leishmania braziliensis 
7: xxxxxxx 
8: Amostra 2 
9: Amostra 4 
10: Amostra 7 
11: Leishmania infantum chagasi 
12: Leishmania amazonensis 
13: Leishmania braziliensis  40 pb 
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Figura 23. Produto de amplificação por PCR do gene constitutivo do gênero Lutzomyia (gene da 
cacofonia). Iniciadores 5Llcac/3Llcac. Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata 0,2%. 

PM: PHi X 174; 1 a 42: Amostras; CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo. (Foto: NAM). 

 PM 1   2    3   4    5    6    7    8    9  10  11  12 CP CN PM 13 14 15  16 17  18  19  20  21  22 23  24 CP CN 

   PM 25  26   27  28   29  30   31  32  33   34 CP CN   PM  35   36    37    38    39   40     41   42    CP CN 

220 pb 

220 pb 

220 pb 

220 pb 
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6. DISCUSSÃO 
 

 

Neste trabalho observou-se uma predominância de L. longipalpis dentre os 

flebotomíneos capturados. Estes dados estão em conformidade com dados de Missawa e 

Lima (2005) e Ribeiro et al. (2000) para o mesmo município e também com dados de 

outros locais, conforme Sousa et al. (2007a) em Juazeiro do Norte, Barbalha e Missão 

Velha/CE, Sousa et al. (2007b) em Iguatu/CE, Sousa et al. (2007c) em Tauá/CE, 

Santalucia et al. (2007) em São Domingos/GO, Resende et al. (2006) e Souza et al. 

(2004) em Belo Horizonte/MG, Martin e Rebêlo (2006) em Santa Quitéria/MA, Barata 

et al. (2005), França-Silva et al. (2005) e Barata et al. (2004) em Porteirinha/MG, 

Monteiro et al. (2005) em Montes Claros/MG, Oliveira et al. (2003) e Oliveira et al. 

(2006) em Campo Grande/MS, Andrade Filho et al. (2001) no estado do Tocantins, 

Ximenes et al. (1999) no Rio Grande do Norte, Rebêlo et al. (1999) na ilha de São 

Luis/MA e Biancardi (1996) em Chapada dos Guimarães/MT. A alta capacidade 

vetorial associada à antropofilia a ao encontro desse inseto no intra e no peridomicílio, 

fazem dessa espécie, o flebotomíneo de maior importância médica na transmissão de 

LV (Soares e Turco, 2003). L. longipalpis é o mais abundante na captura com 

armadilhas luminosas, raramente é capturado em armadilha de Shannon e não é atraído 

por iscas humanas (Galati et al., 2006). 

 

A presença no ambiente peridomiciliar observada em nossos resultados 

também foi verificada nos trabalhos de Dias et al. (2007a), Sampaio et al. (2007), 

Martin e Rebêlo (2006), Resende et al. (2006), Barata et al. (2005), Monteiro et al 

(2005), Souza et al. (2005), Souza et al. (2004), Oliveira et al. (2003), Aguiar e 

Medeiros (2003), Andrade-Filho et al. (2001) e Rebêlo et al. (1999) em vários estados 

do Brasil, demonstrando ser o processo de domiciliação desta espécie influenciado por 

modificações de hábitat gerada pela ação antrópica e pelo poder adaptativo dessa 

espécie, embora Resende et al. (2006) tenham observado semelhante proporção de 

flebotomíneos, principalmente de L. longipalpis nos ambientes intra e peridomiciliar. 

 

L. longipalpis freqüente em ambiente intradomiciliar e peridomiciliar, é uma 

espécie que possui capacidade de estabelecer-se em diferentes hábitats (Young e 
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Duncan, 1994; Barata et al., 2005), podendo inferir que a transmissão da LV possa estar 

também ocorrendo dentro das residências, e que esta espécie possui tendência à 

antropofilia (Rebelo et al., 1999). A ocorrência de insetos no intradomicílio pode ser 

justificada pela proximidade das criações e abrigos de animais domésticos com as 

residências e a capacidade endofílica da espécie. 

 

A distribuição peridoméstica pode ser justificada devido às maiores 

concentrações serem observadas em abrigos de animais, onde os flebotomíneos podem 

formar “leks” ou agregados em abundância sobre hospedeiros estacionários como cães e 

galináceos (Lainson e Rangel, 2003; Ximenes et al., 1999), provavelmente devido aos 

feromônios produzidos pelo inseto macho que atrai fêmeas para o local de alimentação 

e também outros machos para a cópula, aumentando o sucesso reprodutivo da espécie. 

Os primeiros machos parecem ser atraídos pelo odor (cairomônio) produzido pelos 

hospedeiros vertebrados. 

 

Este fato pode ser explicado pela atração diferenciada para diferentes sexos em 

coletas realizadas com armadilhas luminosas, conforme observado por Aguiar et al. 

(1985), ou à exposição das armadilhas próximas aos criadouros, pois segundo 

Feliciangeli (1987), os machos num comportamento natural, atraem as fêmeas para 

assegurar a fertilização durante os deslocamentos, formando agregados com o propósito 

do acasalamento. 

 

A predominância de machos no intra e no peridomicílio corroborou com dados 

de Dias et al. (2007a), Sampaio et al. (2007), Rezende et al. (2007), Sousa et al. 

(2007a), Sousa et al. (2007c), Martin e Rebelo (2006), Oliveira et al. (2006), Resende et 

al. (2006), Barata et al. (2005), Barata et al. (2004), Oliveira et al. (2003) e Ximenes et 

al. (1999), demonstrando uma grande capacidade de adaptação. 

 

Souza et al. (2007a) observaram uma maior densidade de fêmeas de 

flebotomíneos na Serra do Carajás/PA e a maior densidade de machos em relação às 

fêmeas também não foi observada em condições de laboratório por Luitgards-Moura et 

al. (2000) que verificaram que o número de fêmeas emergidas excederam o número de 
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machos em todas as gerações, e ainda que os machos emergiam de dois a três dias antes 

das fêmeas, e quando estas emergiam os machos já estariam prontos para a cópula, 

considerando-se o tempo necessário para a maturação sexual como a rotação da 

genitália e a produção de feromônios. Cazemajor et al. (1997) e Owusu-Daaku et al. 

(1997) explicam que a predominância de fêmeas em várias gerações, pode ser devido às 

flutuações dos genes que alteram a proporção sexual. Essas flutuações podem ser 

oscilações naturais ou o começo da fixação do gene. 

 

A presença de L. longipalpis em todos os meses do ano foi observada no 

município de Várzea Grande, assim como trabalhos realizados em Dracena e 

Promissão/SP (Sampaio et al., 2007), Porteirinha/MG (França-Silva et al., 2005; Barata 

et al., 2004), Montes Claros/MG (Monteiro et al., 2005), Belo Horizonte/MG (Souza et 

al., 2004) e Campo Grande (Oliveira et al., 2003). Reconhece-se que o estudo da 

sazonalidade só apresenta dados confiáveis e consistentes quando se tem uma 

investigação de, no mínimo, dois anos consecutivos, para comparação dos resultados, 

diminuindo-se a margem de erros proporcionados por anos atípicos (Dias et al., 2007a). 

