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RESUMO

A Leishmaniose Visceral (LV) afeta o homem e outesmais, e sua transmisséao,
inicialmente silvestre ou concentrada em pequepaslitltades rurais, esta atualmente
ocorrendo em centros urbanos de médio e grande, gont area domiciliar ou peridomiciliar.
Os flebotomineos desempenham papel de grande énp@tmeédica e a principal espécie
vetora da_eishmania (Leishmania) infantum chagagsiotozoario causador da LV no Brasil,
é Lutzomyia longipalpisO trabalho teve como objetivo levantar a faunaoiiemminica,
verificar a capacidade dos flebotomineos adentraveambiente domiciliar, conhecer a
distribuicdo sazonal, a preferéncia alimentar &a tle infeccédo natural de longipalpisem
area de transmisséo de LV, além de correlaciondadss vetoriais com inquéritos caninos e
ocorréncia de casos humanos na é&rea. Os flebotomifegam capturados nos bairros
Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia, no munidipi®%arzea Grande/MT. As coletas
foram realizadas mensalmente no intra e peridoimjcilrante quatro noites consecutivas em
10 residéncias, no periodo de janeiro de 2004 zojale 2006, utilizando-se armadilha de luz
do tipo CDC. Foram capturados 12.833 flebotominpegiencentes aos génetagtzomyia
(22 espécies) Brumptomyia(uma espécie). A espécie dominante lfoilongipalpis com
frequéncia relativa de 65,23% e predominancia dehosg no ambiente peridomiciliar. A
partir do teste de precipitina, observou-se gquémgas alimentaram-se preferencialmente de
sangue de aves (30,77%). Foi verificada uma taxefdecdo natural de 0,71% de (L.)
infantum chagasiem “pools” de 10 fémeas de. longipalpis através da PCR-RFLP.
Observou-se a ocorréncia tle longipalpis em todos os meses do ano, com aumento da
densidade no periodo chuvoso (entre os meses dérout marco), sendo maior apos o
registro das primeiras chuvas. O conhecimento sailtliicio do vetor infectado auxilia na
compreensao da eco-epidemiologia da doenca pasadgulmedidas eficazes de controle da
doenca.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis Leishmania (Leishmania) infantum chagasi,
Leishmaniose Visceral, Varzea Grande, Mato Grd36&R-RFLP.
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ABSTRACT

The Visceral Leishmaniasis (VL) affects humans atier animals, and its transmission
usually concentrated in rural and wild areas isentty occurring in larger towns. The sandfly
Lutzomyia longipalpiplay a role of major importance in the transmissad Leishmania
(Leishmania)infantum chagasiaethiological agent of VL in Brazil. The study ainé&
determine the sandfly fauna, to evaluate the gbibf sandflies to enter artificial
environments, to know the seasonal distributioa,ftod preference and the rate of infection
with L. (L.) infantum chagagn the area of VL transmission. Also the vectoradahd dogs
infection were correlated with the occurrence ofnlan cases in the area. The sandflies were
captured in the neighborhoods of Eldorado, Sado #eahand Parque Sabia, in the
Municipality of Varzea Grande/MT. The collectioneer® made monthly in the intra and
peridomiciliary areas, for four consecutive nighislO homes, from January 2004 to June
2006, using CDC traps. The number of sandflieswragtwas 12,833 belonging to the genera
Lutzomyia (22 species) andrumptomyia (one species). The prevalent species Wwas
longipalpis (65.23%) and a higher frequency of males was w@bserPrecipitation tests
revealed that females were often found bed on §8As7%). The natural infection ty (L.)
infantum chagasin pools of 10 females df. longipalpisthrough PCR-RFLP was 0.71%.
Occurrence of.. longipalpiswas detected throughout the year, with increasegity in the
rainy season (between October and March), and aften the first rains. The knowledge
generated in this work might help to understandet@-epidemiology of the disease aiming
to develop procedures for disease control.

Key-words: Lutzomyia longipalpis Leishmania (Leishmania) infantum chaga¥iisceral

Leishmaniasis, Varzea Grande, Mato Grosso, PCR-RFLP
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1. INTRODUCAO

1.1 A Leishmaniose Visceral

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerkeishmanioses como uma das
principais zoonoses mundiais (WHO, 2003). A leishimse visceral (LV) que afeta animais,
pode apresentar-se como uma antroponose ou anbapese, quando o homem atua como
reservatorio (Passost al., 1993), € uma doenca crbnica sistémica e grave, ajunge
criancas, adultos e jovens ou pessoas imunodesredcaracterizada por febre de longa
duracdo e outras manifestacdes, e quando naoaraaolui para 6bito em um ou dois anos

apos o aparecimento da sintomatologia (Alves el8ayua, 2004).

O parasito se multiplica em local onde se concentélulas do sistema monocitico
fagocitario (SFM) como o baco, o figado e a medissea. Os pacientes apresentam febre
prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia, leup@memia, hipergamaglobulinemia,
tosse, dor abdominal, diarréia, perda de peso aezé] sendo o escurecimento da pele
provocado somente no calazar indiano (Marzathal., 1999). Segundo o Ministério da
Saude (Brasil, 2005b), as manifestacdes clinicak\aecorrem do desequilibrio entre a
multiplicacdo dos parasitos nas células do SFMredposta imunitaria do individuo e do
processo inflamatodrio subjacente. Em muitas siteg¢6 diagnostico diferencial sé pode ser
concluido através de provas laboratoriais, jA gu&reas endémicas se superpdéem em grandes
faixas do territério brasileiro, somando-se a emstzdade outras patologias como malaria,
brucelose, febre tiféide, esquistossomose hepdéresp, forma aguda da doenca de Chagas,

linfoma, mieloma multiplo, anemia falciforme, etc.

A doenca possui distribuicdo mundial, encontrada Aaéricas, Africa, sul da
Europa, Asia e Oriente Médio (Lainson e Shaw, 198&s Américas, a LV ocorre desde o
México até a Argentina, sendo que o Brasil coniriimm 90% dos casos do continente
(Grimaldi-Jr et al., 1989; WHO, 1990; Soares e Turco, 2003). Nas Amgricas
leishmanioses tém algumas caracteristicas epidégials comuns, ocorrendo em pessoas
residentes em areas rurais ou que tiveram contatoh@bitats silvestres. As mudancas no
comportamento humano e as alteracbes do ambieatienp ter um maior impacto na

prevaléncia e no padréo de transmissao da LV (Gdirda e Tesh, 1993).
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No Brasil, a LV atingia as populac¢des rurais deiogdestados, inclusive Goiés,
Tocantins e Mato Grosso do Sul (Marzochi e Marzot®94), sendo que o0 primeiro caso no
pais foi registrado em 1913, em paciente de Mats$ér (Alencar e Dietze, 1991). Apesar da
conhecida subestimacéo de casos, o Brasil registroaumento na incidéncia da doenga nos
ultimos 20 anos (Dantas-Torres e Branddo-Filho6P0B um crescente problema de salde
publica no pais e encontra-se em franca expansiapdiea, distribuida em 19 estados e em
1551 municipios no periodo de 1994 a 2002. Tém dmstrados aproximadamente 3.000

casos/ano no pais, com letalidade média de 8% aG0o%iijo e Melo, 2004).

As condi¢cdes para a urbanizacdo da doenca ténusidoprogressiva adaptacao dos
parasitos (Marzochi e Marzochi, 1994; Ashford, 2080dos flebotomineos aos ambientes
modificados pela antropizacao, relacionado ao eotstprocesso migratério de populacdes
rurais para areas urbanas (Gallego, 2004; Baeatal, 2005; Monteiroet al, 2005;
Margonari, 2005; Costat al, 2003). Essa doenca metaxénica passou a ser Inanta
transmitida em areas peri-urbanas, gracas a enuéagén reemergéncia de seus vetores
nessas areas (Tauil, 2006). Dados confirmam a indgio da doengca em grandes centros
urbanos (Aguilaret al., 1998; Luzet al., 2001; Silvaet al., 2001; Bevilacquaet al., 2001;
Souzaet al, 2004; Monteircet al, 2005), sendo que Bevilacgetal (2001), Barata (2005),
Margonari (2005) e Alvest al (2005) sugerem que o fator sdcio-econdémico sejadas

determinantes da LV no Brasil.

Sao multiplas as infecgBes que tém determinantesatieidades humanas como a
invasdo de éareas florestais, atividades rotinegas horarios inadequados, habitacdes
precarias, criacdo de animais domeésticos proximeoessiéncias, que podem propiciar a
infeccdo dos homens e fortalecendo seu conceit@zod@ose. Assim sendo, o homem
estabelece comunidades que propiciam a instalagagehtes infecciosos, além da existéncia

e acao de mecanismos que propiciem essa associacao.

Pouco se conhece sobre a epidemiologia da LV eosfodanos, criando condigbes
favoraveis para sua emergéncia e reemergéncia, gpoesenta incidéncia crescente nos
altimos anos nas areas onde ocorria tradicionaknentpartir de um complexo de fatores
como mudancas ambientais e climaticas, reducaandestimentos em saude e educacéo,

descontinuidade das acOes de controle, adaptac&etdoaos ambientes modificados pelo

21



homem, fatores pouco estudados ligados aos veteagsntes genéticas), e novos fatores
imunossupressivos, tais como infec¢do pelo Virugndanodeficiéncia Adquirida (HIV) e

dificuldades de controle da doenca em grandes a&ghuios urbanos, onde problemas de
desnutricdo, moradia e saneamento basico estdenpgese resisténcia aos farmacos de uso

corrente e auséncia de uma vacina canina e/ou lau(@amtijo e Melo, 2004).

No Brasil, a populacéo tradicionalmente marginal&ayeralmente exposta a falta de
saneamento basico e de servicos de saude, as samugEmicas, ao desemprego, e a fome,
vive em areas periurbanas, onde a distribuicdo r§éog do HIV e da leishmaniose se
sobrepbem (Lucenat al, 2007; Rabellcet al, 2003). A Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) ao destruir o sistema imunitarimanifesta-se pelo desencadear das
doencas oportunistas, onde se incluem as infecgéatte elas, as causadas por protozoarios.
E assim que a LV se torna uma das infecgbes opstasnmais freqiientes no doente HIV
(Maia-Elkhoury et al., 2007; Damascenet al, 2007; Souzaet al, 2007b; Alves e
Bevilacqua, 2004; Rosenthet al.,2000; Alvaret al.,1997; Vianaet al.,1994).

A coinfeccdo resulta de uma deficiéncia cumulatigaresposta imunitaria: AIDS
aumenta o risco da LV em 100 a 1000 vezes e o Hidfepinduzir o crescimento da
Leishmaniadentro dos macrofagos; a infecgdo peishmania por sua vez, pode induzir a
ativacdo do HIV latente e acelerar sua replicag®aglulas monociticas (Desjeux e Alvar,
2003; WHO, 2000; Woldagt al., 1999). Ambos os agentes infectam e multiplicam-e n

interior dos macréfagos e podem potencialmenteedatar o sistema imunitério.

Na coinfeccdo ocorre o aparecimento de manifessagiganeas desconhecidas,
sobretudo em doentes com LV, leishmanioses cutéaneassuas varias formas e as
leishmanioses mucocutaneas perdem definitivamentaracteristicas que as identificaram
durante séculos, tornando-se assim, a leishmaniosedoenca multifacetada apos o advento
da AIDS (Catorze, 2005). Muitos casos de coinfequéwavelmente ndo sao determinados
pela falta de conhecimento entre os clinicos ogsacbmitado aos métodos apropriados para
o diagnéstico. Borgest al (1999) e Catorze (2005) discutiram a hipotesdralasmissao
parentérica de homem para homem, a transmissaapanttica, que pode ser natural (picada
de inseto) ou artificial por transmissdo mecéaniagulhas e seringas contaminadas). No
Brasil, os toxicodependentes por via endovenossstitoem 7% do total de doentes
coinfectados (Rabellet al, 2003).
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Oliveira et al. (2007) ressaltam as possibilidades de quadroEa@$ atipicos de LV
em associacdo com lupus eritematoso sistémico &esuga inclusdo deste diagnostico nos

diagndsticos diferenciais das leishmanioses ens &@e@émicas.

1.2 Agentes etiologicos da LV

Os agentes etiologicos d& sao protozoarios da familia Trypanosomatida@segé
Leishmania com trés espécies que causam a dodrgiahmania (Leishmania) donovama
Asia e Africa,L. (L.) infantumna Asia, Europa e Africa, k. (L.) infantum chagashas
Américas (Lainson e Rangel, 2003; Shaw, 2006).tExisna grande polémica em torno da
origem da LV no Novo Mundo, se ela foi introduzigaentemente, na época da colonizacao
européia e causada pela espéci€lL.) infantum ou ha milhdes de anos, juntamente com a
introducéo dos canideos, devendo a espécie seificada comd.. (L.) chagasi Os achados
de altas taxas de infeccdo em canideos origindaoSmazonia sugerem a origem autéctone
(Lainson e Shaw, 1987). Entretanto, a partir dedest utilizando técnicas bioquimicas e
moleculares, autores considerank.a(L.) chagasie aL. (L.) infantumuma Unica espécie
(Rey, 2001; Gontijo e Melo, 2004) e aceitam a hgpétda introducdo recente nas Américas
(Mauricio et al, 2000). Lainson e Rangel (2003) e Shaw (2006)amidca nomenclatura
Leishmania (L.) infantum chagag&nquanto a controvérsia ndo se resolve, consetacsl.

(L.) infantum chagasio agente etiolégico da LV no Brasil.

O ciclo biolégico dd.. (L.) infantum chagase do tipo heteroxénico (Neves, 2005), e
0S protozoarios desse género sdo parasitos umiedutjue apresentam formas evolutivas
distintas durante o seu ciclo de vida. As formasrmastigotas ou flageladas sado encontradas
no intestino médio dos insetos vetores e a formastgota ou aflagelada é intracelular
obrigatoria, sendo encontrada nas células do sastagocitico mononuclear do hospedeiro

vertebrado, principalmente macréfagos (Grossage, 2003).

A infeccdo do vetor ocorre pela ingestdo, durantepasto sanguineo, das formas
amastigotas de. (L.) infantum chagagiresentes na derme do hospedeiro infectado, & qua
passardo a evoluir no trato digestivo médio dotms#ependendo da localizacdo podera ser

considerada peripilaria ou suprapilaria (Lains@haw, 1987). Estas amastigotas sofrem uma
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divisdo binaria e se transformam rapidamente emMmastigotas, que por processos SUCessivos
de divisdo, multiplicam-se ainda no sangue ingerigiee € envolto por uma membrana
peritréfica secretada pelas células do estomaginsito (Pimentaet al, 1997). Apls a
digestdo do sangue, a membrana peritréfica se rempgua porcao anterior pelas quitinases
e as formas promastigotas ficam livres. As formasmastigotas em que se aderir as
microvilosidades do epitélio do intestino médio\addor (Soare®t al, 2002). Em seguida,
ocorre migracdo dos flagelados (ou parasitos) mangdes anteriores do intestino, se
diferenciando futuramente em promastigotas meteag;l que sao formas modveis, ativas,

finas e com flagelo bastante longo (Sacks e S11987).

Ao exercer o0 repasto sanguineo sobre um hospeuirinfectado (homem ou outro
reservatorio), o flebotomineo inocula as formagsrastigotas infectantes presentes no trato
digestivo anterior (Sacks, 1989). Dentro do magofas formas promastigotas assumem a
forma amastigota e, passam a multiplicar-se padsdlivbinaria até o rompimento da célula,
sendo endocitadas por novos macrofagos, dissentrsngelos tecidos do sistema fagocitico
mononuclear como linfonodos, figado, baco e medsé&®a, completando o ciclo heteroxeno

dos parasitos e sua propagacéo a novos individisogstiveis (Zilberstein e Shapira, 1994).

1.3 Reservatoérios da LV

O cédo Canis familiarig é o mais importante reservatério doméstico Lde(L.)
infantum chagasem localidades onde a LV é endémica (Deane e Dd®%l;, Deane e
Deane, 1955a; Deane e Deane, 1962; Franca-8ilaa, 2003). Recentemente, gatd<elis
catug foram encontrados naturalmente infectados emdedeansmisséo de LV no estado de
Sao Paulo (Rewt al., 2005) e sua investigacdo como possivel hospedeit@ishmaniaé
sugerida por Dantas-Torres (2006). O rato domédiRattus rattuy € suspeito de ser
reservatorio secundario da LV na Venezuela (Zuleetal, 1999) e de participar do ciclo

zoondtico doméstico no Brasil (Costa, 2002; Gorgtijal, 2002).