 

 A urbanização dos insetos e, conseqüentemente da doença estão relacionadas 

ao crescimento desordenado das cidades, seguidas de migração e êxodo rural e à 

destruição do meio ambiente, associado ao aumento da crise social e transformações 

ambientais como secas prolongadas e periódicas que propiciam condições adequadas 

para a ocorrência de novos focos da LV em área urbana (Vieira e Coelho, 1998; Brasil, 

2002). 

 

A presença de algumas espécies vetoras da leishmaniose tegumentar americana 

(LTA), como L. whitmani em grandes densidades e L. flaviscutellata em baixo número, 

chama a atenção para a importância da vigilância da doença na área de pesquisa. 

 

A correlação significativa da densidade de insetos e as variáveis 

bioclimáticas pesquisadas, também não foram observadas em estudos de Dias et al. 

(2007a) em Varzelândia/MG, Martin e Rebêlo (2006) em Santa Quitéria/MA, Souza et 

al. (2004) em Belo Horizonte/MG e de Rebêlo (2001) na Ilha de São Luís/MA. O efeito 
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não significativo da temperatura na densidade de flebotomíneos foi observado em 

Porteirinha/MG por Barata et al. (2004), embora Monteiro et al. (2005) tenham 

correlacionado as altas temperaturas com o pico de transmissão da doença em Montes 

Claros. 

 

França-Silva et al. (2005), não observaram correlação entre a densidade dos 

vetores e as variáveis umidade relativa do ar e temperatura em Porteirinha/MG. Resende 

et al. (2006) relataram aumento do número de flebotomíneos, principalmente de L. 

longipalpis quando ocorreu a combinação de altas médias de temperatura e ocorrência 

de chuvas regulares em Belo Horizonte/MG. 

 

A associação entre a densidade de flebotomíneos com a ocorrência das primeiras 

chuvas e registro dos maiores valores de umidade relativa do ar foi observada por 

Resende et al. (2006), Monteiro et al. (2005), Barata et al. (2004) e Oliveira et al. 

(2003), justificada pelo período apresentar ambiente favorável para a emergência de 

formas aladas naqueles locais (Forattini, 1953), sem que períodos mais secos chegassem 

a eliminar o vetor, pois estes resistiriam à higrometria mínima (Costa, 2005), 

comprovado por estudo de Martin e Rebêlo (2006) que encontraram predomínio 

flebotomíneos no período de estiagem em Santa Quitéria/MA. 

 

 Além das variáveis bioclimáticas analisadas, outros aspectos ambientais do 

peridomicílio devem ser analisados como presença de vegetação, raízes, troncos de 

árvores e matéria orgânica no solo que representam possíveis abrigos e criadouros para 

o vetor (Camargo-Neves et al., 2001). 

 

 Segundo Barata et al. (2005), a busca por fontes de alimentação é uma resposta 

comportamental que afeta a reprodução e a densidade populacional das espécies de 

flebotomíneos. Assim, dependendo do seu grau de adaptação às condições ambientais 

modificadas pelo homem, algumas espécies podem ser mais facilmente encontradas em 

ambientes peridomiciliares que outras. 
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Em Várzea Grande, observou-se a preferência alimentar de L. longipalpis por 

aves e/ou galinhas, essa atração foi também observada por Aguiar et al. (1987) no 

estado do Rio de Janeiro e por Barata et al. (2005) em Porteirinha/MG. Marassá et al. 

(2006) observaram que 72% de L. longipalpis capturados na Serra da Bodoquena/MS 

foram reagentes para aves mediante técnica imunoenzimática do ELISA de captura. 

Casanova et al. (2007b) identificaram criadouros naturais de L. longipalpis em uma área 

urbana endêmica para LV no estado de São Paulo e observaram que os galinheiros 

representaram o ecótopo mais produtivo e com padrão de distribuição espacial 

agregado. Moreno et al. (2005) não observaram associação entre a infecção de L. (L.) 

infantum chagasi e a presença de galinhas ou galinheiros no estado de Minas Gerais. 

 

 O considerável número de fêmeas de L. longipalpis alimentadas com sangue 

humano seja exclusivamente ou combinado com sangue de outros animais como ave e 

cão (Missawa e Dias, 2007), evidencia o caráter antropofílico da espécie. O caráter 

oportunista de poder sugar em uma ampla variedade de vertebrados foi relatado por 

Barata et al. (2005) que observaram a preferência de fêmeas de L. longipalpis por 

galinhas e cavalos, mas também se alimentaram de sangue de roedores, cães, bois e 

homem. O caráter eclético foi observado também por Passos-Dias et al. (2003) no 

município de Raposa/MA. Segundo Camargo-Neves et al. (2007a), no município de 

Araçatuba/SP, L. longipalpis mostrou hábito eclético, demonstrando alto grau de 

cinofilia (preferência por sangue canino). 

 

Ximenes et al. (1999) realizaram pesquisa de preferência alimentar com oferta 

de diferentes animais para o repasto sanguíneo e observaram que 95% de todos os 

flebotomíneos capturados em cavalos eram L. longipalpis, atraindo muito mais insetos 

que os outros animais ofertados. 

 

Zeledon et al. (1984) destacaram a atração de L. longipalpis por cães, o que não 

foi observada nesta pesquisa e nos trabalhos de Morrison et al. (1993). Apesar da baixa 

porcentagem de fêmeas que se alimentaram em cães (5/104), a presença de gambás no 

peridomicílio, atuando como um elo entre os ciclos doméstico e silvestre aumenta o 

risco da infecção canina em 2,6 vezes (Cabrera et al., 2003). 
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Em estudos realizados com L. intermedia, Afonso et al. (2005) observaram a 

preferência por roedores e aves, tanto em flebotomíneos capturados no intra quanto no 

peridomicílio em Mesquita/RJ, embora Rangel et al. (1990) tenham observado 

flebotomíneos se alimentando principalmente de cães no peridomicílio do mesmo 

município. Nery et al. (2004) indicaram a predominância de sangue de roedores e cães 

em L. umbratilis e L. spathotrichia capturados em Manaus/AM. 

 

A fonte alimentar dos vetores propicia informação sobre a preferência por 

hospedeiros em circunstâncias naturais. A intensidade da antropofilia é um dos fatores 

essenciais na avaliação da capacidade vetorial, enquanto a atração por outros 

hospedeiros pode dar respostas sobre a associação entre vetores potenciais e 

reservatórios naturais (Afonso et al., 2005). 

 

O número de casos humanos de LV observados no município de Várzea 

Grande no período de 1998 (quando foi registrado o primeiro caso) até o ano de 2006 

oscilou conforme os dados observados para todo o Estado de Mato Grosso e com os 

dados de números de casos no Brasil, disponíveis no Sistema de Informação de Agravos 

de Notificação (SINAN), disponibilizado pela Secretaria de Vigilância em Saúde do 

Ministério da Saúde (Brasil, 2007). O município foi o que mais notificou casos de LV 

em Mato Grosso e foi o responsável pelo início da epidemia no Estado (Mestre e 

Fontes, 2007). 

 

Tolezano et al. (2007) examinaram possíveis impactos de eventos climáticos 

interanuais como o El Niño sobre as variações anuais de LV no Brasil e concluíram que, 

em geral, no segundo ano após o início do evento do El Niño, registraram-se aumentos 

nas taxas de LV em todas ou quase todas as regiões geográficas do Brasil, exceto no ano 

de 1998, quando ocorreu declínio dos casos de LV, devido o advento La Niña de grande 

intensidade, apontando para a possibilidade de predição de risco e impacto de eventos 

climáticos sobre a LV. Os eventos climáticos El Niño foram registrados nos períodos de 

1991-1993, 1994-1995, 1997-1998 e 2001-2003. 

 



 

  91 

A prevalência de cães soropositivos nas áreas pesquisadas mostra que apesar 

da urbanização da LV, essa doença ainda conserva algumas características de ambientes 

rurais como áreas de criação de animais e agricultura de subsistência, como observado 

por Moura et al. (1999) no município vizinho Cuiabá/MT e por Barbosa et al. (1999) 

em Paraty/RJ. 

 

A permanência de animais susceptíveis na área pode ter sido possibilitada pelo 

diagnóstico de cães utilizando-se técnicas de baixa sensibilidade e especificidade, aliada 

a outros fatores como inquéritos sorológicos irregulares e falta de treinamento das 

equipes executoras, como observado por Silva et al. (2005b) no estado do Rio de 

Janeiro, que sugeriram a necessidade da execução dos inquéritos sorológicos caninos 

serem realizados bimensalmente, visando o diagnóstico rápido da doença. As ações de 

vigilância canina compreendem a investigação do foco, busca ativa de cães 

sintomáticos, monitoramento que envolve o inquérito sorológico amostral para áreas 

sem transmissão e inquérito censitário para as áreas com transmissão (Brasil, 2005b). 

 

A baixa eficiência dos testes diagnósticos utilizados no Programa de Controle da 

Leishmaniose Visceral e o tempo para a liberação dos resultados interferem na 

qualidade do controle da doença. Bisugo et al. (2007) recomendam a necessidade de 

diferentes metodologias para a realização do diagnóstico da LV canina e sugerem o 

teste rápido rK39 como método de triagem mais específico. 

 

Conforme Resende et al. (2006), a distribuição de L. longipalpis coincide com 

a ocorrência de casos humanos, sendo esta associação utilizada para validar a 

autoctonia dos casos. A sobreposição de ocorrência de casos humanos em relação as 

maiores densidades de flebotomíneos nos anos de 2004 a 2006 não foi 

significativamente observada no município de Várzea Grande, segundo Mestre e Fontes 

(2007) isto deve ocorrer devido ao tempo de incubação da doença, que é variável de 

doente para doente, assim como o tempo que o enfermo leva para buscar a assistência 

médica após ter sido infectado. Camargo-Neves et al. (2007b) não observaram 

correlação entre a ocorrência de LV humana e a densidade do vetor no estado de São 

Paulo. Barata et al. (2004) e Souza et al. (2004) observaram a associação entre a 
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densidade de flebotomíneos, a ocorrência de casos humanos e a presença de animais 

domésticos em Porteirinha e Belo Horizonte/MG. Monteiro et al. (2005) e França-Silva 

et al. (2005) relacionaram a presença de grande densidade vetorial e a elevada taxa de 

prevalência de LV canina em Montes Claros e Porteirinha/MG, respectivamente. 

 

Moreno et al. (2005) e Oliveira e Araújo (2003) não observaram a correlação 

entre a presença de cães sorologicamente positivos com a presença da infecção 

humana em General Carneiro e Sabará/MG e em Feira de Santana/BA, 

respectivamente, embora estudos de Margonari et al. (2006) e de Oliveira et al. (2001) 

em Belo Horizonte/MG, de Callado et al. (2001) em General Carneiro e Sabará/MG e 

de Camargo-Neves et al. (2001) em Araçatuba/SP tenham relatado a existência de tal 

associação. Margonari et al. (2006) observaram que a transmissão da doença em 

humanos ocorre em áreas de alta prevalência de cães infectados e grande número de 

flebotomíneos, e que áreas com diferenças na vegetação e na distribuição de renda da 

população, pareceram não influenciar na ocorrência e na emergência da LV em Belo 

Horizonte/MG. 

 

A detecção de um padrão de distribuição da LV, a proposição de medidas 

preventivas como controle químico do vetor e eliminação de cães soropositivos 

necessita de análise sistemática que possibilite avaliar o impacto dessas medidas. 

 

Os fatores de risco identificados por Moreno et al. (2005) para a infecção de L. 

(L.) infantum chagasi e ocorrência de casos humanos em áreas urbanas, estão associadas 

às condições do ambiente no entorno das residências, principalmente relacionada à 

presença de matéria orgânica, à presença de animais no peridomicílio e ao contato de 

susceptíveis com os flebotomíneos vetores. Os cães são infectantes para o vetor e 

podem propagar a doença mesmo estando assintomáticos. Em cães sintomáticos, a 

exposição cutânea pelas feridas ou perda dos pelos facilita a infecção dos 

flebotomíneos, pois a Leishmania possui intenso tropismo pela pele. 

 

A presença do vetor da L. (L.) infantum chagasi na periferia das cidades que 

registraram grandes números de casos de LV humana e elevadas taxas de infecção 
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canina sugerem a transmissão urbana da endemia em Mato Grosso. Em Várzea Grande, 

cujo surgimento de núcleos residenciais nas periferias urbanas do município, 

decorrentes da migração de população de baixa renda, proporcionaram condições 

favoráveis para a transmissão da LV, como a destruição de ecótopos silvestres, o 

intenso convívio do homem com animais domésticos e as precárias condições de 

moradia, de coleta de lixo e de saneamento básico, com transmissão da doença nos 

ambientes peri e intradomiciliar (Mestre e Fontes, 2007). 

 

A observação de uma taxa mínima de infecção natural de flebotomíneos em 

Várzea Grande, a partir de estudos moleculares foi de 0,71%. Em outros estudos, foi 

determinada uma taxa de infecção natural de 2,6% em Mato Grosso do Sul (Nascimento 

et al., 2007); 0,4% na Amazônia maranhense (Oliveira-Pereira et al., 2006); 2,0% no 

estado do Rio de Janeiro (De Pita-Pereira et al., 2005), 6,10% em Barcarena/PA (da 

Silva et al., 2005d), 1,50% na Bahia (Miranda et al., 2002), 5,40% na Grécia (Aransay 

et al., 2000), 7,70% na Venezuela (Rodriguez et al, 1999), 0,30% no Rio Grande do Sul 

(Silva e Grunewald, 1999) e 0,16% no Brasil Central (Galati et al., 1996). Souza et al. 

(2004) obtiveram resultados negativos em 100% das amostras analisadas em Belo 

Horizonte/MG. Com dissecção manual, a taxa de infecção foi de 1,14% em Teresina/PI 

(Silva et al., 2005c) e chegou a 43,70% no estado do Amazonas (Silva et al., 2005a). 

 

Apesar da baixa taxa de infecção no vetor, a alta densidade de L. longipalpis no 

peridomicílio é importante para o aumento do risco de transmissão da doença, 

considerando-se ainda, sua alta capacidade vetorial e sua alta antropofilia. 