Hospedeiros silvestres incriminados como resenesode LV sdo as raposas
Dusycion vetulusencontradas no nordeste do BrasilCerdocyon thousna Amazobnia
brasileira (Deane e Deane, 1962; Lainson e ShadZ)18s gambabidelphis albiventrisno
estado da Bahia (Sherloélt al, 1984; Rey, 2001; Costa, 200Bidelphis marsupialina
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Colémbia (Corredoet al, 1989; Traviet al, 1994),Didelphissp. em Bauru/SP (Santiago e
Lima, 2007), o chacdalanis aureuso loboCanis lupuse a rapos&ulpes vulpeso Velho
Mundo (Lainsonet al, 1987). Limaet al (2007) detectaram o anticorpo anti-k39 nos
roedores silvestredlectomys squamipes, Rattus rattus, Bolomys lasiar@alea spixxi,
demonstrando a importancia desses animais comdvpisseeservatorios de. (L.) infantum

chagasino municipio de S&o Vicente Férrer/PE.

A presenca de DNA dé. (L.) infantum chagasdetectada em amostra do roedor
silvestreThrichomys apereoidepode sugerir o seu envolvimento no ciclo enzoditvestre
da LV em Aracuai/MG (Costa, 2002). Tragt al (1998) demonstraram infeccdo em

Proechimys canicolliem foco endémico de LV na Colémbia.

Por serem animais sinantrépicos, as raposas podeen & conexao entre o ciclo
silvestre e 0 doméstico que € mantido pelos caesmiam como reservatorios domésticos da
infeccdo (Deane e Deane, 1955a; Alghaal, 2004). O cdo e a raposa apresentam um intenso

parasitismo cutaneo, que permite facil infeccaofimtomineos (Deane e Deane, 1954).

Os cées sao implicados como importantes resergatém varios focos de areas rurais
e periurbanas (Marzochi e Marzochi, 1994; Séval, 2001). Foi demonstrado que a doenga
canina precede a doenca humana, sendo uma dass&gps pelo avanco espacial e
temporal dos casos humanos. Varios autores assogiavoorréncia de altas taxas de
soropositividade canina a LV humana (Deane e DedafiB5a; Alencar, 1961; Bettini e
Gradoni, 1986; Lainson e Shaw, 1987; Evanal, 1990; Dyeet al, 1992; Alvaret al, 1994;
Di Lorenzoet al, 2000; Oliveiraet al, 2001; Franca-Silvat al, 2005) além de associarem

ainda com a abundancia vetorial (Vieira e Coell®88).

Os caes infectados apresentam um amplo espectsmais clinicos, desde animais
aparentemente saudaveis, passando por oligossiitomaaté estagios graves da doenca
(Costa et al, 1999). O quadro clinico da doenca caracterizggSe emagrecimento,
ericamento e queda de pélos, nddulos ou ulcerdgtags freqlentes nos bordos das orelhas),
hemorragias intestinais, paralisia de membros posts, ceratite com cegueira e caquexia.
Pode evoluir para morte, nos casos mais graveméaet al, 2000). Na saude publica, como
0s cdes nao respondem ao tratamento como 0s hunpa@osniza-se a eutanasia dos animias

infectados.
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O reconhecimento das manifestacfes clinicas destesvatorios € importante para
adocdo de medidas de controle da doenca. Os canaj@esentam intenso parasitismo
cutaneo, o que permite uma facil infeccdo do flelmiheo, e por este fato, sdo os mais
importantes elos na manutencdo da cadeia epidegidal(Brasil, 2005b). E preciso
investigar a real prevaléncia da infeccdo nos déesésticos e as espécies lagshmania
circulantes nesses animais e as caracteristicatigres de cada area de transmissao (Dantas-
Torres, 2006).

O homem também pode ser fonte de infeccao, priimgree quando a doenca incide
sob a forma de epidemia e a possibilidade de guermem, principalmente criancas
desnutridas, venham, em alguns casos a ser fomtéedeédo pode conduzir a um aumento na
complexidade da transmisséo da LV (Gontijo e M2@)4). O papel do homem como um
importante reservatorio para a LV foi proposto peane e Deane (1955a; 1955b), Badsro
al. (1994) e Oliveira e Araujo (2003). Varios estuddsmonstraram a existéncia de
parasitemia porLeishmaniaem pessoas doadoras de sangue assintomaticas ream zo
endémicas (Choi e Lerner, 2001) e foram detectpdossitos no sangue periférico (Dedet e
Pratlong, 2003) e na pele (Moliet al.,2003) de doentes imunocomprometidos coinfectados
por Leishmani&H1V, com risco de instala¢do do ciclo antropontic

1.4 Vetores da LV

A transmissdo do parasito ocorre pela picada dedémde insetos da ordem Diptera,
pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia betdeninae. Os flebotomineos sé&o
pequenos, pilosos, de cor palha ou castanho damlo popularmente conhecidos no Brasil
como asa branca, asa dura, birigui, cangalhinhaguitm palha, tatuquira, freboti, etc. Em
sua grande maioria, habitam as florestas, em lagsosenbrios, sob folhas ou troncos das
arvores e proximos a pequenas por¢des d’agua. Aglespécies aparecem no interior das
habitagbes humanas ou em abrigos de animais doogstiscondendo-se em cantos escuros,
de onde saem a noite em busca de alimento e poelemriraidos pela luz. As larvas dos
flebotomineos nunca se criam em locais inteiramagigticos, mas em lugares umidos, onde
a luz raramente incide, com abundante matéria mg&ue |Ihe sirva de nutricdo (Marcondes,

2001). A capacidade de voo destes dipteros € dalezsaltitante, e pesquisas de Casaabva
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al. (2007b) revelaram uma média aritmética de dijpede 78m para machos e 115m para
fémeas, estando estas capacitadas para dissenfewdies para outras areas em curto espaco

de tempo.

A principal espécie vetora da LV no BrasiLatzomyia longipalpigCarrera, 1991,
Marcondes, 2001; Lainson e Rangel, 2003), apesal.deruzi apresentar evidéncia
epidemioldgica de transmissdo de LV no estado de Baosso do Sul (Santes al, 1998)
tendo sido encontradas fémeas naturalmente inBectaal municipio de Jaciara, no estado de
Mato Grosso (Missawat al, 2006). As espéciek. forattini e L. almerioi podem estar
relacionadas com a doenca em Mato Grosso do Siat{@aal, 1997; Maciel, 2005) &.
antunesié considerado vetor alternativo no estado do Raiason e Rangel, 2003; Maciel,
2005). Na Colémbial.. evansifoi incriminado como possivel vetor da doenca (& al.,
1990).

Em revisdo bibliografica, Bauzet al. (2007) reforcam a idéia de que longipalpis
seja um complexo de espécies no Brasil, e Setuz (2007c) indicaram um alto grau de
isolamento reprodutivo entre populacdes alopatrimdNatal, Jacobina e da Lapinha, bem
como entre as populacdes simpatricas de Sobratgesfdo a posicdo de longipalpiscomo

um complexo de espécies.

As alteracdes ambientais ocasionadas pelo homesme conseqiéncia, a disperséo
de animais silvestres que serviam como fonte deealiacdo a esses insetos, causam a
adaptacdo de muitas espécies a diferentes amb{&uegeset al, 1989). A proximidade do
homem em zonas de floresta e a criacdo de aniroaigsticos atraem um grande namero de
espécies de flebotomineos ao peridomicilio. Uma atezidos, eles se estabelecem nessas
areas e representam um perigo constante como sedereeishmania podendo manter o
ciclo de transmissao entre animais domésticos eaham(Vexenagt al, 1986; Barbosat
al., 1999; Brasil, 2003).

A domiciliagdo de algumas espécies origina-se camseqiéncia de alteracdes
antropicas provocadas no ambiente natural. O di#degu dai resultante estimula o
aparecimento e desenvolvimento dessas adaptacfeden@meno da domiciliacdo
compreende ampla gama de espécies que se adaptahm@meira ao convivio humano que

dele se tornaram dependentes, a ponto de viverdto praximos ao meio antropico. Assim
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sendo, a dindmica das comunidades estabelecidaseit antropico refletem os aspectos
epidemioldgicos proprios das doencas que delaftassu

Algumas espécies adaptam-se ao intra ou peridaoiséndo comum captura-las nas
casas, no galinheiro, chiqueiro, canil, lixo, pagrutas e outros locais. Margonari (2005) e
Carvalho (2006) observaram que os machos repreaenta maioria dos fleb6tomos
capturados em Belo Horizonte/MG e Santa Luzia/M&peetivamente, com predominancia
no peridomicilio. A maior quantidade de machos wautos pode ser explicada pelo fato de
serem atraidos para as armadilhas quando acompashfmeas para a cépula, formando os
agregados para o acasalamento (Feliciangeli, 1987).

L. longipalpisfoi a espécie mais abundante capturada em PohaiMG (Barateet
al., 2004; Barataet al, 2005) e em Belo Horizonte/MG, onde a espécieqear produzir
quatro geracdes por ano, com cerca de trés medatedalo entre as geracdes (Reseede
al., 2006). Michalsky (2004) reforca a adaptabilidade L. longipalpis a ambientes
domeésticos, apds observacdo de exemplares noeimtcaperidomicilio em todos 0os meses

pesquisados.

1.4.1 Influéncia dos fatores ambientais sobre a aténcia e densidade de flebotomineos

A maioria dos fatores ambientais que afetam a epalegia das leishmanioses
sugere que alguns dos parasitos e seus vetoresnpadigptar-se as alteracdes ecologicas
como os desflorestamentos e a urbanizacdo. Coree patasitos e vetores adaptam-se as
condi¢cdes ambientais modificadas, a epidemiologidaenca associada a eles também sofre
mudanca (Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993; Marzochi e Meinz, 1994).

As mudancas do tamanho da populacdo de vetoreacaldo com o suceder das
estacdes do ano, séo significativamente controlpdagatores ambientais que variam com
igual ritmo, como as condi¢des climaticas e as mentes disponibilidades de alimentos e de
recursos. A existéncia dessa variacdo sazonal qgulgmdes vetoras traz, em decorréncia,
aspecto equivalente na incidéncia das doencasl@®veiculadas. Compreende-se que tais
feicOes adquiram particular interesse nos estuplioke®ioldgicos, objetivando o controle e a
vigilancia dessas infecc¢des (Forattini, 2004).
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Os habitats naturais dos flebotomineos caractersgmpor possuirem uma variagédo na
temperatura e umidade, o que favorece a presessagimsetos, ja que 0s mesmos sao muito
sensiveis a dessecacdo. Uma pequena variacao sses nos microhabitats € suficiente

para alterar a dindmica das populacdes de flebasori(Diagt al, 2007a).

Vérios trabalhos sugerem que fatores ambientai©odemperatura, umidade relativa
do ar e precipitacdo possam estar relacionados ifarerdes graus com a ocorréncia e
densidade de flebotomineos. A chuva pode afetaegetacdo, a temperatura, a umidade
relativa do ar, o balango hidrico, o reservatérim esetor. Portanto, aparentemente, a
precipitacdo anual é uma importante variavel qataad ocorréncia do vetor e a incidéncia da
LV (Elnaiem et al, 2003). Barata (2005) mostrou uma correlacao tistitamente
significativa entre o numero de flebotomineos cautas, a pluviosidade e a umidade,
entretanto a temperatura nédo teve efeito signiicasobre a dindmica desses insetos em
Porteirinha/MG, embora Franca-Silvet al (2005) tenham observado uma associacéo
significativa apenas entre a variavel precipitagé densidade de longipalpis ndo sendo
verificada relacdo da densidade vetorial com a adadelativa e a temperatura no mesmo

municipio.

Feliciangeli (1987) demonstrou que niveis de plsidade e a consequente umidade
relativa do ar foram as variaveis mais importami@sazonalidade dos flebotomineos em um
foco endémico de leishmaniose cutédnea na VenezHelaoutros estudos, observou-se o
aumento significativo da densidade populacionallLdentermedia (Souzaet al, 2002;
Menesegt al, 2002) e.. migonei(Menese®t al, 2002) durante as estacdes mais quentes do
ano e decréscimo nas estacdes frias, demonstratioh@ icorrelagdo com a temperatura e a
umidade. Em Belo Horizonte/MG, foi observado quar@sores numeros de flebotomineos
capturados, incluindb. longipalpis ocorreram no periodo de altas precipitacdes auenlais
com altas médias de temperatura (Resendg., 2006). E importante ressaltar que, segundo
De Marco (2001), o excesso de chuvas represeniariasco fisico para algumas espécies de
flebotomineos que necessitem de ambientes maigadatu de umidade para a sua

sobrevivéncia, pois a inundacdo do solo destrasiariadouros e mataria as pupas.

Scorza (1972) na Venezuela e Condataal. (1998) em Teodoro Sampaio/SP, nao

encontraram correlagéo entre o numero de flebotwsioletados e os fatores ambientais
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como luminosidade, temperatura, precipitacdo, ud@da vento. A auséncia de correlagao
estatisticamente significativa entre a fauna flebdhica e os fatores climaticos foi também
observada por Rebélo (2001), Sowetaal (2004), Margonari (2005) e Carvalho (2006),
embora tenham verificado alguns picos da densididdlebotomineos nos meses mais

Umidos.

Gebre-Michaekt al. (2004) além de demonstrarem o grau de associatd@olé/ e as
variaveis altitude, temperatura e vegetacao, asingtn um mapa que determina o risco de

transmissdo da doenca em determinadas regidesopiaEKEénia e Somalia.

1.4.2 Preferéncia alimentar e contetido intestinaladflebotomineos

O estudo do comportamento alimentar e do contentéstinal dos flebotomineos
permite a identificacdo dos hospedeiros, indicarmo potenciais reservatorios das
leishmanias. Em condi¢cdes ambientais favoraveigrménadas espécies de flebotomineos
podem alterar seu ritmo nictemeral, ou seja, orfiedn que estas se tornam ativas e prontas
para exercerem a hematofagia. Quanto ao horarichaiteatofagia, por sua natureza
bionbmica, esses insetos tém habitos hematofaglagsos, noturnos ou indiferentes e
podem ser capturados em diferentes horas do diadaunoite ou até 24 horas
ininterruptamente, mas apresentam preferéncia ergreardecer e o amanhecer (Marcondes,
2001). Alimentam-se de uma grande variedade deelesps vertebrados, entre eles o
homem (Monteireet al,, 2005).

Quinnell et al. (1992) em experimentos de campo na llha de M&Ajo/
demonstraram que fémeaslddongipalpissdo mais atraidas por iscas humanas que por caes
e galinhas. Resultado similar foi observado por flzet-Lendrunmet al. (1999) paral..
longipalpis ha Amazoénia. Ximenest al. (1999), demonstrando a densidade de flebotomineos
em abrigos de animais domésticos e silvestrestadaslo Rio Grande do Norte, observaram
qguel. longipalpisse mostrou eclética, alimentando-se de cavalbss,tgalinhas e preas em
ordem decrescente e alimentu-se preferencialmemi&ves na pesquisa realizada na Serra da
Bodoquena/MS (Marass al, 2006).

30



Os testes de preferéncia alimentar com utilizagagiversos anti-soros mostraram que
fémeas dd.. longipalpisséo bastante oportunistas, podendo sugar uma aaudalade de
vertebrados, mas preferencialmente galinhas e aa\sdguidos por roedores, caes, bois e
homem (Barata, 2005). No ambiente peridomiciliayitos focos de flebotomineos séo
mantidos proximos a galinheiros, onde as aves tos& alvos de repastos sanguineos
consecutivos, mantendo-se ai o ciclo do inseto i(@dal 2006). Afonscet al. (2005)
realizaram pesquisa de fonte alimentar lenintermediano ambiente intra e peridomiciliar
em Mesquita/RJ, confirmando a antropofilia nos @ortientes pesquisados, sendo este um

fator essencial na avaliagao da capacidade vetwialseto.