 

Os estudos moleculares são ainda incipientes em Mato Grosso, embora Andrade 

et al. (2005a) tenham utilizado sondas de radionucleotídeos de DNA para estudos da 

leishmaniose tegumentar americana no Estado. É fundamental conhecer a distribuição 

do vetor infectado para se compreender a eco epidemiologia da doença e subsidiar 

medidas de controle. A grande densidade de L. longipalpis indica a necessidade de 

controle da população de vetores, para se delinear as ações de vigilância da doença no 

estado de Mato Grosso; 
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Como a taxa de infecção de Leishmania no vetor é considerada baixa na 

natureza, mesmo em áreas endêmicas para LV, a alta densidade de L. longipalpis no 

peridomicílio torna-se crucial para o aumento do risco de transmissão da doença (Deane 

e Deane, 1955b; Sherlock e Miranda, 1992), considerando-se ainda, sua alta capacidade 

vetorial (Killick-Kendrick, 1990) e sua alta antropofilia (Soares e Turco, 2003). 

 

 A utilização de técnicas moleculares permite um aumento da sensibilidade e da 

especificidade da identificação do parasito, embora seja importante avaliar a 

padronização dos métodos utilizados na conservação da amostra e na extração do DNA 

(Paiva et al., 2007). 

 

São múltiplas as infecções que têm determinantes nas atividades humanas como 

a invasão de áreas florestais, atividades rotineiras em horários inadequados, habitações 

precárias, criação de animais domésticos próximo às residências, que podem propiciar a 

infecção dos homens e fortalecendo seu conceito de zoonose. Assim sendo, o homem 

estabelece comunidades que propiciam a instalação de agentes infecciosos, além da 

existência e ação de mecanismos que propiciem essa associação. De acordo com Brasil 

(2002), o comportamento epidemiológico da LV é cíclico, com elevações de casos em 

períodos médios a cada cinco anos. Os estudos da variação do sazonal de L. longipalpis 

são necessários para subsidiar um programa do controle integrado, com determinação 

do período do ano mais favorável para a aplicação de inseticidas que pode acarretar em 

redução expressiva do número de flebotomíneos em torno de 40% (Dias et al., 2007b), 

visando a utilização racional dos recursos e a redução nos danos ambientais em 

conseqüência deste controle da zoonose. 

 

A investigação epidemiológica é necessária para definir local provável de 

infecção, verificar se a área é endêmica ou de novo foco, conhecer as características 

epidemiológicas do caso, orientar medidas de prevenção e controle, conforme situação 

epidemiológica e de acordo com a classificação da área pesquisada (Brasil, 2005b) e 

levando-se em conta as diferenças microambientais de cada região (Silva et al., 2005b). 
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As três amostras submetidas ao PCR-RFLP foram identificadas com padrão de 

L. (L.) infantum chagasi. A PCR de material amplificado de minicírculos de kDNA é 

extremamente sensível, embora possam ocorrer falsos positivos, causados por 

contaminação. Estudos demonstraram que cerca de 25% das reações apresentam 

contaminação (Volpini et al., 2004). A contaminação pôde ser evitada e acompanhada 

através da utilização de rígidos controles negativos, e controle interno a partir da 

utilização de iniciadores para amplificar o gene constitutivo específico (cacofonia) de 

flebotomíneos (De Pita-Pereira et al., 2005). 

 

A existência de práticas agrárias, exploração do solo, interrupção da vigilância 

epidemiológica, processo migratório e de urbanização, áreas sem condições de moradia 

adequada, presença de cães infectados, elevada densidade vetorial, taxa de infecção dos 

vetores e a vulnerabilidade de susceptíveis, são fatores que contribuem para o aumento 

do risco de transmissão da LV ao ser humano, no município de Várzea Grande, estado 

de Mato Grosso. 
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7. CONCLUSÕES 
 

 

A análise dos resultados obtidos nesse trabalho torna possíveis as seguintes 

conclusões: 

 

1) O município de Várzea Grande/MT apresenta uma fauna bastante diversificada, 

evidenciando a presença 22 espécies do gênero Lutzomyia e uma espécie do gênero 

Brumptomyia; 

 

2) Os flebotomíneos ocorreram em todos os bairros pesquisados; 

 

3) A ocorrência da maior quantidade de machos no peridomicílio confirma a teoria 

da formação dos “leks”; 

 

4) A grande densidade de L. longipalpis e a ocorrência em todos os meses do ano 

sugerem a sua participação no ciclo de transmissão da Leishmania (L.) infantum 

chagasi; 

 

5) A espécie L. longipalpis apresentou preferência pelo ambiente peridomiciliar; 

 
6) A ocorrência de L. longipalpis no ambiente intradomiciliar sugere o processo de 

domiciliação da espécie; 

 

7) Foi observada uma tendência não significatica entre a densidade dos vetores e as 

variáveis bioclimáticas precipitação, umidade relativa do ar e temperatura; 

 

8) As fêmeas de L. longipalpis demonstraram-se ecléticas, mas alimentaram 

preferencialmente em aves; 

 

9) Na área pesquisada, não foi observada relação significativa entre a distribuição 

de L. longipalpis, a ocorrência de casos humanos e a presença de cães sorologicamente 

positivos; 
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10) A determinação da taxa mínima de infecção natural de fêmeas de L. longipalpis 

na área estudada foi de 0,71%; 

 

11) Os meses mais favoráveis para o primeiro ciclo de tratamento químico no 

município pesquisado são os meses de outubro, novembro e dezembro, quando as 

condições bioclimáticas favorecem o aumento da densidade populacional de L. 

longipalpis, devendo ser repetido após três ou quatro meses, totalizando dois ciclos 

anuais de tratamento. 

 
12) A capacidade endofílica de L. longipalpis e a possibilidade de transmissão 

intradomiciliar de LV sugerem que o controle químico intradomiciliar pode ter um 

importante impacto na redução da transmissão da doença; 
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8. ANEXOS 
 

 

Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da SES/MT 

 

Artigo 1: 

Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the municipality of Várzea Grande: 

an area of transmission of visceral leishmaniasis in the state of Mato Grosso, Brazil. 

Nanci Akemi Missawa e Edelberto Santos Dias. 

Enviado para Memórias do Instituto Oswaldo Cruz em 22/05/2007. 

 

Artigo 2: 

Preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) em área de 

transmissão de leishmaniose visceral no município de Várzea Grande, Estado de Mato 

Grosso, Brasil. 

Nanci Akemi Missawa, Elias Seixas Lorosa e Edelberto Santos Dias. 

Enviado para Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical em 14/04/2007. 

 

Artigo 3: 

Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) naturally infected with Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi (Cunha & Chagas, 1937) in a visceral leishmaniasis 

transmission area in Várzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil. 

Nanci Akemi Missawa, Érika Monteiro Michalsky e Edelberto Santos Dias. 

Enviado para Acta Tropica em 13/11/2007. 
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8.1 Anexo 1 

 

Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da SES/MT 
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8.2 Anexo 2 

 

Artigo: Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the municipality of Várzea 

Grande: an area of transmission of visceral leishmaniasis in the state of Mato Grosso, 

Brazil. 

 

Autores: Nanci Akemi Missawa e Edelberto Santos Dias. 

 

Memórias do Instituto Oswaldo Cruz  

 

Enviado em 22/05/2007 

Recebido em 06/06/2007 

Aceito em 20/12/2007 
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 8.3 Anexo 3 

 

Artigo: Preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) em área 

de transmissão de leishmaniose visceral no município de Várzea Grande, Estado de 

Mato Grosso, Brasil. 

 

Autores: Nanci Akemi Missawa, Elias Seixas Lorosa e Edelberto Santos Dias. 

 

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical  

Enviado em 14/04/2007 

ACEITO 
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Preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) em área de 

transmissão de leishmaniose visceral no município de Várzea Grande, Estado de 

Mato Grosso, Brasil 

 

Host preference of Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) in transmission area 

of visceral leishmaniasis, municipality of Várzea Grande, State of Mato Grosso, 

Brazil 

 

Nanci Akemi Missawa¹ ², Elias Seixas Lorosa³ e Edelberto Santos Dias² 
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RESUMO 

Estudos dos hábitos alimentares e do conteúdo intestinal dos flebotomíneos permitem a 

identificação dos hospedeiros, indicando os potenciais reservatórios das leishmanias. O 

presente estudo objetivou determinar a preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis e sua 

relação com a transmissão da leishmaniose visceral. As capturas mensais foram realizadas em 

área de transmissão de leishmaniose visceral, município de Várzea Grande, Estado de Mato 

Grosso, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006, utilizando-se armadilhas de luz CDC. 

Foram capturadas 2376 fêmeas, das quais 104 (4,38%) estavam ingurgitadas, sendo 32 

(30,77%) capturadas no intradomicílio e 72 (69,23%) no peridomicílio. Após reação de 

precipitina, observou-se que as fêmeas de Lutzomyia longipalpis alimentaram-se 

preferencialmente em aves (30,77%) e roedores (21,15%), mas também foram encontradas 

alimentadas de sangue de humanos, gambás, bois, cavalos e cães, demonstrando o caráter 

oportunista da espécie. 

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis. Leishmaniose Visceral. Preferência Alimentar. 

Precipitina. 

 

ABSTRACT 

Studies of the feeding habits and the intestinal content of sand flies allows the identification of 

hosts, indicating the potential reservoirs of the leishmanias. The present study intends to 

determine the host preference of Lutzomyia longipalpis and its relation with the transmission 

of the visceral leishmaniasis. The captures were performed monthly in the transmission area 

of visceral leishmaniasis, municipality of Várzea Grande, State of Mato Grosso, from January 

2004 to June 2006 using CDC light traps. Among the 2376 that were captured females, of 

which 104 (4.38%) were bloods feeding. Between those, 32 individuals (30.77%) were 

captured in the intradomicile and 72 (69.23%) in the peridomicile. After precipitin reaction if 
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was observed that Lutzomyia longipalpis females had preferential feed in birds (30.77%) and 

rodents (21.15%), but had been also found feeding from blood of human beings, opossums, 

oxen, horses and dogs, demonstrating the opportunist character of the species. 

Key-words: Lutzomyia longipalpis. Visceral Leishmaniasis. Host Preference. Precipitin Test. 

 

 

INTRODUÇÃO 

A Leishmaniose Visceral (LV) possui distribuição mundial, sendo encontrada nas Américas, 

África, sul da Europa, Ásia e Oriente Médio14. Nas Américas, a LV ocorre desde o México 

até a Argentina, sendo que o Brasil contribui com 90% dos casos do continente13 24 27. Nesse 

continente, as leishmanioses têm algumas características epidemiológicas comuns, ocorrendo 

em pessoas residentes em áreas rurais ou que tiveram contato com hábitats silvestres. As 

mudanças no comportamento humano, as alterações do ambiente, ou ambas, podem ter um 

maior impacto na prevalência e no padrão de transmissão da LV12. 

No Brasil, a doença atingia as populações rurais de todos os estados, inclusive Goiás, 

Tocantins e Mato Grosso do Sul17, sendo que o primeiro caso humano foi registrado em 1913 

em Mato Grosso3. Apesar da conhecida subestimação de casos, o Brasil registrou um aumento 

na incidência da doença nos últimos 20 anos8. A LV constitui um problema crescente de 

saúde pública no país e encontra-se em franca expansão geográfica estando distribuída em 19 

estados e em 1551 municípios no período de 1994 a 2002. Têm sido registrados 

aproximadamente 3.000 casos/ano no país, com letalidade média de 8% a 10%11. 

As alterações ambientais ocasionadas pelo homem e como conseqüência a dispersão de 

animais silvestres que serviam como fonte de alimentação aos insetos, causa a adaptação de 

muitas espécies a diferentes ambientes10. A proximidade do homem a zonas de floresta e a 

criação de animais domésticos atrai grande número de espécies de flebotomíneos ao 
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peridomicílio. Uma vez atraídos, eles se estabelecem nessas áreas e representam um perigo 

constante como vetores de Leishmania, podendo manter o ciclo de transmissão entre animais 

domésticos e humanos5 6 26. 

A infecção do vetor Lutzomyia longipalpis, ocorre pela ingestão, durante o repasto sanguíneo, 

das formas amastigostas de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi presentes na derme do 

hospedeiro infectado, as quais passarão a evoluir no trato digestivo anterior do inseto para 

formas promastigotas21. Ao exercer o repasto sanguíneo sobre um hospedeiro não infectado, o 

flebotomíneo inocula as formas promastigotas infectantes presentes em seu trato digestivo 

anterior23, diferenciando-se na forma amastigota que se dissemina pelos tecidos dos 

vertebrados30. 

Esses insetos alimentam-se de uma grande variedade de hospedeiros vertebrados, entre eles o 

homem18. O estudo do comportamento alimentar e do conteúdo intestinal dos flebotomíneos 

permite a identificação dos hospedeiros, indicando os potenciais reservatórios das 

leishmanias.  

O presente estudo teve como objetivo determinar a preferência alimentar de L. longipalpis e 

sua relação com a transmissão da LV no município de Várzea Grande, estado de Mato 

Grosso. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

O município de Várzea Grande (Figura 1) é a cidade industrial do estado de Mato Grosso e 

possui população de 214.842 habitantes (IBGE, 2000). Com extensão territorial de 949,53km2 

e altitude de 185m, localiza-se entre as coordenadas 15º32’30” latitude sul e 56º17’18” 

longitude oeste. Geograficamente localiza-se na mesorregião centro-sul do Estado, 

microrregião Cuiabá e possui clima tropical quente e sub-úmido e precipitações de 1750 mm, 

com maior intensidade em janeiro, fevereiro e março. A temperatura média anual é de 24ºC, 
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sendo maior máxima 42ºC, e menor mínima 0ºC. Entre as principais atividades econômicas 

destacam-se a indústria de transformação e comércio forte. A agricultura é de subsistência e a 

pecuária é pelo sistema de cria, recria e corte9. 

As coletas foram realizadas em área de transmissão de LV, localizada no município de Várzea 

Grande, MT, no período de janeiro de 2004 a junho de 2006 com armadilhas de luz CDC25. 

As armadilhas foram instaladas mensalmente, durante quatro noites consecutivas em 10 

residências, sendo duas por residência, uma no peridomicílio (quintal e/ou abrigos de animais) 

e a outra no intradomicílio (quarto/dormitório). 

Os insetos capturados foram sacrificados com acetato de etila e as fêmeas ingurgitadas foram 

congeladas a –7ºC para paralisação do processo digestivo. Posteriormente elas foram 

dissecadas para triagem e confirmação da espécie L. longipalpis. No teste de precipitina, 

realizado no Departamento de Entomologia do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, o conteúdo 

do tubo digestivo de cada fêmea foi triturado em solução salina a 0,85% e o macerado foi 

resfriado durante 12 horas à temperatura de 4 a 8ºC. Depois de centrifugado por 5 minutos a 

1500rpm, o sobrenadante foi confrontado com anti-soros de boi, cão, cavalo, porco, roedor, 

ave e homem, segundo metodologia específica15. 