A pesquisa entomoldgica € pré-requisito para aagdio de medidas preventivas que
compreendem um amplo campo de pesquisa que podeeddpr esclarecimentos acerca da
génese da doenca ou agravo. O conhecimento doso$hé&dimentares de espécies de
flebotomineos e de suas fontes sanguineas temnsigko Util no aperfeicoamento dos
conhecimentos sobre a epidemiologia das leishmaesies neste sentido, tem norteado as
atividades de controle e vigilancia, pois ajudanterder como cada espécie interage com o

seu habitat e como ocorre a transmissao da LV ¢enndimada area.

1.5 Estudo molecular para deteccédo de infeccdo pbeishmania spp.

Apesar do importante papel das leishmanias nascdsetropicais, o conhecimento
atual a respeito da infeccdo natural de flebotoosineoletados em areas endémicas é
insuficiente para o diagndstico parasitologico @mional, e pouco foi realizado utilizando-
se ferramentas moleculares (De Pita-Pereiral, 2005). Os métodos mais utilizados para
deteccdo de infeccdo sdo o parasitoldégico aposadids do trato digestivo do inseto vetor,
devendo ser confirmada pela cultura do parasitinooulacdo em animais de laboratorio.
Porém, a pesquisa de flagelados nesses vetoreseterastrado operacionalmente inadequada
e com baixa especificidade do diagndstico, poisefisnde flebotomineos também podem
albergar outros flagelados comiaypanosomae Endotrypanum(Paiva et al, 2007). O
desenvolvimento de novas técnicas fundamentadagjemgtica, na bioquimica e na
imunologia contribuiram para a caracterizacdo nubdec de parasitos, permitindo
desenvolver estudos de taxonomia e epidemiologikeaular dos organismos (Lainson e
Shaw, 1987; Grimaldi-Jet al, 1989; Grimaldi-Jr. e Tesh, 1993).
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Os métodos moleculares apresentam vantagens dibilsgende, especificidade e
consideravel reducdo de tempo, independentementeldwro, estagio e localizacdo da
Leishmaniaem amostras clinicas de reservatorios e de vetdextados (De Bruijn e Barker,
1992; Perezt al, 1994; Minodieret al, 1997; Michalskyet al, 2002; Mirandaet al., 2002;
Weigle et al, 2002; Mulleret al, 2003; De Pita-Pereirat al, 2005). Os protocolos podem
utilizar iniciadores dirigidos a regibes consensa@@mythet al, 1992; Lopezt al, 1993;
Rodriguezet al, 1994, Belliet al, 1998; Brecelgt al, 2000) e variaveis dos minicirculos do
kDNA (Hernandez-Montest al, 1998; Sanchez-Tejeds al, 2001; Weigleet al, 2002). O
controle interno da extracdo de DNA e da reacad®@®R pode ser realizado a partir da
utilizacdo de iniciadores para amplificar o genenstitutivo especifico (cacofonia) de
flebotomineos (De Pita-Pereieaal., 2005).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (B@GR)ve a sintese enziméatica
vitro de milhdes de copias de um segmento especific@MA, na presenca da tag-
polimerase. A reacdo baseia-se em ciclos térmieatednaturacdo da fita de DNA, seguida
do anelamento e da extensdo enzimatica de um pafigieucleotideos utilizados como
iniciadores que delimitam a seqUéncia de DNA e diipla, alvo da amplificacdo (Costa,
2002).

Rodgerset al (1990) foram os pioneiros na utilizacdo da téxmie PCR na deteccao
de DNA de Leishmaniatendo como alvo as moléculas de minicirculos doADd#b
cinetoplasto (kDNA). Esses autores demonstraranersilsilidade do método capaz de
detectar uma unica forma amastigotalde(V.) braziliensise até 1% do KDNA de uma
amastigota dé. (L.) mexicanaSegundo Aransast al. (2000), o minicirculo do KDNA € um
marcador ideal, pois esta presente em 10.000 cgpiasélula e esta seqliéncia é conhecida
na maioria das espécies Heishmania.A técnica também foi utilizada por Peret al
(1994), Rodrigueet al (1999), Mirandaet al. (2002), De Pita-Pereirt al (2005), Oliveira-
Pereiraet al. (2006) e Galatiet al (2006) em flebotomineos naturalmente infectados.
Michalsky et al. (2002) e Paivaet al. (2007) avaliaram a utilizacdo da técnica em

flebotomineos experimentalmente infectados.

Paiva-Cavalcantet al. (2007) avaliaram a utilizacdo de PCR em tempo pagh 0

diagnostico da infecgdo par (L.) infantum chagassugerindo este sistema para se estimar a
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carga parasitaria de amostras de pacientes huneaoéss com LV e, Gomex al (2007)

afirmaram que a PCR é altamente sensivel e esgepéira o diagnéstico da LV humana.

A confirmacdo da espécie deishmaniapresente no trato digestivo do inseto vetor
pode ser realizada por PCR-RFLP, utilizando-se domuclease Haelll que digere o
fragmento produto de PCR de 120 plLdéV.) braziliensissm dois fragmentos, um de 80 pb
e outro de 40 pb; mas nao digere o produto amgtibadel. (L.) amazonensi@/olpini et al,
2004). A digestdo do produto amplificado lde(L.) infantum chagasproduz bandas com
120, 80, 60 e 40 pbs usando-se a mesma enzimagdewtral.,2006).

A identificacdo da espécie decishmaniacausadora da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) por PCR-RFLP foi realizada por \foiget al (2004), sugerindo este como
método alternativo para deteccao lde(V.) braziliensise L. (V.) amazonensiem areas
endémicas. Paivat al. (2004) utilizaram a PCR para distinguir os subgén¥iannia de
Leishmaniae Andradeet al (2006) utilizaram iniciadores especificos parferénciar os
complexognexicanae braziliensis.Quaresma (2006), Andra@¢ al (2005b) e Andradet al
(2006) utilizaram a técnica para a diferenciacas espécied. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensise L. (L.) infantum chagasem amostras de cédes infectados. Santiago e Lima
(2007), Vianeaet al. (2007), Kerret al (1995) e Costa (2002) realizaram estudos degatec
de roedores poteishmania cujos isolados obtidos foram caracterizados palise de
isoenzimas e PCR. Ferregaal (2007) investigaram a presencalggshmaniapor PCR em

mamiferos domésticos, sinantropicos e silvestsasus respectivos ectoparasitos.

1.6 Vigilancia epidemioldgica, prevencao e controlga LV

A vigilancia epidemiolégica adota as medidas prévas que pressupdéem a
instalacéo, e subsequente atividade continuadastlams que se encarregue de avaliar os
resultados, como mecanismo que permita acompardmrdamente o estado de saude
populacional, em relacdo ao ou aos agravos quenfarasdo objeto de prevencdo. A
prevencdo € conhecida como promoc¢ao a saude, bjgtvo primordial € o de modificar as
condicbes de maneira a torna-las pouco propicies @aparecimento da doenca, ou seja,
procura-se evitar a exposicdo do conjunto poputati@o estimulo desencadeante. Um
entendimento da interacdo entre as mudancas amBientbanas, cdes infectados e
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flebotomineos vetores € um pré-requisito para gegdio de estratégias apropriadas de
medidas de controle e prevencgdo das leishmani@sesaet al., 1999). O Brasil € o Unico
pais endémico para a LV que regularmente condugrgoma epidemioldgico e profilatico no

combate a doenca de carater nacional (Palatnikedeg®t al, 2001).

A descricdo do potencial de transmissdo das leisiuses e a sua distribuicdo
dependem da densidade dos vetores que esta dindtanedacionada a biogeografia e ao
clima das regibes (Ferreirat al., 2001; Elnaiemet al, 2003). Bejarancaet al (2002)
propuseram um programa de controle dedicado dawigiih epidemiologica, em funcdo das
mudancas de comportamento das espécies de flelmetsnfrente as mudancas ambientais
causadas pelo homem. Ahetral. (1994) e Teodoret al. (2003) recomendaram ainda, evitar
o acumulo de lixo e matéria organica em decomposipde favorecem o ciclo biolégico do

inseto.

As medidas gerais de controle para a LV, devidonaaemorme complexidade, devem
ser divididas em varias frentes de acdes relacasadm os humanos, ao inseto vetor e aos
reservatorios domésticos e situacdes sdo espeotamefinidas para cada local e as medidas
de controle devem ser flexiveis e designadas edpemite para cada regido (Marzochi,
1992).

Algumas medidas integradas como o controle darfasiose canina, o0 conhecimento
da variacdo sazonal e controle de flebotomineadertificacdo e tratamento dos focos de
infeccdo em éareas recentes ou estabelecidas deizaglédo e os conhecimentos acerca da
distribuicdo geogréfica das espécied.desshmaniatém um impacto significativo na reducao
de casos humanos (Alencar, 1961; Sherlock e Almé&Rig0; Dyeet al, 1993; Brandéao-Filho
e Shaw, 1994; Ferreiet al, 2001; De Pita-Pereiet al.,2005).

A OMS recomenda o tratamento dos casos humanosplouimico do vetor e o
sacrificio de cdes soropositivos (Tesh, 1995; Br&€§i03), embora modelos matematicos
referentes aos métodos de controle tenham sugguiel® sacrificio de caes sorologicamente
positivos seja muito menos provavel de resolverablpma da LV que a borrifagdo com

inseticida para o controle dos vetores (Dye, 1996).
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No ambiente doméstico, o cdo € considerado um tamer hospedeiro e fonte de
infeccdo para os vetores, sendo um dos alvos meégsas de controle, podendo citar as
coleiras impregnadas com deltametrina, de efepelemte para o vetor, tém demonstrado
resultados promissores, pois nao existe tratamefitaz ou profilatico para o céo infectado
(Lainson e Rangel, 2003; Gontijo e Melo, 2004). Matodologias utilizadas para a selegcéao
dos cdes a serem eliminados se baseiam no diagngstir técnicas soroldgicas, a
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) e a reacdo de aflworescéncia indireta (RIFI) que
apresentam baixa sensibilidade e especificidaddenun acarretar taxas de infeccdes
subestimadas, permitindo a manutencéo de aninfaitados em areas endémicas (De Paula
et al, 2003). A adogdo do teste ELISA na rotina diagnasda LV canina € uma
recomendacao valida com vistas a otimizacdo dassag® controle e monitoramento dessa
zoonose em areas de ocorréncia endémica (Olieei, 2005) e a RIFI é considerada
padrdo ouro pela OMS, além de ser o teste de espalfa inquéritos populacionais (Amoéra
et al, 2006).

Segundo Dye (1996), na reposicao imediata pelalpgdo apos a eliminacdo, os
novos caes tornam-se infectados em aproximadardergeneses. Apesar das agoes sobre os
cdes como reservatorios serem bastante discutdademais reservatérios domésticos e 0s
silvestres como os ratos e 0s gambas, sdo esqgsesigilodo uma sugestdo de Margonari

(2005) que estudos nesse sentido sejam planejasl@scatados.

Ximeneset al (1999), Gontijo e Melo (2004) e Dantas-Torresrari@ao-Filho (2006)
destacam a importancia do conhecimento do compertmdo inseto vetor em &areas
endémicas, o tratamento precoce dos casos humanosdeicdo do contato humano com os
vetores, além de uma melhor definicdo das areasitprias para o controle. Embora a
abordagem atual do programa de controle da LV parama melhor definicdo das areas de
transmissdo ou de risco e propde acbes de vigddpara os municipios considerados
silenciosos (Brasil, 2003). Deve-se levar em caitala, a descentralizacdo das acdes de

controle dessas doencas para 0s municipios (2ade).

Segundo Camargo e Langoni (2006), os métodosadiiz até o presente momento
tém sido parcialmente efetivos na prevencao e alentta doenca e Gontijo e Melo (2004)
afirmam que as medidas de controle da doenca até agplementadas foram incapazes de

eliminar a transmissdo e impedir a ocorréncia deasepidemias, pois essas agdes foram
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sempre descontinuas por diversas razfes, comoeprabl orcamentarios e escassez de
recursos humanos adequadamente treinados. Asegsmtle controle atuais ndo tém sido
capazes de prevenir a expansdo geografica, aleaardento da incidéncia e da letalidade da
LV (Dantas-Torres e Brandao-Filho, 2006). Para omtrole mais efetivo, ha necessidade de

determinacao politica, acdes multi-setoriais erasmnal de inseticida (Tauil, 2006).

Alves et al. (2007) em analise dos atributos qualitativos entjizdivos do sistema de
vigilancia epidemiologica da LV, concluiram que asmo permite detectar epidemias,
entender caracteristicas clinicas identificandcsipess mudancas e estimar a morbidade e
mostrasse ineficiente para estimar a mortalidadeatiar agcdes de prevencgao e controle da
LV.

Acdes de educagdo e saude e participacdo da cosdenidonstituem fatores
fundamentais nos programas de controle. A educagiutiria deve ser amplamente
divulgada, motivando a populagcédo a adotar atitu@éesonhecimento e sensibilizacdo sobre a
transmissdo da doenca, principais causas e siritmgas. A populacdo deve ainda, diante
do reconhecimento dos sintomas da doenca, humartarona, procurar 6rgdos de saude
competentes para as devidas providéncias, apoiainda, as atividades anti-vetoriais que
estejam sendo implementadas (Montetral, 1994).

1.7 Situagéo da LV no estado de Mato Grosso

No ano de 1973, oito casos de LV humana autéctéorasn relatados em Mato
Grosso, no municipio de Guiratinga (Baruffa e Cl§73). Entre os anos de 1992 e 1994
foram diagnosticados 39 casos no Estado (Hatedl, 1996), com 35 casos originados no
municipio de Varzea Grande e, posteriormente esteftdse a outras regides (Careiéal,
1999). Estudos sorolégicos de leishmaniose cawoirzat realizados no municipio de Cuiaba,
por Gaspaet al (2005) e Mourat al (1999) que diagnosticaram uma positividade dB%4,

para leishmaniose.

Ribeiro et al (2002) realizaram um inventario dos vetores dehimanioses na area
de Aproveitamento Multiplo de Manso (APM-Manso) eugloba os municipios de Chapada
dos Guimardes, Nobres, Rosario Oeste e Nova Bmd&laobservando a presenca lde
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longipalpiseL. cruzina regido, destacando o processo de domiciliagsi@spécies. Missawa

e Lima (2004) discutiram a abundancialddongipalpisem Nossa Senhora do Livramento.
Em estudo no norte do Estado, Azevetlal (2002) e De Lucat al. (2003) ndo observaram

a presenca de. longipalpisem Peixoto de Azevedo e Alta Floresta, respectardaen Ribeiro

e Missawa (2002) estudaram a distribuicdo espat#alflebotomineos e a relacdo da
ocorréncia das espécies com os diferentes ecaosasstdo Estado. Missawa e Lima (2006)
estudaram a distribuicdo espaciallddongipalpise L. cruziem Mato Grosso e 0s biomas
preferenciais de cada espécie para indicar aréasraueis e/ou receptivas para a transmissao
da doenca e Ribeiret al. (2007) estudaram a distribuicdo de flebotomines®res no
Estado.

Tonello et al (2005) descreveram a situacdo da LV em Mato @Gressua rapida
expansado, sendo que a Secretaria Estadual de S$aidgabalhando no sentido de dar mais
atencdo ao agravo. Segundo Maciel (2005), entranos de 2001 a 2003 houve uma

progressiva evolucao das informacdes e uma sigtifecreducdo dos casos humanos.

Oliveira et al (2003) correlacionaram a ocorréncia de casos hasnade
leishmanioses com a implantacdo de projetos agudpes, abertura de estradas e o
assentamento de trabalhadores rurais sem-terra, pgeocupagao com infra-estrutura
sanitaria, situacdo socio-econémica comum no estiddato Grosso. Ashford (2000)
relaciona a infeccdo humana as relacbes ecoloégntre as atividades antropicas e do

reservatorio.

Mestre (2006) e Mestre e Fontes (2007) descrevaraxpansdo da epidemia de LV
em Mato Grosso e revelaram que no periodo compickerdtre janeiro de 1998 e dezembro
de 2005, ocorreram 138 novos casos de LV humanstnadps, que pode ter sido facilitada
pela grande rede de estradas vicinais presentegid@® sudeste do Estado, contribuindo para
0 estabelecimento de correntes migratorias, disserdd a transmissdo para o interior do
Estado, resultando em coeficiente de incidéncianatada de 5,4 casos/100.000 habitantes e
letalidade de 11,6%.
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1.8 Situagéo da LV no municipio de Varzea Grandeséado de Mato Grosso

O primeiro caso de LV em um paciente procedent@udoicipio de Varzea Grande foi
diagnosticado em janeiro de 1988 (Huwabal, 2000). Segundo trabalho de Ribeabal
(2000) em coleta entomoldgica realizada nos baitandim Eldorado, Sdo Matheus e Parque
Sabia, a espécie mais abundantd_fdongipalpis perfazendo um total de 96,4% do total das
espécies coletadas, com preferéncia por galinkagreiando uma adaptacao desses insetos
ao ambiente peridomiciliar. No mesmo municipioaforpesquisados 27 bairros no ano de
2001, sendo constatadas altas densidadek. dengipalpis nos ambientes intra, peri e
extradomiciliar. O vetoL. longipalpisapresentou alta densidade no peridomicilio dardoair
Eldorado. Esses dados do ambiente peridomiciliartrikmem com as informacdes da
literatura, pois segundo Marcondes (2001), o fleimdbeo € mais encontrado préximo as
casas, em lugares umidos, escuros, onde tem meg@tacdo, local esse ideal para sua

procriagao.

Mestre (2001) relatou a expanséo da doenca enmaassde 1998 e 2000 em Varzea
Grande, a partir de focos urbanos periféricos,@ados as precérias condi¢cdes econdémicas e
sociais das comunidades afetadas, destacando mesb88o Matheus e Jardim Eldorado
como umas das provaveis portas de entrada da deoengaunicipio que apresentou no
periodo, elevada densidade delongipalpise 6% de positividade nos testes sorologicos
caninos realizados. Segundo o autor, o registrd3easos humanos, todos autoctones e
procedentes de Varzea Grande, deram inicio a e@déenLV em Mato Grosso no ano de
1998.

Em pesquisa entomoldgica realizada em dezembr®@2, Xerificou-se a ocorréncia
de alta densidade de longipalpisno peridomicilio do bairro Sdo Matheus, evidend@o
risco de transmissédo de LV para a populacdo da Ktisaawa e Lima (2005) destacaram a
grande densidade de longipalpisem varios bairros do municipio de Varzea Grande. A
fauna flebotominica do municipio foi estudada pasddwa (2006) e Missawa e Dias (2006)
gue observaram grandes densidades Ldelongipalpis principalmente machos e no

peridomicilio.

Devido a ocorréncia do vetdr longipalpise a preveléncia de LV no municipio de

Varzea Grande, a presenca de caes, principal e#8gos domeéstico dd. (L.) infantum
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chagasi,além da caréncia de trabalhos sobre o conhecinaatecologia e distribuicdo
sazonal desses vetores, fazem-se necessariasgagéss entomo-epidemioldgicas para que

sejam delineadas as acdes de controle da doergsatm de Mato Grosso.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses vém se destacando nos ultimos aaaontexto da saude publica,
devido a sua urbanizacado, caracterizada pela r&pipansdo geogréafica e reemergéncia em
focos endémicos antigos, sendo 0s casos humanggeftemente associados a presséo
antropica sobre o meio ambiente e a expansdo daode estar intimamente ligada a alguns

locais com caracteristicas rurais (Cestsal, 2001).

No estado de Mato Grosso ocorreram 138 casos deubana no periodo de 1998 a
2005 e, no mesmo periodo foram avaliados 40.000s, céesultando em 9% de
soropositividade para a LV canina e presenca deregtdal. (L.) infantum chagasfoi
observada em 14 dos 141 municipios do Estado (eX106; Mestre e Fontes, 2007).

A magnitude da epidemia fez com que o municipioVdezea Grande/MT fosse
classificado em 2002 e 2003, pelo Departamentoigigé¥icia Epidemioldgica da Secretaria
de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Sa(id&), como area de transmissao
intensa de LV no Brasil, juntamente com os munasiple Campo Grande e Corumba/MS,
Palmas/TO, Aracatuba/SP, Belo Horizonte e MontesdSIMG, Séao Luis/MA e Teresina/PI
(Brasil, 2003) e foi reclassificado como de trarssio moderada em 2004 e area de

transmissao esporadica em 2005 e 2006, conform@médasos dos ultimos cinco anos.

O aumento da densidade do vetor, o convivio mpit.ximo do homem com o
reservatorio domestico, o desmatamento acentuadocenstante mobilizacdo de pessoas
constituem as principais determinantes dos niveidéenicos da LV nos grandes centros
urbanos (Marzochi e Marzochi, 1997).

O éxodo rural e o intenso fluxo migratorio ocoorichs Ultimas décadas no estado de
Mato Grosso, também promoveram o crescimento desad de cidades como Cuiaba e
Varzea Grande (Piaia, 2003) e, certamente contafvupara o surgimento da atual epidemia
de LV, pois segundo Mestre (2006), a pobreza, axulesdo e a alta densidade de
flebotomineos tanto no intra quanto no peridondcaissociada a elevada presenca de animais

domésticos, destruicdo de ecdétopos silvestres,apasc condicbes de moradia, péssimas
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condi¢des sanitérias e baixo nivel sdcio-econbmepoesentam um panorama do municipio

de Varzea Grande.

Os bairros Sdo Matheus e Jardim Eldorado, situadoeama mesma faixa periurbana
do municipio de Varzea Grande, foram os mais atogypela LV e representaram, no inicio
da epidemia, areas de degradacdo ambiental praa®gaela ocupacdo desordenada de
familias de baixa renda, popularmente conhecida®wdreas de invasédo gulo (Mestre e
Fontes, 2007).

O conhecimento da densidade e da sazonalidadil@dmineos sdo importantes
para o delineamento das acfes de controle da dogsgado minimizar gastos com recursos
humanos e insumos. Os estudos de endofilia e exa&do importantes para detectar a
presenca dos flebotomineos no ambiente intradoaricdlimentando-se de sangue humano,
ou no ambiente peridomiciliar, atraidos por aning@isésticos e silvestres, e sua relagdo com

0 risco de transmissao da LV.

O estudo do conteudo intestinal de insetos heagdéf € de grande significado
ecoldgico e epidemioldgico, permitindo descobiilentidade dos hospedeiros sobre 0s quais
os flebotomineos se alimentam, fornecendo subsigias identificar os potenciais
reservatorios e as respectivas estratégias deotmnfFerreira, 1945; Boreham, 1975;
Tempelis, 1975; Ngumldt al, 1992; Barata, 2005).

Segundo Michalskyet al. (2002), a determinacdo da taxa de flebotomineos
naturalmente infectados em areas endémicas e #fichgdio da espécie deeishmania
infectante sdo de extrema importancia nos estudasrigis e epidemiolégicos das

leishmanioses.

Considerando-se que o municipio Varzea Grande tad@sle Mato Grosso apresenta
casos humanos de LV em area urbana e periurbarmmdéecdes para expansédo de LV como
alta densidade de flebotomineos, principalmentetorL. longipalpise cdes com sorologia
positiva para LV, além da caréncia de dados aadgicdoenca, do vetor, do parasito e dos
reservatorios, tornam-se necessarios estudos pamahecimento dos aspectos envolvidos na

transmissao da doenca e consequentemente, paraagadio de estratégias de controle.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

* Conhecer alguns aspectos ecolégicos que influengitauna flebotominica, a densidade,

a flutuacdo sazonal, a preferéncia alimentar, g&feaatural dos fleb6tomos, em area de

transmissao de LV no municipio de Varzea Grandeo Ni0SssO.

3.2 Objetivos especificos

» Identificar as espécies que compdem a fauna detfletineos em area de transmisséao de

LV no municipio de Varzea Grande;

* Determinar a densidade e a distribuicdo sazondlelastomineos na area de estudo;

+ Determinar a endofilia e a exofilia dos flebotonoigie

+ Correlacionar os dados vetoriais com ocorrénciacabs humanos de LV e com a

soropositividade canina no mesmo periodo;

» Determinar a taxa minima de infec¢cdo naturalLddongipalpis por L. (L.) infantum

chagasj

» Determinar a preferéncia alimentar ldelongipalpise sua relagdo com a transmissao de
LV.

* Sugerir medidas de controle mecanico e quimico ranseealizadas pela Secretaria

Municipal de Saude do municipio de Varzea Grande;

42



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

O municipio de Véarzea Grande é conhecido como adeidndustrial do estado de
Mato Grosso (Figura 1), possui 106 bairros e paaulale 214.842 habitantes, com 210.849
residentes na zona urbana e 3.993 na zona ru@E(IR000apud Ferreira, 2001) e compde,
juntamente com a capital Cuiaba, o chamado ConghmoeUrbano de Cuiabd ou Regido

Metropolitana de Cuiaba.

Com extens&o territorial de 949,53km altitude de 185m, Varzea Grande tem como
referéncias geogréficas as coordenadas 15°32’3iftida sul e 56°17'18” longitude oeste.
Geograficamente localiza-se na Mesorregido Centroe estado de Mato Grosso,
microrregido Cuiaba e possui clima tropical quensub-umido e precipitacdes de 1750 mm
anuais. As chuvas se concentram de setembro a atml maior intensidade em janeiro,
fevereiro e marco, nos outros meses, as massassdeasobre o centro do Brasil inibem as
formagbes chuvosas, quando € comum a chegada rmtesfrizias vindas do sul do pais,
deixando o clima mais ameno e umido. Quando essate$ se dissipam, o calor, associado a
fumaca produzida pelas constantes queimadas, fanidade relativa do ar cair a niveis
baixos, as vezes abaixo dos 15%. A temperaturaaradial é de 24°C, a maxima média
chega a 34,1°C, mas as maximas absolutas chegaaisade42°C. A minima média em
julho, o0 més mais frio, é de 16,7°C. O quadro getotagico do municipio €, em grande
parte, representado pelo Planalto da Casca e pepaeSsdo Cuiabana. Predominam os
relevos de baixa amplitude com altitudes que vadani46 a 250 metros na area da propria
cidade. A vegetacdo predominante no municipio émado, desde suas variantes mais

arbustivas até as matas mais densas a beira dos di@gua (Piaia, 2003).

Varzea Grande é predominantemente comercial e tmalusendo a agricultura de
subsisténcia e a pecuaria é pelo sistema de eddare corte (Ferreira, 2001). Através de
incentivos fiscais e doacOes de terras, industsgsinstalaram na regido, constituindo,

juntamente com a capital, o principal polo indastrio Estado.

43



O municipio de Varzea Grande apresentou 0s prisedasos de Leishmaniose
Visceral Humana e Canina a partir do ano de 199&8ndp se realizaram planos emergenciais
com o intuito de avaliar a extensdo das Leishmasiaso municipio e, paralelamente
executando acdes de controle. Dados historicosodacd foram obtidos junto a Secretaria
Municipal de Saude (SMS) de Varzea Grande, evideda a prevaléncia da doenga nos

ultimos anos.

A area de transmissao localizada no setor quatrondoicipio abrange os bairros
Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia (Figurag 21)3A escolha da area e das residéncias
baseou-se em dados anteriores de pesquisa entacaokbtuebet al, 2000; Ribeiro e

Missawa, 2002), prevaléncia da LV canina e ocoreétle casos humanos da doenca.

No local foram verificados “in locu” processos qgtao relacionados com a ocupacao
do espaco urbano e que contribuem para a ocorrémipansao da LV, como baixa condi¢cdo
sécio-econdmica dos moradores e residéncias seearsanto basico adequado, coleta
regular de lixo e rede elétrica. A observacdo sabexisténcia de animais domésticos nas
moradias confirmou que cédes e galinhas estavamemessem 100% das casas pesquisadas,
seguidas por pato, peru, porco, cavalo, boi, gatpravaveis roedores e gambas no
peridomicilio e nas proximidades, continuidade céneas rurais e éareas de cerrado

degradado, com ocorréncia de “lixdes” nos arreddossbairros.
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Figura 1. Area de estudo: municipio de Varzea Grahthto Grosso, Brasil.
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Figura 2. Municipio de Varzea Grande, Mato GroBsasil, evidenciando a area de transmisséo (circulo
(Fonte: Google Earth, 2006).
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Figura 4. Bairros pesquisados no municipio de \@afende, Mato Grosso, Brasil, no periodo de jardsr
2004 a junho de 2006 (A: Eldorado, B: Sao Math@u$arque Sabia). (Fotos: NAM).

4.2 Métodos de captura

4.2.1 Coletas sistematizadas

As coletas sistematizadas de flebotomineos foratizaelas no periodo de janeiro de
2004 a junho de 2006 sempre na primeira semanad més, totalizando 30 meses de

capturas.

Foram utilizadas armadilhas de luz do tipo CDC -t€&d Disease Center, Atlanta,
USA (Sudia e Chamberlain, 1962), instaladas meregkn durante quatro noites
consecutivas, expostas no entardecer e recolhidas amanhecer, perfazendo
aproximadamente 12 horas de coleta. As coletasnfoealizadas em 10 residéncias, sendo
trés residéncias localizadas no bairro Eldoradatrguno bairro Sdo Matheus e trés no Parque
Sabia, localizados no distrito leste do municiptpo\arzea Grande. Foram instaladas duas
armadilhas por residéncia, uma no peridomiciliar(l e/ou abrigos de animais) e a outra no
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intradomicilio (quarto/dormitorio) conforme Figurase 6, de maneira sistemética e de forma
pareada, para fornecer subsidios para os estudnxidélia e exofilia.

Todas as residéncias foram georreferenciadas atdivé&istema de Posicionamento
Global (GPS), com consentimento de todos os moeadmara a participacéo e a colaboracgéao,
sendo que durante o periodo de estudo nédo foiagplimseticida para o controle de insetos

na area pesquisada e no municipio como um todo.

Os insetos capturados foram sacrificados em camartifera com acetato de etila.
Apés a triagem, os espécimes destinados a idext#fic taxondmica foram acondicionados
em tubos de hemolise contendo alcool a 70% e asa@imgurgitadas destinadas a analise de

preferéncia alimentar foram colocados em freezéf°g.

4.2.2 Coletas nao sistematizadas

Coletas nao sistematizadas com o objetivo de cap&xemplares fémeas, destinadas
a verificacdo de infeccdo natural, foram realizaal@sincipio com a utilizacdo de capturador
manual de Castro e pesquisa por 15 minutos nag@argna e 15 minutos na parede externa
dos domicilios. Como este método ndo obteve sucessa vez que nao foram capturados
flebotomineos nas paredes das residéncias pesgsisgutou-se por instalar uma armadilha
de CDC adicional no peridomicilio de cinco das dagas pesquisadas, durante as quatro
noites de capturas mensais, tomando o cuidadogo@a luminosidade desta armadilha néo

interferisse na captura da outra armadilha do pendilio.
Os insetos capturados foram sacrificados em camartifera com acetato de etila.

Apés a triagem e sexagem, as fémeas destinadasn@ifichcdo para a analise molecular

foram congeladas a —20°C.
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Figura 5. Instalacdo de armadilhas de CDC no intracilio (A e B). Municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hgude 2005. (Fotos: NAM).
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Figura 6. Instalacdo de armadilhas de CDC no panicitio (A e B). Municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hgude 2005. (Fotos: NAM).
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4.3 Preparacdo e montagem dos espécimes

Os flebotomineos, antes de serem montados em I&ioram preparados de acordo
com técnicas padronizadas no Laboratério de Entogielda SES, para a clarificagdo das
estruturas internas necessarias para a identiicdgd espécies, principalmente das fémeas.
Antes do processo de clarificacdo, a conservacaarsismos foi feita em alcool a 70%. No
processo de clarificacdo os exemplares foram sutbosed diferentes solucdes: Hidroxido de
potassio 10% por 3 horas; acido acético 10% panidditos; agua destilada, trés séries de 15
minutos e lacto-fenol por 24 horas. Lacto-fenola@d@, 2005a): Fenol cristalizado (100g),
acido latico (100g), glicerina (200ml) e agua dada (200ml).

O material preparado foi montado em liquido de é&=] meio aquoso que possuli
baixa refringéncia e, portanto possibilita a visaagldo das estruturas internas com nitidez,
imprescindivel para a identificacdo de fémeas, emls®ja considerada uma montagem
provisoria e de curta durabilidade (Langeron, 184ad Barata, 2005). Liquido de Berlese
(Brasil, 2005a): Hidrato de cloral (74g), goma &al{8g), agua destilada (10ml), xarope de
glicose (5ml) e acido acético cristalizavel (3ml).