 

RESULTADOS 

Foram capturadas 2376 fêmeas no período da pesquisa, das quais 104 foram encontradas 

ingurgitadas, representando 4,38%. Das 104 fêmeas de L. longipalpis ingurgitadas, 32 

(30,77%) foram capturadas no intradomicílio e 72 (69,23%) no peridomicílio. 

A Tabela 1 apresenta a reação do conteúdo intestinal das fêmeas ao teste de precipitina, onde 

podemos observar a alimentação exclusiva em determinado hospedeiro ou mista em diferentes 

hospedeiros. 
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As fêmeas de L. longipalpis alimentaram-se preferencialmente em aves (30,77%) e roedores 

(21,15%), mas também foram encontradas alimentadas de sangue de humanos, gambás, bois, 

cavalos e cães (Figura 2). 

 

DISCUSSÃO 

A busca por fontes de alimentação é uma resposta comportamental que afeta a reprodução e a 

densidade populacional das espécies de flebotomíneos. Assim, dependendo do seu grau de 

adaptação às condições ambientais modificadas pelo homem, algumas espécies podem ser 

mais facilmente encontradas em ambientes peridomiciliares4. 

Em Várzea Grande, observou-se a preferência alimentar de L. longipalpis por aves, sendo que 

essa atração também foi observada no estado do Rio de Janeiro2 e em Porteirinha/MG4. Na 

Serra da Bodoquena/MS, 72% de L. longipalpis capturados foram reagentes para aves 

mediante técnica imunoenzimática do Elisa16, embora a associação entre a infecção de L. (L.) 

chagasi e a presença de galinhas ou galinheiros no estado de Minas Gerais não tenha sido 

observada19. 

O considerável número de L. longipalpis alimentado com sangue humano, seja 

exclusivamente ou combinado com sangue de outros animais (ave e cão), evidencia o caráter 

antropofílico da espécie. O caráter oportunista podendo sugar ampla variedade de vertebrados 

foi também relatado em Porteirinha/MG4 onde foi observada a preferência de fêmeas de L. 

longipalpis por aves e cavalos, mas também se alimentando de sangue de roedores, cães, bois 

e do homem, o caráter eclético foi observado também no município de Raposa/MA22. 

Em pesquisa de preferência alimentar com oferta de diferentes animais para o repasto 

sanguíneo, foi observado que 95% de todos os flebotomíneos capturados em cavalos eram L. 

longipalpis, atraindo muito mais insetos que os outros animais ofertados28. 
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A atração de L. longipalpis por cães foi destacada na Costa Rica29, o que não foi observada 

nesta pesquisa e em outros trabalhos20. Apesar da baixa porcentagem de fêmeas que se 

alimentou em cães (5/104), a presença de gambás no peridomicílio, atuando como um elo 

entre os ciclos doméstico e silvestre, pode aumentar o risco da infecção canina em 2,6 vezes7. 

A fonte alimentar dos vetores propiciam informação sobre a preferência por hospedeiros em 

circunstâncias naturais. A intensidade da antropofilia é um dos fatores essenciais na avaliação 

da capacidade vetorial, enquanto a atração por outros hospedeiros pode dar respostas sobre a 

associação entre vetores potenciais e reservatórios naturais1, permitindo o planejamento de 

estratégias de prevenção e controle da LV. 
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Figura 1. Área de estudo: município de Várzea Grande, Estado de Mato Grosso, Brasil. 

 
 
 
 
 

Figura 2. Preferência alimentar de fêmeas de Lutzomyia longipalpis no município de Várzea 

Grande, estado de Mato Grosso, no período de janeiro de 1998 a junho de 2006. 

 
 
 

Tabela 1. Fêmeas de L. longipalpis submetidas ao teste de precipitina com utilização de 

diferentes anti-soros, por ambiente, no município de Várzea Grande, estado de Mato Grosso, 

no período de janeiro de 1998 a junho de 2006 
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Figura 1 
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Preferência alimentar de Lutzomyia longipalpis

Cão
4,81%

Cavalo
7,69%

Boi
10,58%

Gambá
11,54%

Humano
13,46%

Roedor
21,15%

Ave
30,77%

Não Reagente
9,62%

 

Figura 2 
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Tabela 1 
 

Anti-soro Intra Peri Número absoluto 
Ave 6 19 25 
Boi 2 7 9 
Cão 0 2 2 
Cavalo 4 4 8 
Gambá 6 6 12 
Humano 5 7 12 
Roedor 4 12 16 
Ave e Cão 0 2 2 
Ave e Humano 0 1 1 
Ave e Roedor 1 3 4 
Boi e Roedor 1 1 2 
Cão e Humano 0 1 1 
Não Reagente 3 7 10 

Total 32 72 104 
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8.4 Anexo 4 

 

Artigo: Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) naturally infected with Leishmania 

(Leishmania) infantum chagasi (Cunha & Chagas, 1937) in a visceral leishmaniasis 

transmission area in Várzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil. 
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ABSTRACT 

The technique of polymerase chain reaction (PCR) associated to restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) analysis was used for identifying the infection rate of Lutzomyia 

longipalpis naturally infected with Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. Monthly 

captures of sand flies were undertaken in a visceral leishmaniasis (VL) transmission area in 

the municipality of Várzea Grande, state of Mato Grosso (MT), Brazil, using CDC light-traps, 

which were left in both intradomiciliary and peridomiciliary areas between January 2004 and 

June 2006. For PCR assays a pool of 10 phlebotomine individuals was used for DNA 

extraction, which was confirmed by amplification of the constitutive specific gene 

(cacophony), and PCR positive results were submitted to PCR-RFLP. Amplification of 

Leishmania spp. specific DNA products were observed in 3 out of the 42 samples. Such 

molecular approach has allowed us to infer a natural infection index of 0.71%, and L. (L.) 

infantum chagasi showed to be infective to  L. longipalpis. 

Key-Words: Lutzomyia longipalpis. Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. PCR. RFLP. 

Natural Infection. Mato Grosso. 

 

1. INTRODUCTION 

 Visceral leishmaniasis (VL) etiological agents are protozoan parasites of the family 

Tripanosomatidae, genus Leishmania; three species are responsible for the disease worldwide 

namely: Leishmania (Leishmania) donovani in Asia, L. (L.) infantum in Asia, Europe and 

Africa, and L. (L.) infantum chagasi in Americas (Lainson and Rangel, 2003; Shaw, 2006). 

 Although the main VL vector in Brazil is Lutzomyia longipalpis (Lainson and Rangel, 

2003), other vector species have been reported in literature such as L. forattini, L. almerioi 

(Galati et al., 1997) and L. cruzi (Santos et al., 1998) that have been implicated in the disease 

transmission in the state of Mato Grosso do Sul; the latter species was found naturally 
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infected in the municipality of Jaciara, in the state of Mato Grosso. In Para, L. antunesi is 

regarded as an alternative vector species (Lainson and Rangel, 2003). In Colombia, L. evansi 

was reported as a possible VL vector (Travi et al., 1990).  