4.4 ldentificacdo das espécies

Os espécimes foram identificados com utilizacaanitoscépio Optico de contraste

de fases Olympus CX40, segundo classificacdo deny@Duncan (1994), Martirst al
(1978) e Forattini (1962) especificamente para @ege Brumptomyia realizadas no
Laboratério de Entomologia da Secretaria Estadesdalide de Mato Grosso, com posterior
confirmacdo através de descricbes originais e ebeeayp de referéncia depositados na
colecdo de flebotomineos do Laboratorio de Leishosas do Centro de Pesquisas René
Rachou (LALEI/CPgRR/FIOCRUZ/Belo Horizonte/MG). O atarial danificado foi
identificado apenas ao nivel genérico, sendo cersifbLutzomyiaspp. ouBrumptomyiasp.
Os exemplares foram depositados no Laboratériordentologia da Geréncia de Vigilancia
de Vetores e Antropozoonoses/ Coordenadoria delaviigh em Saude Ambiental/
Superintendéncia de Vigilancia em Saude/ Secretast@adual de Saude/ Mato Grosso
(GEVVAN/COVSAM/SUVSA/SES/MT).
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4.5 Dados hioclimaticos

Os dados biocliméticos de temperatura (°C), ungidathtiva do ar (%) e precipitacao
(mm3), referentes ao periodo do estudo foram ofjigioto ao 9° Distrito de Meteorologia do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), sediatm municipio de Varzea Grande, estado
de Mato Grosso. Nesta pesquisa foram utilizadosateres das médias mensais de cada

variavel para o estudo da sazonalidade de fleboeosina area de pesquisa.

4.6 Preferéncia alimentar

As fémeas ingurgitadas capturadas no campo foramgetadas a -7°C para
paralisacdo do processo digestivo. Posteriormeotanf dissecadas para triagem e

confirmacédo da espédie longipalpis.

No teste de precipitina, realizado pelo colabaradidias Seixas Lorosa do
Departamento de Entomologia do Instituto OswaldozGiOC/FIOCRUZ), foi aplicado ao
conteudo do tubo digestivo de cada fémea, soluglitasa 0,85% e 0 macerado foi resfriado
durante 12 horas a temperatura de 4 a 8°C. Depaerttrifugado por 5 minutos a 1500rpm,
0 sobrenadante foi confrontado com anti-soros de d&w, cavalo, porco, roedor, ave e

homem, segundo metodologia de Lorosa e Andrade8j199

4.7 Casos Humanos de LV

Os dados sobre o numero absoluto dos casos hundanb¥ ocorridos em Mato
Grosso no periodo de janeiro de 1998 a junho dé& 20fam obtidos junto ao Sistema
Nacional de Agravos de Notificagdo (SINAN) dispollados pela Coordenadoria de
Vigilancia Epidemioldgica (COVEPI) da Secretariatdeisial de Saude de Mato Grosso
(SES/MT).
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4.8 Inquérito Canino Amostral

As amostras para o diagnoéstico da LV canina faraletadas por agentes de saude do
municipio. Foram coletados 5ml de sangue por vemgimy utilizando-se o sistema
vacuntainer, sendo posteriormente identificadas dados do cdo e de seu proprietario. As
amostras foram encaminhadas ao Laboratério Cadgr&latde Publica (MT-Laboratério) da
Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso (SBSfdfa triagem através da
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) e analise por @&eade imunofluorescéncia indireta
(RIFI), como descrito por Camargo e Rebonato (1969reconizado pelo Ministério da
Saude (MS), sendo considerado positivo 0 soro guesantou reacdo em diluicdo igual ou
superior ao ponto de corte de 1:40. A média daghecia de LV canina foi calculada como

a razao entre o numero de exames positivos e exaalesados e multiplicados por 100.

Apos o diagnéstico, os caes soropositivos foraznlinidos e eutanasiados no Centro
de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de \&iGeande, de acordo com técnicas

preconizadas pelo Ministério da Saude.

4.9 Extracdo de DNA dd_eishmania sp.

As fémeas deé. longipalpis anteriormente dissecadas para a confirmacaopsgies
foram colocadas em “pool” de 10 individuos em taleomicrocentrifuga. O isolamento do
DNA foi realizado conforme Souza al. (2004) e Michalskyet al (2002), através da
maceracdo dos exemplares a seco (sob gelo), ntbzee um pistilo plastico autoclavado.
Adicionaram-se 50/ de tampéao de lise celular (100mM Tris-HCL, 100nN4CI, 25mM
EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), seguido de nova maceragd@mostras foram digeridas a 37°C
durante a noite pela adicdo depl,8e proteinase K (Invitrogen Life Technologiesyli€aad,
CA, USA) (10mg/ml).

Para a extracdo com fenol-cloroférmio (Ausubelal, 1992), apos a incubacéo,
acrescentou-se fiDde agua Milli @ (Millipore, Billerica, MA, US) estéril e 12@ de fenol
saturado em tampéao e foi homogeneizada vigorosamsilizando se um vortex por 20
segundos e centrifugada a 14.000rpm durante 5 osnat temperatura ambiente. O

sobrenadante foi transferido para outro tubo deaoéntrifuga, extraiu-se novamente com o
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fenol, repetindo-se o processo anterior. O sobaartadoi novamente transferido para outro
tubo de microcentrifuga e adicionaram-seld2i cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1) e foi
centrifugado por cinco minutos a 14.000rpm. Repstia extragdo com cloroférmio/ alcool

isoamilico.

Apos adicdo de 20 de acetato de sodio 3M pH 5,2 e @DAe etanol absoluto gelado,

as amostras foram colocadas a —20°C durante a parteprecipitacéo do pellet.

Apés centrifugar por 30 minutos a 14.000rpm emtrifeiga refrigerada (4°C), o
sobrenadante foi desprezado, inclinando-se o telmidrocentrifuga de uma s6 vez. O DNA
sedimentado foi lavado com 1il0de etanol 70% gelado e centrifugado por 15 mmwao
14.000rpm em centrifuga refrigerada. O sobrenadfmmtdesprezado cuidadosamente para
nao deslocar o pellet e o tubo de microcentrifuganiertido sobre papel absorvente para a

secagem do DNA.

Para dissolver o DNA adicionou-sepB@e solugcao de hidratacdo TE 1x (10mM Tris-
HCI pH 8,0, 1ImM EDTA). A pureza e a concentracaaiio estimadas em espectrofotbmetro
Bio Photometer (GeneQuant, Amersham Pharmacia®ipee260 e 280nm.

As amostras de DNA estoque e diluidas (1+4) foamondicionadas em freezer a —

20°C, até o momento do uso.

4.10 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) genérieo eletroforese em gel de

poliacrilamida 6%

A reacado de amplificacdo da regido conservadaidintulo do kDNA foi realizada
em 42 amostras, segundo Michalsityal (2002) e Souzat al (2004), em equipamento
termociclador automatico (Perkin-Elmer —Gene Am@RP&ystem 2400) em procedimento
“Hot-start”. A mistura de reacéo foi preparada cboml de tampéao de PCR (100mM Tris-
HCI, 500 mM KCI, 15 mM Mgd], pH 9,0), 5 ul dNTPs (2 mM cada), 2 ul de cadeiaaior
(200 ng/ul), 0,5 ul de Tag DNA polimerase (Inviteod (2,5 U/ul) e 26,5 ul de agua Milli
Q.
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Foram adicionados 2,0ul de DNA (10 ng/ul) por reag@ amplificacdo do DNA foi
realizada com iniciadores que flanqueiam a reg@servada dos minicirculos de KDNA de
todas as espécies Heishmaniae correspondem a origem de replicacdo de ambasasé
DNA (Degraveet al, 1994): 5' GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3'; 5CCECCTA
TTT TAC ACC AAC CCC 3, 5'GGC CCA CTA TAT TAC ACC AC CCC 3' que
amplificam o fragmento de DNA e 120 pares de bgpb3 da regido conservada do

minicirculo do kDNA dd_eishmania

Os ciclos de amplificagéo consistiram em um pagsdesnaturacao inicial a 94°C por
cinco minutos, seguida por 35 ciclos de desnatorac@4°C por 30 segundos, anelamento a
50°C por 30 segundos; extensdo a 72°C por 30 seg@ndma extensao final a 72°C por dez
minutos (De Bruijn e Barker, 1992; Michals&yal., 2002).

Em cada conjunto de rea¢do de PCR, foram incluidosontrole negativo sem DNA
e um controle positivo com KDNA purificado da cepareferéncia dé&. (L.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903).

Para a deteccdo do DNA Haishmaniafoi utilizado o método de eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) descrita por Laemni®40) e modificada por Jackman

(1985)apudPinheiroet al. (1999) por apresentar maior sensibilidade.

O gel separador foi preparado numa concentrac&@¢Bis-acrilamida 30%, TBE
5x, agua Milli &, 10ml; persulfato de aménio 10% 1@5TEMED 12,5ul). As amostras
foram diluidas em tampé&o da amostra (TA) 2x (4@DW; 20Qul TA 6x), TA 6x (azul de

bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%, glicerol P@¢3).

Aliquotas de Bl do marcador PhiX 174RF e da mistugd A 2x e 54l da amostra,

foram aplicadas no gel de poliacrilamida (6%).

A eletroforese foi realizada em tampao TBE (0,089RIS-HCL, 0,089M acido
borico, 0,02M EDTA) utilizando o sistema PS 50AImigracao foi feita com uma voltagem
inicial de 50V (15mA/gel) por cinco minutos até aparacdo dos corantes, passando

posteriormente a 100V.
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Apbs a eletroforese em temperatura ambiente, togfkado (etanol PA 15ml; acido
acético 75Q1; agua Milli @° 150ml) por 10 minutos, sob agitacdo suave, e oo
solugéo de nitrato de prata (0,2%) para melhoralizacdo das bandas (Blushal, 1987) e,
posteriormente revelado com solucéo reveladora INQ@5M 30g; agua Milli & 1000ml,
formaldeido 0,1M 1:100) (Pinheied al. 1999 modificado).

4.11 Polimorfismo de comprimento dos fragmentos deestricdo (RFLP) do produto
obtido pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) eletroforese em gel de

poliacrilamida 10%

As trés amostras positivas no PCR genérico forsamstidas a reacdo de PCR-RFLP.
Os marcadores RFLP sédo os sitios de restricdo endsnucleases sdo enzimas que
reconhecem e cortam sequéncias especificas de DElAragmentos de DNA foram entao,
separados segundo seu comprimento por eletrofenesgel de poliacrilamida. A regido
conservada do minicirculo do kDNA foi utilizada patiferenciar.. (L.) amazonensideL.
(V.) braziliensise deL. (L.) infantum chagagiVolpini et al, 2004).

A endonuclease ApalLl apenas digere o produto d@ L. (V.) braziliensisem dois
fragmentos, um de 88 pb e outro de 32 pb, mantesdmagmentos de 120 pb dm (L.)
amazonensig L. (L.) infantum chagagjAndradeet al, 2006). A Haelll digere o fragmento
produto de PCR de 120 pb de(V.) braziliensissm dois fragmentos, um de 80 pb e outro de
40 pb; mas néo digere o produto amplificadd_dé_.) amazonensi@/olpini et al, 2004). A
digestao do produto amplificado He(L.) infantum chagagiroduz bandas com 120, 80, 60 e

40 pbs usando-se a mesma enzima (Andeadé,2006).

As amostras referéncia deeishmania utilizadas foramL. (L.) amazonensis
(IPLA/BR/67/PH8),L. (V.) braziliensistMHOM/BR/75/M2930) eL. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/74/PP/75).

Trés microlitros do produto amplificado por PCRafo utilizados com a adicdo de
1,0ul de tampéo e 58 de agua Milli @ e as endonucleases [@,He Haelll (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) ou ApaLl (Amersham Biosciend@iscataway, NJ, USA) para digestao
por 3:30 horas a 37°C. Ao produto digerido adicieee 1@l de tampao da amostra (TA) 2x

58



(400ul DDW; 200ul TA 6x), TA 6x (azul de bromofenol 0,25%, xilenanbl 0,25%, glicerol
PA 30%).

Os fragmentos de restricdo foram separados emdeepoliacrilamida, descrita

anteriormente, na concentracao de 10%.

Foram aplicados no gel 40do Padrao de Peso Molecular (PM) e8,8a amostra

em cada canaleta. Os géis foram corados com niteapoata 0,2%.

4.12 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de genenstitutivo especifico de
flebotomineo (cacofonia) e eletroforese em gel deljacrilamida 10%

Para a confirmacdo de extracdo de DNA de flebateas, foi utilizado um par de
iniciadores para amplificar o gene constitutivo eesfico (cacofonia) da regido V56 de
flebotomineos neotropicais do générdzomyia5SLicac 5 GTG GCC GAA CAT AAT GTT
AG 3' e 3Llcac 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3' (hset al, 2002), gerando um
produto de 220 pb, demonstrando que o0 gene daaraaopode ser utilizado como um
importante controle interno da reacao de PCR, mittaesultados falso negativos.

As reacoOes foram realizadas em um volume fin&7gé contendo Tampéo 1X de Taq
Polimerase (Applied Biosystems, Foster City, CAAYSA,5mM MgCh, 20QuM de cada
dNTP (invitrogen), 0,@l de cada iniciador, 1,25U Taq Gold DNA Polimerg#eplied
Biosystem), Pl de amostra de DNA e Plde agua Milli &.

A mistura foi incubada no termociclador automatiPerkin-Elmer-Gene Amp PCR
System 2400) em procedimento “Hot-start” a 94°CJibminutos para a ativacao da enzima,
seguida por 35 ciclos, cada um consistindo de §0rsls a 94°C, 30 segundos a 55°C e 30
segundos a 72°C ap6s o ultimo ciclo, a extensamfdinuada por mais 10 minutos a 72°C.

Foram utilizados 3 do marcador PhiX147RF para aplicagcao em gel dlagrdamida
10% e 1Qul da mistura de TA 2x eb da amostra (1:1).
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Para a deteccdo do DNA de flebotomineo foi redéiza eletroforese em gel de
poliacrilamida, descrita anteriormente, na conegédo de 10%. Os géis foram corados com

nitrato de prata 0,2%.

4.13 Controle de contaminacao por DNA exdgeno

A contaminacdo por DNA exdgeno foi evitada pela@adoso manuseio de pipetas e
reagentes. Um controle negativo sem DNA foi induim todos os testes. As amostras
positivas foram confirmadas pela repeticao da eaca

4.14 Célculo da taxa minima de infec¢éo

Devido as amostras serem constituidas por “poashsetos (1 “pool” = 10 fémeas),
para o calculo da taxa minima de infeccad. d®ngipalpis adotou-se se férmula: “Taxa de
infeccdo (Tl) = ndmero de grupos (“pools”) posisva 100 / numero total de insetos”,

considerando-se no minimo uma fémea infectadarosta.

4.15 Analise estatistica dos dados

A andlise de regressdo multipla é uma metodolosfiatistica que utiliza a relacéo
entre duas ou mais variaveis quantitativas ou tiaias, de tal forma que uma variavel pode
ser predita a partir de outra. A regressao lineaples apresenta duas variaveis e a relacéo
entre elas pode ser representada por uma linha/rataélise de regressao apresenta os dados
através de um modelo linear aditivo, onde o modettui um componente sistematico
(X=variavel ambiental) e um aleatorio (Y=densiddédlebotomineos). O indicador utilizado
foi o coeficiente de determinacdc®(Rntre o par ordenado (X,Y), onde 0 mesmo denmm@str
correlagéo explicada que minimiza os desvios ergr@ados reais e estimados, ou seja, define
a qualidade do ajustamento da linha correspondedttermina a qualidade dos dados e das
varidveis testadas no modelo de regressdo. Partdkftodeve estar entre 0 e 1,
matematicamente & R? < 1. Quanto mais proximo de 1, significa que existcao
explicada entre X e Y.
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Para a investigacdo da associagdo entre a populacBebotomineos e o niumero de
casos de LV canina foi utilizado o teste de cog@alinear de Pearson. As analises
estatisticas foram realizadas com a com utilizad@software Sigma Stat (Jandel, 1995),

considerando-se o nivel de significancid 5.

4.16 Considerac0Oes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Hsaqia Secretaria Estadual de
Saude de Mato Grosso, conforme protocolo n°176/ZB/SES/MT (Anexo 1).
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5. RESULTADOS

5.1 Fauna de flebotomineos

Foram capturados flebotomineos dos géndrotzomyia Franca, 1924 com 22
espécies e uma espécie do gériemamptomyiaFranca & Parrot, 1921, sdo elastzomyia
acantopharynMartins, Falcdo & Silva, 1962.. aragaoi(Costa Lima, 1932)L. carmelinoi
Ryan, Fraiha, Lainson & Shaw, 1986 cerradincolaGalati, Nunes, Oshiro & Dorval, 1995
L. corumbaensisalati, Nunes, Oshiro & Rego, 1989 dendrophylgdMangabeira, 1942)..
evandroi (Costa Lima & Antunes, 193p)L. flaviscutellata (Mangabeira, 1942) L.
hermanlentiMartins, Silva & Falcéo, 197Q. lenti (Mangabeira, 1938)L. longipalpis(Lutz
& Neiva, 1912) L. longipennis (Barreto, 1946) L. lutziana (Costa Lima, 1932) L.
punctigeniculata(Floch & Abonnenc, 1944)L. sallesi (Galvdo & Coutinho, 1939)L.
saulensis(Floch & Abonnenc, 1944)L. scaffi (Damasceno & Arouck, 1956) . sordellii
(Shannon & Del Ponte, 1927). teratodesMartins, Falcdo & Silva, 1964.. termitophila
Martins, Falcdo & Silva, 1964L. walkeri (Newstead, 1914)L. whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939) 8. brumpti(Larrousse, 1920)

Do total de 12.833 flebotomineos, foram capture®ld84 machos (66,11%) e 4.349
fémeas (33,89%), sendo que 1.840 dos individug84%4) foram coletados no intradomicilio
e 10.993 (85,66%) no peridomicilio, conforme Talelque apresenta também o percentual

de cada espécie.

A espéciel. longipalpis apresentou-se predominante com 65,23% dos indigidu
capturados (Figura 7). A frequéncia relativa dggeigs mais numerosas fai: 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%foromn Figura 8,

apresentando preferéncia pelo ambiente peridoari¢Higura 9).
Lutzomyia longipalpisfoi frequente tanto em ambiente intradomiciliaragio no

peridomiciliar (Figuras 10 e 11). Houve predominame machos em ambos os ambientes
(Figura 12).
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A distribuicdo das espécies por més e por sexoreptésentada na Tabela Il, com
ocorréncia delL. evandroi, L. longipalpis, L. sallee L. whitmaniem todos os meses

trabalhados.

A Tabela lll apresenta distribuicdo mensal em eadados bairros pesquisados, onde
podemos observar a ocorréncia de 3.037 flebotorsinedvairro Eldorado (23,66%), 6.303
no bairro Sdo Matheus (49,12%) e 3.493 no ParqumeaSa27,22%). A distribuicdo dos
flebotomineos apresentou maior abundancia no amebiparidomiciliar do bairro Séo

Matheus, conforme observado na Figura 13.

Conforme Tabela IV, as espécies que ocorreranirésdairros durante o periodo da
pesquisa foraml. cerradincola, L. evandroi, L. hermanlenti, Lnte L. longipalpis, L.
lutziana, L. sallesi, L. saulensis, L. sordellii, teratodes, L. termitophila, L. whitmaaiB.

brumpti.

Tabela | . Flebotomineos capturados, por sexo ambiente, no municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hqgude 2006.

Intradomicilio

Peridomicilio

Espécie ) Q ) Q 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 Lutzomyiaspp - 1 3 2 6 0,05
24 B. brumpti 6 6 24 23 59 0,46
25 Brumptomyiasp. - 3 13 3 19 0,15
Sub-Total 1193 (9,30%p47 (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 Il. Flebotomineos capturados com armadéh@EC por espécie, sexo e més, no municipio deed&Brande, Mato Grosso, Brasif periodo de janeiro de 20C
junho de 2006L( = Lutzomyia; B. = Brumptomyja

Espécies de Flebotomineos

; © 2 © g -
o) e ] 5 = < 5 2 & 8 I c
c o £ © S ° S 2 S = = f= 5
3 S 8 o 5 & g 3 5 = 2 2 N
[ © o o o he] o = < Q o o =]
- - - - - - - - - - - - -
Ano Més & Q 3 Q 3 Q 3 Q d Q d Q d Q d Q d Q J Q J Q J Q
2004 Jan - - - - - - - - - - - 58 61 - - - - 63 46 324182 - - - -
Fev - 1 - - - - - - - - - 228 167 - - - - 174 70239 136 - - - -
Mar - - - - - - - - - 306 247 - 1 - - 184 70 439 143 - 1 - -
Abr - - - - - - - - - 12 14 - - - - 8 10 202155 - 1 - -
Mai - - - - - - - - -7 6 - - - -1 - 28 14 - - - -
Jun - - - - - - - - - - -9 7 - - - - 2 - s 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 23 - - - -
out - - - - - - - - - - 15 12 - - - - 12 2 8 62 - - - -
Nov - - - - - - - - - 12 17 - - - - 9 9 160 64 - - - -
Dez - - - - - - - - - - - 17 32 - - - - 7 7 395 34 - - - -
2005 Jan - - - - - - - - - - - - 28 31 - - - -7 12 13841 - - - -
Fev - - - -1 - - - - - - 9 10 - - - - - - 3 10 - - - -
Mar - - - - - -2 - - - 1 9 122 - 1 - -2 4 4 1 - - - -
Abr - - - - - - - - - 11 19 - 2 - - 3 4 176 03 - - - -
Mai - - - - - - - - - 2 5 - - 1 - - - 167 68 - - 1 2
un - - - - - - - - - - - 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 3T - - - -
ot 3 1 - - - - - - - - - 45 45 - - - - 9 10 30595 - - - -
Nov 3 3 - - - - -1 - - - - 92 75 - - - - 22 18 18153 - - - -
Dez - - - - - - - - - - - 85 72 - - - 1 57 15 18727 - - - -
2006 Jan - - - - 2 1 - - - - - - 9 6 - - - - 3 2 669 227 - - - -
Fev - - - - - 2 1 - - - - 91 61 - - - - 79 32 642260 - - - -
Mar - - - - - - - - - - 16 21 - - - - 1 2 4% 72 - - - -
Abr - - - - - - - - - 3 5 - 1 - - - 2 104 36 - - - -
Mai - - - - - - - - - - 1 - - - 1 - - 14 22 - - 1 -
Jun - - - - - - - - - - - 1 - 4 - - - - - - 80 31 - - - -
Total 6 7 0 1 3 1 5 3 1 0 0 3 1102 985 2 8 2 3 66827 5995 2376 0 2 2 2
% 005 006 000 001 002 001 004 002 00l 0@00 002 859 7,68 002 006 002 002 514 25672 1851 000 002 002 0,02
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Espécies de Flebotomineos

§ I g 7
(%) n < = =
g s 3 g E g : E g 5 2 3
5 @ @ 2 @ 2 8 = 2 8 - E
- o - - - - - - - - - m m
Ao Mes 4 9 4 9 4 9 & 9 & ¢ & 9 4 @ & o 4 ¢ & ¢ 4 @ & @ Toal %
2004 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 1 2 1 - - 13 6 - - 4 - - - 293 2,28
Dez - 1 3 3 1 2 - - 4 8 - 3 1 4 - - 22 24 - - 2 - - - 670 5,22
2005 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
Dez - 1 4 12 - 1 - - 2 10 - 1 4 10 5 2 16 1 - 1 4 4 - - 502 3,91
2006 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 - - 2 - - - - - - 161 1,26
Mai - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 46 0,36
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 32 4 200 3 3 30 29 13 6 12833100
% 003 009 100 137 001 005 000 0,01 027 04808 018 039 093 004 002 337 156 002 0@23 0,23 0,10 0,05 100




Tabela Ill. Distribuicdo dos flebotomineos coletagor bairro, sexo, ambiente e més, no municipiateea
Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de jaraér@004 a junho de 2006.

Bairros
Eldorado Sao Matheus Parque Sabia
intra peri intra peri intra peri
Ano Més J& Q d Q d Q d Q 3 ? 3 ?  Total
2004 Jan 3 2 20 17 3 5 131157 - - 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 620211 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 656356 3576 1715 322 163 2093 915 12833
Sub-Total 343 (2,67%) 2694 (20,9994)012 (7,89%)5291 (41,23%)485 (3,78%) 3008 (23,44%) 12833
Total 3037 (23,66%) 6303 (49,12%) 3493 (27,22) »83
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Tabela IV. Flebotomineos coletados por bairro, @amigi e sexo no municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hgude 2006.

Eldorado Sao Matheus Parque Sabia
intra peri intra peri intra peri
Espécie d ¢ 4 @ 49 4 2 4 %2 & 2 Total
L. acantopharynx - - - - 4 2 - i1 - 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 - i - - - - 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 48213930121325235 73 1694603 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 2444 28 46 1011 8 10 300
L. saulensis - -1 2 - - - 2 - - - 2 7
L. scaffi - - - i - - - - - 1
L. sordellii 2 2 6 15 1417 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 1423 10 34 2 3 3 16169
L. walkeri - - 1 - - 5 i - - - - 7
L. whitmani 12 4 61 46 108 216 83 25 10 108 49 632
Lutzomyiaspp - -2 - -1 1 - - - - 2 6
B. brumpti 3 1 10 13 2 4 10 7 1 1 4 3 59
Brumptomyiaspp - 1 8 2 - 1 4 - -1 1 1 19
Sub-Total 2151281622 1072656356 3576 1715322163 2093915 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. Distribuicdo mensal de flebotomineos waatos no municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hgude 2006.
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Figura 8. Flebotomineos capturados no municipiv@teea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de
janeiro de 2004 a junho de 2006.
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Flebotomineos por ambiente
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Figura 9. Flebotomineos capturados nos ambientieslomiciliar e peridomiciliar, no municipio de
Véarzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodadeijo de 2004 a junho de 2006.
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Figura 10. Flebotomineos capturados no ambien&damiciliar, municipio de Varzea Grande, Mato
Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hqgude 2006.
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Flebotomineos no peridomicilio
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Figura 11. Flebotomineos capturados no ambientdgeiciliar, municipio de Varzea Grande, Mato

Grosso, Brasil, no periodo de janeiro de 2004 hgude 2006.
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Figura 12. Distribuigdo percentual de flebotominemsturados de acordo com o0 sexo, no municipio de
Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodadeifo de 2004 a junho de 2006. A. Exemplares de
flebotomineos (diversas espécies); B. Exemplarés mgipalpis
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Figura 13. Flebotomineos capturados nos bairrosr&dtb, S80 Matheus e Parque Sabia, no municipio de
Véarzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodadeijo de 2004 a junho de 2006.
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5.2 Dados biocliméaticos

Na Tabela V e na Figura 14 estédo os dados de tatnpe (°C), umidade relativa

do ar (%) e precipitacdo (mm3) média mensal do oipioi de Varzea Grande, do

periodo da pesquisa

Tabela V. Condic¢des climéaticas no municipio de ¥ar@rande, Mato Grosso, Brasil, no

periodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Temperatura  Umidade RelativaPrecipitacdo
Ano Més (°C) 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: 9° Distrito de Meteorologia/MT/INMET

73
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Figura 14. Variaveis biocliméaticas no municipio\f@zea Grande, Mato Grosso, Brasil, no periodo de
janeiro de 2004 a junho de 2006 (Fonte: 9° Disttédvieteorologia/MT/INMET).

5.3 Fauna de flebotomineos e os dados bioclimaticos

No presente estudo ndo foram observadas correlajgesicativas entre as
variaveis independentes (temperatura, umidadev&ldd ar e precipitacao) e a variavel
dependente (flebotomineos), encontrando-se valteeR? iguais a 0,1672, 0,1044 e

0,2653 respectivamente, cord05.

Observou-se um discreto aumento da densidade loetdlmineos, em especial
de L. longipalpis no periodo subseqiiente as primeiras chuvas e cgistroe dos
maiores valores de umidade relativa do ar (entremeses de outubro e marcgo)
conforme Figura 15, porém a associacdo nao fotiggtamente significativa (Figura
16).
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5.4 Preferéncia alimentar dd_utzomyia longipalpis

Do total de 2.376 fémeas dle longipalpiscapturadas no periodo da pesquisa,
104 foram encontradas ingurgitadas, representan8®%s! Das 104 fémeas de
longipalpis ingurgitadas, 32 (30,77%) foram capturadas noadumicilio e 72
(69,23%) no peridomicilio.

Na Tabela VI demonstra-se a reagdo do conteldsstindl ao teste de

precipitina, onde podemos observar a alimentacéloigx¥a em determinado hospedeiro
ou mista em diferentes hospedeiros.

A Tabela VII mostra queé. longipalpisalimentou-se preferencialmente em aves
(30,77%) e roedores (21,15%), mas também foi ermdatalimentada de sangue de
humanos, gambas, bois, cavalos e caes (Figura 17).

Tabela VI. Fémeas de longipalpissegundo teste de precipitina com utilizacdo de
diferentes anti-soros, municipio de Varzea Grahtip Grosso, Brasil.

Anti-soro Intra Peri Numero absoluto

Ave 6 19 25
Boi 2 7 9
Cao - 2 2
Cavalo 4 4 8
Gamba 6 6 12
Humano 5 7 12
Roedor 4 12 16
Ave e Cao - 2 2
Ave e Humano - 1 1
Ave e Roedor 1 3 4
Boi e Roedor 1 1 2
Cao e Humano - 1 1
Nao Reagente 3 7 10
Total 32 72 104
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Tabela VII. Preferéncia alimentar de fémeas dengipalpisno municipio de Varzea

Grande, Mato Grosso, Brasil.

Anti-soro Numero Absoluto Porcentagem Relativa (%)
Ave 32 30,77
Roedor 22 21,15
Humano 14 13,46
Gamba 12 11,54
Boi 11 10,58
Nao Reagente 10 9,62
Cavalo 8 7,69
Céo 5 4,81

Preferéncia alimentar deLutzomyia longipal pis

Cao
4,81%

Cavalo
7,69% Ave

30,77%

N&o Reagente

LLLLLLLLLLLLL

Roedor
21,15%

11,54%

Humano

13,46%

Figura 17. Preferéncia alimentar lde&tzomyia longipalpi®io municipio de Varzea Grande, Mato Grosso,
Brasil, no periodo de janeiro de 1998 a junho d¥620

5.5 Casos humanos de LV

O numero de casos humanos de LV notificados nocafpiaide Varzea Grande
esta representado na Figura 18, que demonstra ueaa @centuada a partir do ano de
1999, fato este observado no Estado como um teddptem vista que os dados de
Véarzea Grande representaram cerca de 1/3 dos toaaissregistrados em Mato Grosso.
A distribuicdo mensal dos casos foi irregular, séndo caracterizado o padréo sazonal

de transmissao.
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A relagdo do numero de casos humanos com a densil#dd longipalpisnos
bairros pesquisados pode ser observada na Figyrant® podemos verificar que
periodo em que ndo foram observados casos humandsehca corresponde ao de

menores densidades vetoriais.

Casos humanos de Leishmaniose Visceral
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0 : : e b b Seg——re— 0

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

---m--- Varzea Grande — <~ — Mato Grosso —— Brasil

Figura 18. Histérico dos casos humanos de LV noicfpip de Varzea Grande, Mato Grosso e no Brasil,
no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 20f&€FMinistério da Saude/SVS — Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagao).
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Figura 19. Relacao de niumero de Flebotomineos meémmia de casos humanos de LV nos bairros
pesquisados do municipio de Varzea Grande, MatesBrdrasil, no periodo de janeiro de 2004 a junho
de 2006.
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5.6 Inquérito Canino

Durante o periodo de janeiro de 2004 a junho d@.28mostras de sangue de
1886 caes domiciliados na &area pesquisada foragtadals e analisadas para a presenca
de Leishmania.A taxa de frequéncia de LV canina variou entre96a/ 63,34%,
dependendo do bairro ou do ano pesquisado (Tabijaficando em torno de 11,40%
a taxa média de soropositividade da area. As tagasiwuladas do periodo nos bairros
Eldorado, Sdo Matheus e Parque Sabia foram de %3,2D,76% e 4,70%,

respectivamente.