 Among the methodologies used for screening naturally infected phlebotomine sand 

flies, the technique of polymerase chain reaction (PCR) has been widely reported in literature 

for such aim (Rodriguez et al., 1999, Miranda et al., 2002, De Pita-Pereira et al., 2005 and 

Oliveira-Pereira et al., 2006). One of the pioneer investigators in this field, Rodgers et al. 

(1990) used PCR for detecting Leishmania kDNA. Recently, Michalsky et al. (2002) and 

Paiva et al. (2007) assessed the performance of this molecular tool for identification of 

experimentally infected sand flies. 

 As for species identification, polymerase chain reaction associated with restriction 

fragment polymorphism (PCR-RFLP) analysis was used by Volpini et al. (2004) in order to 

differentiate between L. (V.) braziliensis and L. (V.) amazonensis.  Paiva et al. (2004) used 

PCR to identify Viannia subgenera and, Andrade et al. (2001), in order to differentiate the L. 

mexicana and L. braziliensis complexes, used the same technique. More recently, these 

authors (Andrade et al., 2005 and 2006) differentiated the species L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis and L. (L.) infantum chagasi in canine samples. One of techniques to provide 

intern control of DNA extraction and PCR for accurate species identification involves the use 

of specific primers directed to the phlebotomine constitutive gene (cacophony) (De Pita-

Pereira et al., 2005). 

 The detection of Leishmania spp. in naturally infected phlebotomine sand flies is of 

fundamental importance for incriminating them as possible insect vectors providing further 

epidemiological data on the disease (Michalsky et al., 2002). 
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 In this context, the present study was aimed to determine the natural infection rate of 

L. longipalpis with L. (L.) infantum chagasi through PCR and PCR-RFLP analysis in VL 

transmission areas of the municipality of Várzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil. 

 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Study area 

The municipality of Várzea Grande (Figure 1) is a town of the state of Mato Grosso, 

Brazil, with a population of 214,842 inhabitants. Together with the state capital, Cuiabá, 

Várzea Grande comprises the Metropolitan Region of Cuiabá. At the altitude of 185m, 

latitude 15º32’30” S and longitude 56º17’18” W, the territorial extension of Várzea Grande is 

949.53km2  with a tropical climate and annual rainfall of 1750 mm. The rainy period runs 

between September and April with greater intensity from January to March. The yearly 

average temperature is 24ºC, reaching up to 34.1ºC, and the absolute maximum temperature 

may be over 42ºC. The geomorphologic figure of the municipality is mostly represented by 

Planalto da Casca and Depressão Cuiabana. The woody flora named cerrado (savannah-like 

vegetation) is predominant in the region (Ferreira, 2001). 

 

2.2. Phlebotomine captures and identification 

Phlebotomine captures were carried out between January 2004 and June 2006, in the 

municipality of Várzea Grande, MT, using CDC light traps (Sudia and Chamberlain 1962). 

These traps were placed in peridomiciliary areas of 5 residences, in a visceral leishmaniasis 

area of transmission. The captured insects were identified according to the classification by 

Young and Duncan (1994). Pools of 10 female L. longipalpis were frozen and dried in 

microcentrifuge tubes at -20ºC.  
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2.3. Leishmania spp. DNA extraction 

Isolation of DNA was undertaken according to Souza et al. (2004) and Michalsky et 

al. (2002) through grinding. Lysis buffer solution (50 µl) was added (100mM Tris-HCL, 

100mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), and the samples were digested at 37ºC 

overnight in the presence of 1 µl proteinase K (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA) (10mg/ml). To accomplish DNA extraction with phenol-chloroform (Ausubel et al., 

1992), a volume of 70 µl sterile Milli Q® water (Millipore, Billerica, MA, US) and 120 µl of 

buffer-saturated phenol were homogenized vigorously for 20 seconds and then centrifuged at 

14,000 g for 5 minutes at room temperature. The supernatant was transferred to another 

microcentrifuge tube followed by another extraction step, as previously described, and then 

added to 70 µl of ultra-pure water and 120 µl of phenol (saturated in buffer solution). Next, 

the samples were treated with 120 µl isoamyl chloroform (24:1) and DNA was precipitated at 

-20°C overnight, before being added to 20 µl of sodium acetate 3M pH 5.2 and 200 µl cold 

absolute ethanol. The precipitate was washed with 100 µl of 70% cold ethanol and DNA was 

then re-suspended in 30 µl of TE 1x and stored at -20°C. Concentration and degree of purity 

of the DNA was estimated by spectrophotometer reading (GeneQuant, Amersham Pharmacia 

Biotech) at 260 to 280 nm. 

 

2.4. Polymerase chain reaction  (PCR)  

A number of 42 samples were amplified through PCR using the automate termocycler 

(Perkin-Elmer-Gene Amp PCR System 2400) in Hot Start procedure. The reactions were 

prepared with 5 µl buffer solution (100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, pH 9.0), 

5 µl dNTPs at 2mM each, 2 µl of each primer (200 ng/µ) each and 0.5 µl de Taq DNA 

polymerase (Invitrogen) (2.5 U/µl) and 26.5 µl of ultra-pure water. After prepared, 2 µl of 

DNA were added to them at a concentration of 10 ng/µl per reaction and the following 
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primers were used: 5' GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3'; 5'CCG CCC CTA TTT TAC 

ACC AAC CCC 3'; 5'GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3' (Degrave et al., 1994). 

The following schedule for amplification was kept: 94°C for 5 minutes, followed by 35 

denaturation cycles at 94°C for 30 seconds; annealing at 50°C for 30 seconds; extension at 

72°C for 30 seconds and a final extension at 72°C for 10 minutes (Michalsky et al., 2002). In 

every PCR reaction set, both negative (no DNA) and positive controls (purified kDNA 

purified added to the reference strain L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)), were 

included. After amplification, the samples were submitted to electrophoresis (SDS-PAGE) 

and PCR products were visualized on 6% silver stained polyacrylamide gels (Pinheiro et al. 

1999). A volume of 5 µl standard molecular weight PhiX 174RF was added as size marker. 

 

2.5. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis of Polymerase chain 

reaction  (PCR)  amplified products 

 Positive PCR samples were submitted to  PCR-RFLP aimed to distinguish among  L. 

(L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum chagasi according to previous 

literature protocol (Volpini et al., 2004). Leishmania reference samples used were L. (L.) 

amazonensis (IPLA/BR/67/PH8), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930) and L. (L.) 

infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP/75). Three microliters of PCR amplified products were 

added to 1 µl buffer solution, 5.9 µl Milli Q ® water, 0.1 µl of the two endonucleases, HaeIII 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and ApaLI (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) 

for enzymatic digestion for 3 h and 30 min at 37 ºC. To the digested product, a volume of 10 

µl of the sample buffer was added (TA) 2x (400 µl DDW; 200 µl TA 6x), TA 6x 

(bromophenol blue 0.25%, xilenocianol 0.25%, glycerol PA 30%). Restriction fragments were 

run in 10% polyacrylamide gels as previously described. Molecular size markers were used in 
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a volume of 4 µl and 8 µl of each sample were placed in each lane. The gels were 2% silver 

stained.  