Tabela VIII. Prevaléncia canina de inquérito resdia nos bairros Eldorado, Sdo Matheus e Parqué,Sabnicipio
de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasil, no peried@amkiro de 2004 a junho de 2006

2004 2005 2006*
Bairro Ne. N°. Prevaléncia  N°. No. Prevaléncia N°. N°. Prevaléncia
Exames Positivos (%) Exames Positivos (%) Exames Positivos (%)
Eldorado 486 33 6,79 14 4 28,57 3 1 33,33
S&o Matheus 968 84 8,68 11 7 63,34 - - -
Parque Sabia 398 84 21,11 6 2 33,33 - - -
Total 1852 201 10,85 31 13 41,94 3 1 33,33

* Dados até o més de junho

5.7 Relacao entre vetor, prevaléncia canina e casmsmanos de LV

Na area pesquisada, ndo foi observada relacde entdistribuicdo dd..
longipalpis a ocorréncia de casos humanos e a presenca descé®ogicamente

positivos (Tabela 1X).

Tabela IX. Nimero deutzomyia longipalpigoletados, casos humanos de LV e prevalénciaag@onbairro
pesquisado, municipio de Varzea Grande, Mato Grd&sail, no periodo de janeiro de 2004 a junh@@l25.

2004 2005 2006*
L. longipalpis LVH PreC L. longipalpis LVH PreC L. longipalpis LVH PreC
Bairro No. % Ne, % Ne, % Ne. % Ne, % Ne. %
Eldorado 680 19,77 - 6,79 97 4,67 - 28,581 1,09 - 3333
S&o Matheus 1209 35,15 1 8,68 1625 78,24 - 63,642124 74,42 - 0,00
Parque Sabia 1551 45,09 - 21,11 355 17,09 - 33,33699 24,49 - 0,00
Total 3440 100 1 10,852077 100 - 41,94 2854 100 - 33,33

*Dados até o més de junho
LVH: Leishmaniose Visceral Humana
PreC: Prevaléncia 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 “p#oll0 fémeas, totalizando
420 individuos del. longipalpis anteriormente dissecadas para a confirmacdo da
espécie, foram utilizadas para a extracdo de DNAamplificacdo de produtos
caracteristicos déeishmaniaspp. (120 pb) foi observada nas amostras 2, 4 e 7,
conforme observado na Figura 20. As demais amosifias apresentaram produto
amplificado dd_eishmaniaspp

PM 12 3 4 5 6 78 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

Figura 20. Produto de PCR apds amplificacdo de DNAmostras de flebotomineos, utilizando-se
iniciadores géneros-especificosladgshmaniaspp. Observar amostras positivas de niimeros Z, 4 e
(asteriscos). Gel de poliacrilamida a 6% corado ndrato de prata 0,2%. (Foto: NAM).

O fragmento de 120pb foi observado em trés dos ptbls” de amostras.
Considerando-se no minimo uma fémea positiva era gath das trés amostras, num
universo de 420 individuos, podemos inferir a tavk@ima de infeccdo natural em torno
de 0,71%. A possibilidade de falsos negativos efontaminacdo na reacdo de
amplificacéo foi investigada através da repetigd®@R de todas as amostras. O bairro
com maior frequéncia de positividade foi o S&o Math apresentando “pool” de
flebotomineo positivo nos anos de 2005 e 2006,acord apresentado pela Tabela X.
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Para a confirmacao dos resultados, repetiram-sepéifigacdo e a eletroforese
das amostras 2, 4 e 7 (Figura 21), que positivaramexperimento anterior,
confirmando a presenca de bandas caracteristidasistenaniaspp (120pb).

Tabela X. Frequiéncia de “pools” Helongipalpisinfectados pot. (L.) infantum chagaspor bairro, no
municipio de Varzea Grande, Mato Grosso, Brasipeodo de janeiro de 2004 a junho de 2006.

Amostras Testadas Amostras Positivas
Ano Bairro Ne. % N©. %
2004 Eldorado 1 2,38 - -
Séao Matheus 1 2,38 - -
Parque Sabia 1 2,38 1 0,24
2005 Eldorado 1 2,38 - -
Séao Matheus 1 2,38 1 0,24
Parque Sabia - - - -
2006 Eldorado 1 2,38 - -
Séao Matheus 19 45,24 1 0,24
Parque Sabia 17 40,48 - -
Total 42 (420 fémeas) 100 3 0,71

PM 1 2 3 CP CN
i PCR

PM: Marcador de peso molecular Phi X 174
la3:Amostras 2,4e7

CP: Controle Positivo

- CN: Controle Negativo

<«— 120pb

Figura 21. Produto de PCR ap6s amplificacao de DN Amostras positivas de flebotomineos (2, 4 e 7),
utilizando-se iniciadores géneros-especificok@lshmaniaspp. Gel de poliacrilamida a 6% corado com
nitrato de prata 0,2%. (Foto: NAM).
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5.9 DNA deL. (L.) infantum chagasi emL. longipalpis naturalmente infectadas

Foi realizada a PCR-RFLP das amostras 2, 4 ed [2NA de referéncia de.
(V.) braziliensis L. (L.) amazonensig L. (L.) infantum chagasidigeridos com as
enzimas de restricdo ApaLl e Haelll.

Comparando-se os fragmentos de DNA gerados pejastdio de produto
amplificado de amostras de flebotomineos com agrfemtos de DNA de referéncia,
observou-se que as trés amostras foram identiicadm padréo de. (L.) infantum

chagasj conforme Figura 22.

ApalLl Haelll

PCR-RFLP

PM: Marcador 50 pb

. Amostra 2

: Amostra 4

: Amostra 7

: Leishmania infantum chagasi
: Leishmania amazonensis

: Leishmania braziliensis

T XXXXXXX

: Amostra 2

: Amostra 4

10: Amostra 7

11: Leishmania infantum chagasi
12:Leishmania amazonensis
<«— “°P%  13:Leishmania braziliensis

< 120 pb

OCO~NOOOUOITAWNE

< 80 pb

< 60 pb

Figura 22. Produto de amplificacdo por PCR de meg@nservada de minicirculo KDNA deishmania
apos digestdo com endonuclease ApalLl e Haelll eadar Padrdo de PM (Invitrogen). DNA de
referéncial. (L.) amazonensi6PLA/BR/67/PH8),L. (V.) braziliensifMHOM/BR/75/M2930) €L. (L.)
infantum chagasiMHOM/BR/74/PP/75). Gel de poliacrilamida a 6%ado com nitrato de prata 0,2%.
(Foto: NAM).

5.10 DNA de flebotomineos (cacofonia)
Todas as amostras analisadas revelaram fragmen&20gb correspondendo ao

gene amplificado de cacofonia apés a eletrofores@a de poliacrilamida, conforme

observado na Figura 23.
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Figura 23. Produto de amplificacédo por PCR do gemstitutivo do génerbutzomyia(gene da
cacofonia). Iniciadores 5LIcac/3LIcac. Gel de pdiiamida a 10% corado com nitrato de prata 0,2%.
PM: PHi X 174; 1 a 42: Amostras; CP: Controle RegjtCN: Controle Negativo. (Foto: NAM).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho observou-se umeedominancia de L. longipalpis dentre os
flebotomineos capturados. Estes dados estao emroodade com dados de Missawa e
Lima (2005) e Ribeireet al (2000) para 0 mesmo municipio e também com dddos
outros locais, conforme Soustaal (2007a) em Juazeiro do Norte, Barbalha e Misséo
Velha/CE, Sousat al (2007b) em Iguatu/CE, Sousd al (2007c) em Taua/CE,
Santaluciaet al. (2007) em Sado Domingos/GO, Resemrdel (2006) e Souzat al
(2004) em Belo Horizonte/MG, Martin e Rebélo (20@86) Santa Quitéria/MA, Barata
et al (2005), Franca-Silvat al. (2005) e Baratat al (2004) em Porteirinha/MG,
Monteiro et al (2005) em Montes Claros/MG, Oliveisd al (2003) e Oliveiraet al
(2006) em Campo Grande/MS, Andrade Filttoal (2001) no estado do Tocantins,
Ximeneset al. (1999) no Rio Grande do Norte, Rebé&pbal (1999) na ilha de Séo
Luiss’MA e Biancardi (1996) em Chapada dos Guimdhi€s A alta capacidade
vetorial associada a antropofilia a ao encontree@@sseto no intra e no peridomicilio,
fazem dessa espécie, o flebotomineo de maior idpciet médica na transmissdo de
LV (Soares e Turco, 2003).. longipalpis € o maisabundante na captura com
armadilhas luminosas, raramente é capturado enddlhmale Shannon e nédo é atraido

por iscas humanas (Galatial.,2006).

A presenca no ambiente peridomiciliar observada em nossos resultados
também foi verificada nos trabalhos de Dasal. (2007a), Sampai@t al (2007),
Martin e Rebélo (2006), Resende al. (2006), Barateet al. (2005), Monteiroet al
(2005), Souzeet al (2005), Souzeet al (2004), Oliveiraet al (2003), Aguiar e
Medeiros (2003), Andrade-Filhet al. (2001) e Rebélet al (1999) em varios estados
do Brasil, demonstrando ser o processo de dongadialesta espécie influenciado por
modificacbes de habitat gerada pela acdo antrépiqgeelo poder adaptativo dessa
espécie, embora Resende al. (2006) tenham observado semelhante proporcdo de

flebotomineos, principalmente telongipalpisnos ambientes intra e peridomiciliar.

L. longipalpis freqiiente em ambiente intradomiciliar e peridohaici € uma

espécie que possui capacidade de estabelecer-sdifementes habitats (Young e
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Duncan, 1994; Baratet al, 2005), podendo inferir que a transmissao da &8sp estar
também ocorrendo dentro das residéncias, e que esgtacie possui tendéncia a
antropofilia (Rebelcet al, 1999). A ocorréncia de insetos no intradomicflade ser
justificada pela proximidade das criacbes e abrigesanimais domeésticos com as

residéncias e a capacidade endofilica da espécie.

A distribuicdo peridoméstica pode ser justificad&vido as maiores
concentracdes serem observadas em abrigos de snhonde os flebotomineos podem
formar “leks” ou agregados em abundéancia sobredumss estacionarios como caes e
galinaceos (Lainson e Rangel, 2003; Ximeeesal, 1999), provavelmente devido aos
feromonios produzidos pelo inseto macho que adéraefs para o local de alimentacéo
e também outros machos para a cOpula, aumentasdoesso reprodutivo da espécie.
Os primeiros machos parecem ser atraidos pelo @#nomonio) produzido pelos
hospedeiros vertebrados.

Este fato pode ser explicado pela atracdo difeaelacpara diferentes sexos em
coletas realizadas com armadilhas luminosas, cowfarbservado por Aguiaet al.
(1985), ou a exposicdo das armadilhas préximas @@glouros, pois segundo
Feliciangeli (1987), os machos num comportamentorah atraem as fémeas para
assegurar a fertilizacdo durante os deslocameiotmsando agregados com o proposito

do acasalamento.

A predominancia de machos no intra e no peridoiictbrroborou com dados
de Diaset al. (2007a), Sampai@t al. (2007), Rezendet al (2007), Sousat al.
(2007a), Sousat al (2007c), Martin e Rebelo (2006), Olivegtal (2006), Resendet
al. (2006), Baratat al (2005), Barat&t al (2004), Oliveiraet al (2003) e Ximenest
al. (1999), demonstrando uma grande capacidade déagéap

Souza et al. (2007a) observaranuma maior densidade de fémeagie
flebotomineos na Serra do Carajas/PA e a maioridbes de machos em relagdo as
fémeas também nao foi observada em condi¢gbes deatébio por Luitgards-Mourat

al. (2000) que verificaram que o numero de fémeaggdss excederam o numero de
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machos em todas as geracgdes, e ainda que os neawhagam de dois a trés dias antes
das fémeas, e quando estas emergiam 0s machotij@rasprontos para a copula,
considerando-se 0 tempo necessario para a matusmaml como a rotacdo da
genitélia e a producédo de feroménios. Cazemefjal (1997) e Owusu-Daaket al.
(1997) explicam que a predominancia de fémeas emmsvgeracdes, pode ser devido as
flutuacbes dos genes que alteram a propor¢cao seksabs flutuacdes podem ser

oscilagdes naturais ou o0 comeco da fixacdo do gene.

A presenca deL. longipalpis em todos os meses do arfoi observada no
municipio de Vérzea Grande, assim como trabalh@dizeglos em Dracena e
Promissao/SP (Sampaab al, 2007), Porteirinha/MG (Franca-Silea al., 2005; Barata
et al, 2004), Montes Claros/MG (Monteiged al, 2005), Belo Horizonte/MG (Souzd
al.,, 2004) e Campo Grande (Oliveis# al, 2003). Reconhece-se que o estudo da
sazonalidade sO apresenta dados confidveis e tmnies quando se tem uma
investigacdo de, no minimo, dois anos consecutpasg comparacao dos resultados,

diminuindo-se a margem de erros proporcionadospos atipicos (Diast al.,2007a).

A urbanizacao dos inseto®, consequentemente da doencga estéo relacionadas
ao crescimento desordenado das cidades, seguidasigiecdo e éxodo rural e a
destruicdo do meio ambiente, associado ao aumentwiske social e transformacdes
ambientais como secas prolongadas e periddicapmppiciam condi¢cdes adequadas
para a ocorréncia de novos focos da LV em areanarpéeira e Coelho, 1998; Brasil,
2002).

A presenca de algumas espécies vetoras da leisbseai@gumentar americana
(LTA), comoL. whitmaniem grandes densidades.eflaviscutellataem baixo numero,

chama a atencao para a importancia da vigilanctodaca na area de pesquisa.

A correlacdo significativa da densidade de insetos @s variaveis
biocliméaticas pesquisadas, também ndo foram observadas em esledDiaset al.
(2007a) em Varzelandia/MG, Martin e Rebélo (2008) ®anta Quitéria/MA, Souzt
al. (2004) em Belo Horizonte/MG e de Rebélo (2001)Imade S&o Luis/MA. O efeito
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ndo significativo da temperatura na densidade epbofomineos foi observado em
Porteirinha/MG por Barataet al. (2004), embora Monteiret al (2005) tenham
correlacionado as altas temperaturas com o pidoademissdo da doenca em Montes

Claros.

Franca-Silvaet al (2005), ndo observaram correlacdo entre a defesidas
vetores e as variaveis umidade relativa do ar eeemtura em Porteirinha/MG. Resende
et al (2006) relataram aumento do numero de flebotoosinprincipalmente dé.
longipalpis quando ocorreu a combinacdo de altas médias deetatara e ocorréncia
de chuvas regulares em Belo Horizonte/MG.

A associacdo entre a densidade de flebotomineosamurréncia das primeiras
chuvas e registro dos maiores valores de umidadévee do ar foi observada por
Resendeet al. (2006), Monteiroet al (2005), Barateet al. (2004) e Oliveiraet al
(2003), justificada pelo periodo apresentar ambidatoravel para a emergéncia de
formas aladas naqueles locais (Forattini, 1953), gee periodos mais secos chegassem
a eliminar o vetor, pois estes resistiriam a higesim minima (Costa, 2005),
comprovado por estudo de Martin e Rebélo (2006) euneontraram predominio

flebotomineos no periodo de estiagem em Santa riuiiA\.

Além das variaveis biocliméaticas analisadas, cuiaspectos ambientais do
peridomicilio devem ser analisados como presencaegdetacdo, raizes, troncos de
arvores e matéria organica no solo que represeptasiveis abrigos e criadouros para

o vetor (Camargo-Nevex al, 2001).

Segundo Baratat al. (2005), a busca por fontes de alimentacdo € es@osta
comportamental que afeta a reproducdo e a densjuzuidacional das espécies de
flebotomineos. Assim, dependendo do seu grau daetagio as condicdes ambientais
modificadas pelo homem, algumas espécies podemasrfacilmente encontradas em

ambientes peridomiciliares que outras.
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Em Varzea Grande, observou-spraferéncia alimentar delL. longipalpis por
aves e/ou galinhas, essa atracdo foi também ololsepar Aguiaret al (1987) no
estado do Rio de Janeiro e por Baedtal (2005) em Porteirinha/MG. Marasstal
(2006) observaram que 72% Helongipalpiscapturados na Serra da Bodoquena/MS
foram reagentes para aves mediante técnica imumo&tiza do ELISA de captura.
Casanovat al (2007b) identificaram criadouros naturais.déongipalpisem uma érea
urbana endémica para LV no estado de Sao Paulservelbam que os galinheiros
representaram o ecotopo mais produtivo e com padeodistribuicdo espacial
agregado. Morenet al. (2005) n&o observaram associagédo entre a infetecéo (L.)
infantum chagase a presenca de galinhas ou galinheiros no edtatitinas Gerais.