 

2.6. Polymerase chain reaction  (PCR) of the specific constitutive gene (cacophony)   

In order to have phlebotomine DNA extraction confirmed, a pair of specific primers 

for the Lutzomyia constitutive gene (cacophony) from the IV56 region was used: 5Llcac 5' 

GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3' and 3Llcac 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 

3' (Lins et al., 2002). The PCR amplification generated a product of 220 bp showing that this 

gene can be used as an accurate reaction control, in order to avoid false negative results.  The 

reaction were undertaken in a final volume of  27 µl including Taq Polymerase Buffer 10X 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4.5mM MgCl2, 200µM of each dNTP 

(Invitrogen), 0.2 µl of each primer, 1.25 U Taq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystem), 

2 µl of DNA sample and ultra filtered water. PCR reactions were carried out in an automate 

termocycler (Perkin-Elmer-Gene Amp PCR System 2400) in Hot Start procedure at 94°C for 

12 minutes for denaturation, followed by 35 denaturation cycles at 94ºC for 30s, annealing at 

55ºC  for 30s and a extension at 72ºC. After the last cycle, a final extension step followed at 

72ºC for 10s for final annealing. Afterwards, the samples were submitted to electrophoresis 

(SDS-PAGE) and PCR products were visualized on 10% polyacrylamide gels stained with 

silver at 2%. A volume of 5 µl standard molecular weights PhiX 174RF was added as size 

marker. 

 

2.7. Calculation of the minimal infection rate 

 As the samples comprised pools of 10 female insects each, to calculate the minimal L. 

longipalpis infection rate the following formula was used: Infection rate (IR) = number of 
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positive pools x 100 / total number of insects; for which one infected insect was taken into 

account. 

 

3. RESULTS 

3.1.  Leishmania spp. DNA in naturally infected L. longipalpis  

 Amplification of specific 120 bp products was observed in the samples identified as 2, 

4 and 7 depicted in Figure 2. The remaining samples showed no Leishmania spp. DNA 

amplification. 

 Upon taking into account three PCR-positive female sand flies among a total of 420 

individuals, the natural infection rate was inferred as being approximately 0.71%. Possibly 

false negative results were assessed by analyzing PCR reproducibility including all samples.  

 

3.2.  L. (L.) infantum chagasi DNA detection in naturally-infected L. longipalpis  

 Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis was carried out in the 

samples 2, 4 and 7 using the restriction enzymes ApaLI and HaeIII, including DNA reference 

samples of L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis and L. (L.) infantum chagasi. The ApaLI 

endonuclease is capable of digesting only L. (V.) braziliensis PCR products into two 

fragments, 88 bp and 32 bp, distinguishing among the 120 bp for both L. (L.) amazonensis 

and L. (L.) infantum chagasi (Andrade et al., 2006). The restriction enzyme HaeIII was used 

to digest the 120 bp fragment of L. (V.) braziliensis into two others, 80 bp and 40 bp, as well 

as of L. (L.) infantum chagasi into four,  120, 80, 60 and 40 bp (Andrade et al., 2006), but not 

of L. (L.) amazonensis (Volpini et al., 2004).  

 Analysis of DNA generated by restriction enzyme digestion of phlebotomine sand 

flies  under study were compared with that from reference samples; the three samples were 

identified as L. (L.) infantum chagasi standard (Figure 3). 
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3.3. Phlebotomine DNA (cacophony) 

 All samples under study showed fragments of 220 bp (Figure 4) corresponding to the 

constitutive specific gene which is in accordance with data provided by De Pita-Pereira et al. 

(2005), evidencing efficacy of DNA extraction and PCR performance.   

 

4. DISCUSSION 

 Our results allowed us to detect a phlebotomine natural infection rate of 0.71% in 

Várzea Grande, Mato Grosso, Brazil, based on molecular techniques. Other investigations 

have shown varying natural infection indices in Brazil, as follows: 2.6% in Mato Grosso do 

Sul (Nascimento et al., 2007); 0.4% in the Amazon region of Maranhão (Oliveira-Pereira et 

al., 2006); 2.0% in the state of Rio de Janeiro (De Pita-Pereira et al., 2005); 6.1% in 

Barcarena, state of Pará (Silva et al., 2005c); 1.5% in Bahia (Miranda et al., 2002); 0.3% in 

Rio Grande do Sul (Silva and Grunewald, 1999) and 0.2% in Brazil Central (Galati et al., 

1996). Remarkably, in Belo Horizonte, state of Minas Gerais, Souza et al. (2004) evidenced 

100% of PCR negative results in all samples under study. Through manual dissection, 

phlebotomine infection rates of 2% and 43.7% were found in Terezina, state of Piauí (Silva et 

al., 2005b) and  in the state of Amazonas (Silva et al., 2005a), respectively. In other countries, 

screening of phlebotomine sand flies for detection of natural infection rates has shown 7.7% 

in Venezuela (Rodriguez et al., 1999) and 5.4% in Greece (Aransay et al., 2000). 

 Since Leishmania infection rates are known to be low in the insect vector, even in VL 

endemic areas, evidences of high densities of L. longipalpis in peridomiciliary areas have 

shown a high risk of the disease transmission as the vector is highly anthropophilic (Soares 

and Turco, 2003). 
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 The samples analyzed in the present study through PCR-RFLP were identified by 

using the L. (L.) infantum chagasi standard. Although false negative may occur due to 

contamination, amplification of Leishmania kDNA has shown to be highly sensitive. 

According to Volpini et al. (2004), approximately 25% of PCR procedures are contaminated.   

 Contamination in our  PCR results was precluded through negative controls as well as 

internal control used for amplifying the specific constitutive gene (cacophony), through which 

DNA extraction efficacy was confirmed (De Pita-Pereira et al., 2005). 

 The use of molecular techniques for parasite identification may provide highly 

sensitive and specific results, although the methodologies used for DNA extraction 

standardization should be assessed (Paiva et al., 2007). The use of such techniques for 

epidemiological surveys may provide information on new VL infection foci and 

epidemiological features of particular cases so that control measures may be designed 

according to the microenvironmental characteristics of the region.  
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Figure 1. Geographic localization of Várzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil. 

 

 

Figure 2. PCR amplification products of positive phlebotomine samples (2, 4 and 7), using 

Leishmania spp. specific primers. 6% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%. 1 – PhiX 174 

DNA marker; 2, 3 and 4 – samples 2, 4, and 7; 5 – Positive control and 6 – Negative control. 

 

 

Figure 3. PCR amplification products of the conserved Leishmania kDNA after digestion with 

the restriction enzymes ApaLI and HaeIII (molecular size marker MM 50 bp) (Invitrogen). 

6% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%.  1 – 50 bp DNA marker; 2, 3 and 4 – samples 2, 

4 and 7; 8, 9 and 10 – samples 2, 4 and 7; 5 and 11 – Reference DNA L. (L.) infantum chagasi 

(MHOM/BR/74/PP/75); 6 and 12 – Reference DNA L. (L.) amazonensis (IPLA/BR/67/PH8); 

7 and 13 – Reference DNA L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2930). 

 

Figure 4. PCR amplification products of Lutzomyia constitutive gene (cacophony). Primers 

5Llcac/3Llcac. 10% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%. 1, 16, 31 and 44 – PhiX 174 

DNA marker; 2 to 13, 17 to 28, 32 to 41, 45 to 52 – samples 1 to 42; 14, 29, 42 and 53 –  

Positive controls; 15, 30, 43 and 54 – Negative controls.  
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