O consideravel numero de fémeasLlddongipalpis alimentadas com sangue
humano seja exclusivamente ou combinado com satg@eitros animais como ave e
cdo (Missawa e Dias, 2007), evidencia o carateropofilico da espécie. O carater
oportunista de poder sugar em uma ampla variedadeedebrados foi relatado por
Barataet al (2005) que observaram a preferéncia de fémeads. dengipalpis por
galinhas e cavalos, mas também se alimentarammdpiesale roedores, caes, bois e
homem. O carater eclético foi observado também Rassos-Diagt al (2003) no
municipio de Raposa/MA. Segundo Camargo-Nesteal. (2007a), no municipio de
Aracatuba/SP L. longipalpis mostrou habito eclético, demonstrando alto grau de

cinofilia (preferéncia por sangue canino).

Ximeneset al (1999) realizaram pesquisa de preferéncia alianesam oferta
de diferentes animais para 0 repasto sanguinecservaram que 95% de todos os
flebotomineos capturados em cavalos ekanongipalpis atraindo muito mais insetos

gue os outros animais ofertados.

Zeledonet al (1984) destacaram a atracaolLddéongipalpispor caes, o que nao
foi observada nesta pesquisa e nos trabalhos desbioet al (1993). Apesar da baixa
porcentagem de fémegse se alimentaram em caes (5/104), a presencandiedg no
peridomicilio, atuando como um elo entre os cidoséstico e silvestre aumenta o

risco da infeccéo canina em 2,6 vezes (Calaead, 2003).
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Em estudos realizados colm intermedia Afonso et al. (2005) observaram a
preferéncia por roedores e aves, tanto em flebotwsi capturados no intra quanto no
peridomicilio em Mesquita/RJembora Rangelet al. (1990) tenham observado
flebotomineos se alimentando principalmente de c@egeridomicilio do mesmo
municipio. Neryet al. (2004) indicaram a predominancia de sangue deoresc caes

emL. umbratilise L. spathotrichiacapturados em Manaus/AM.

A fonte alimentar dos vetores propicia informacéwre a preferéncia por
hospedeiros em circunstancias naturais. A intedsidia antropofilia € um dos fatores
essenciais na avaliacdo da capacidade vetorialyaetm a atracdo por outros
hospedeiros pode dar respostas sobre a associagé® \etores potenciais e

reservatorios naturais (Afongt al, 2005).

O numero decasos humanos de LVobservados no municipio de Varzea
Grande no periodo de 1998 (quando foi registragaroeiro caso) até o ano de 2006
oscilou conforme os dados observados para todaadl&sle Mato Grosso e com 0s
dados de numeros de casos no Brasil, disponivetsstema de Informacéo de Agravos
de Notificagcdo (SINAN), disponibilizado pela Searé de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude (Brasil, 2007). O municipio éogque mais notificou casos de LV
em Mato Grosso e foi 0 responséavel pelo inicio pigleania no Estado (Mestre e
Fontes, 2007).

Tolezanoet al (2007) examinaram possiveis impactos de evertsgitcos
interanuais como Bl Nifio sobre as variacfes anuais de LV no Brasil e coaauque,
em geral, no segundo ano apos o inicio do eventdl dbfio, registraram-se aumentos
nas taxas de LV em todas ou quase todas as regidgsaficas do Brasil, exceto no ano
de 1998, quando ocorreu declinio dos casos de &¥idd o adventh.a Niflade grande
intensidade, apontando para a possibilidade degiedle risco e impacto de eventos
climaticos sobre a LV. Os eventos climatiéNifio foram registrados nos periodos de
1991-1993, 1994-1995, 1997-1998 e 2001-2003.
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A prevaléncia de caes soropositivosas areas pesquisadas mostra que apesar
da urbanizacéo da LV, essa doenca ainda conseywaas$ caracteristicas de ambientes
rurais como areas de criacdo de animais e agniauttel subsisténcia, como observado
por Mouraet al. (1999) no municipio vizinho Cuiabd/MT e por Bashet al (1999)
em Paraty/RJ.

A permanéncia de animais susceptiveis na areatpodsdo possibilitada pelo
diagndstico de caes utilizando-se técnicas de ls@iraibilidade e especificidade, aliada
a outros fatores como inquéritos sorolégicos in@ags e falta de treinamento das
equipes executoras, como observado por Salval. (2005b) no estado do Rio de
Janeiro, que sugeriram a necessidade da execugadmgleéritos sorolégicos caninos
serem realizados bimensalmente, visando o diagoosipido da doenca. As acdes de
vigilancia canina compreendem a investigacdo doo,fobusca ativa de céaes
sintomaticos, monitoramento que envolve o inquésiteoldgico amostral para areas

sem transmissao e inquérito censitario para as éwea transmissao (Brasil, 2005b).

A baixa eficiéncia dos testes diagndésticos utilisado Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral e o tempo para a liberacd® msultados interferem na
qualidade do controle da doenca. Biswgaal. (2007) recomendam a necessidade de
diferentes metodologias para a realizacdo do dsgadda LV canina e sugerem o

teste rapido rK39 como método de triagem mais ésp@c

Conforme Resendet al (2006), adistribuicdo de L. longipalpis coincide com
a ocorréncia decasos humanos sendo esta associacdo utilizada para validar a
autoctonia dos casos. A sobreposicdo de ocorr@ecieasos humanos em relacéo as
maiores densidades de flebotomineos nos anos del 2002006 néo foi
significativamente observada no municipio de Va@eande, segundo Mestre e Fontes
(2007) isto deve ocorrer devido ao tempo de incéibata doenca, que € variavel de
doente para doente, assim como o tempo que o emfexra para buscar a assisténcia
médica apols ter sido infectado. Camargo-Neeesal (2007b) ndo observaram
correlagéo entre a ocorréncia de LV humana e aidiaes do vetor no estado de S&o

Paulo. Barataet al (2004) e Souzat al (2004) observaram a associacao entre a
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densidade de flebotomineos, a ocorréncia de casoartos e a presenga de animais
domésticos em Porteirinha e Belo Horizonte/MG. Maotet al (2005) e Franga-Silva
et al. (2005) relacionaram a presenca de grande densudddeal e a elevada taxa de

prevaléncia de LV canina em Montes Claros e Part&rMG, respectivamente.

Moreno et al. (2005) e Oliveira e Araujo (2003) ndo observaracoaelacdo
entre a presenca defes sorologicamente positivogom a presenca dmfeccao
humana em General Carneiro e Sabard/MG e em Feira de asaEBA,
respectivamente, embora estudos de Margatal (2006) e de Oliveirat al (2001)
em Belo Horizonte/MG, de Callada al. (2001) em General Carneiro e Sabara/MG e
de Camargo-Nevest al. (2001) em Aracatuba/SP tenham relatado a exist@wectal
associacdo. Margonagt al (2006) observaram que a transmissdo da doenca em
humanos ocorre em areas de alta prevaléncia deirf@etados e grande numero de
flebotomineos, e que areas com diferencas na \Egetana distribuicdo de renda da
populacdo, pareceram nao influenciar na ocorrémaia emergéncia da LV em Belo
Horizonte/MG.

A deteccdo de um padrédo de distribuicdo da LV, @pgsicdo de medidas
preventivas como controle quimico do vetor e elagdo de cdes soropositivos

necessita de analise sistematica que possibiltigaaw impacto dessas medidas.

Os fatores de risco identificados por Morextaal (2005) para a infeccéo de
(L.) infantum chagase ocorréncia de casos humanos em areas urbat@msassociadas
as condicbes do ambiente no entorno das residémmimsipalmente relacionada a
presenca de matéria organica, a presenca de ammaisridomicilio e ao contato de
susceptiveis com os flebotomineos vetores. Os sdesinfectantes para o vetor e
podem propagar a doenca mesmo estando assintosndfioo cdes sintomaticos, a
exposicdo cutanea pelas feridas ou perda dos plofita a infeccdo dos

flebotomineos, pois leeishmanigpossui intenso tropismo pela pele.

A presenca do vetor da (L.) infantum chagasna periferia das cidades que

registraram grandes numeros de casos de LV humarlavadas taxas de infeccéo
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canina sugerem a transmissao urbana da endemiaatonGviosso. Em Varzea Grande,
cujo surgimento de nucleos residenciais nas p&deurbanas do municipio,
decorrentes da migracdo de populacdo de baixa ,rggrdporcionaram condicdes
favoraveis para a transmissdo da LV, como a deétvude ecoétopos silvestres, o
intenso convivio do homem com animais domeésticoss eprecérias condi¢cdes de
moradia, de coleta de lixo e de saneamento baswu, transmissdo da doencga nos

ambientes peri e intradomiciliar (Mestre e FONREK)7).

A observacdo de umaxa minima de infeccdo naturalde flebotomineos em
Véarzea Grande, a partir de estudos molecularedefd,71%. Em outros estudos, foi
determinada uma taxa de infeccéo natural de 2,6%lato Grosso do Sul (Nascimento
et al, 2007); 0,4% na Amazobnia maranhense (OliveiraiReet al, 2006); 2,0% no
estado do Rio de Janeiro (De Pita-Pereiral., 2005), 6,10% em Barcarena/PA (da
Silva et al, 2005d), 1,50% na Bahia (Mirandaal, 2002), 5,40% na Grécia (Aransay
et al.,2000), 7,70% na Venezuela (Rodrigetal, 1999), 0,30% no Rio Grande do Sul
(Silva e Grunewald, 1999) e 0,16% no Brasil CenGalatiet al, 1996). Souzat al.
(2004) obtiveram resultados negativos em 100% dasstias analisadas em Belo
Horizonte/MG. Com disseccdo manual, a taxa de ga@doi de 1,14% em Teresina/PI
(Silvaet al, 2005c) e chegou a 43,70% no estado do Amaz&ilaa €t al, 2005a).

Apesar da baixa taxa de infeccao no vetor, a a@ltsidade dé. longipalpisno
peridomicilio é importante para o aumento do rig® transmissdo da doenca,
considerando-se ainda, sua alta capacidade vedosigd alta antropofilia.

Os estudos moleculares séo ainda incipientes em @latsso, embora Andrade
et al. (2005a) tenham utilizado sondas de radionucleasidke DNA para estudos da
leishmaniose tegumentar americana no Estado. Eafoewtal conhecer a distribuigéo
do vetor infectado para se compreender a eco eptEia da doenca e subsidiar
medidas de controle. A grande densidadd_déngipalpisindica a necessidade de
controle da populagao de vetores, para se delasagdes de vigilancia da doenca no
estado de Mato Grosso;
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Como a taxa de infeccdo deeishmaniano vetor é considerada baixa na
natureza, mesmo em areas endémicas para LV, dais@dade dé. longipalpisno
peridomicilio torna-se crucial para o aumento doaide transmissao da doenca (Deane
e Deane, 1955b; Sherlock e Miranda, 1992), coretier-se ainda, sua alta capacidade
vetorial (Killick-Kendrick, 1990) e sua alta antafpia (Soares e Turco, 2003).

A utilizacdo de técnicas moleculares permite umento da sensibilidade e da
especificidade da identificacdo do parasito, embegj@a importante avaliar a
padronizacdo dos métodos utilizados na consendg@mmostra e na extracdo do DNA
(Paivaet al, 2007).

S&o multiplas as infec¢des que tém determinanteathadades humanas como
a invasao de éareas florestais, atividades rotie@m horarios inadequados, habitacbes
precarias, criagdo de animais domésticos proximesidéncias, que podem propiciar a
infeccdo dos homens e fortalecendo seu conceimodeose. Assim sendo, 0 homem
estabelece comunidades que propiciam a instalagdagdntes infecciosos, aléem da
existéncia e acdo de mecanismos que propiciemasssaiacdo. De acordo com Brasil
(2002), o comportamento epidemioldgico da LV éiciglcom elevacdes de casos em
periodos médios a cada cinco anos. Os estudosidgad@do sazonal de longipalpis
Sao necessarios para subsidiar um programa doot®iritegrado, com determinacéo
do periodo do ano mais favoravel para a aplicagdingkticidas que pode acarretar em
reducdo expressiva do numero de flebotomineos ero te 40% (Diagt al.,2007b),
visando a utilizagdo racional dos recursos e acé@&munos danos ambientais em

consequéncia deste controle da zoonose.

A investigacdo epidemioldgica € necesséaria paraniddbcal provavel de
infecco, verificar se a area é endémica ou de hos®m, conhecer as caracteristicas
epidemiolégicas do caso, orientar medidas de pgéwer controle, conforme situacao
epidemiolégica e de acordo com a classificacdorda pesquisada (Brasil, 2005b) e

levando-se em conta as diferengas microambiengaiada regido (Silvet al, 2005b).
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As trés amostras submetidas ao PCR-RFLP foramifidedtais com padrao de
L. (L.) infantum chagasiA PCR de material amplificado de minicirculos kdgNA é
extremamente sensivel, embora possam ocorrer fghes#tivos, causados por
contaminacdo. Estudos demonstraram que cerca de d#sforeacbes apresentam
contaminagao (Volpinet al., 2004). A contaminacdo p6de ser evitada e acompanha
através da utilizacdo de rigidos controles negsfiv controle interno a partir da
utilizacdo de iniciadores para amplificar o genastitbutivo especifico (cacofonia) de
flebotomineos (De Pita-Pereieaal., 2005).

A existéncia de praticas agrérias, exploracéo dm $uterrupcdo da vigilancia
epidemioldgica, processo migratorio e de urbanzagéeas sem condicbes de moradia
adequada, presenca de cées infectados, elevaddatiengetorial, taxa de infeccéo dos
vetores e a vulnerabilidade de susceptiveis, daoefaque contribuem para 0 aumento
do risco de transmissao da LV ao ser humano, ndacipim de Varzea Grande, estado

de Mato Grosso.
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7. CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos nesse trabalhma tpossiveis as seguintes

conclusdes:

1) O municipio de Varzea Grande/MT apresenta uma fhastante diversificada,
evidenciando a presenca 22 espécies do gdngmmmyiae uma espécie do género
Brumptomyia;

2) Os flebotomineos ocorreram em todos 0s bairrosusstps;

3) A ocorréncia da maior quantidade de machos no @aiiilio confirma a teoria

da formacgéo dos “leks”;

4) A grande densidade de longipalpise a ocorréncia em todos os meses do ano
sugerem a sua participacdo no ciclo de transmisisébeishmania (L.) infantum

chagasj

5) A espécid.. longipalpisapresentou preferéncia pelo ambiente peridomicilia

6) A ocorréncia de.. longipalpisno ambiente intradomiciliar sugere o processo de

domiciliacdo da espécie;

7) Foi observada uma tendéncia néo significatica enttensidade dos vetores e as

variaveis bioclimaticas precipitacdo, umidade redatio ar e temperatura;

8) As fémeas del. longipalpis demonstraram-se ecléticas, mas alimentaram

preferencialmente em aves;
9) Na éarea pesquisada, néo foi observada relacadisagivia entre a distribuicdo

deL. longipalpis a ocorréncia de casos humanos e a presencasisaraégicamente
positivos;
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10)A determinacdo da taxa minima de infeccdo natwedEcheas dé. longipalpis

na area estudada foi de 0,719%;

11)Os meses mais favoraveis para o primeiro ciclo rde&arhento quimico no
municipio pesquisado sdo os meses de outubro, tweem dezembro, quando as
condicbes biocliméaticas favorecem o aumento da ideds populacional dd..
longipalpis, devendo ser repetido apds trés ou quatro mesedizando dois ciclos

anuais de tratamento.

12)A capacidade endofilica de. longipalpis e a possibilidade de transmisséo
intradomiciliar de LV sugerem que o controle quimniatradomiciliar pode ter um
importante impacto na reducao da transmissao dacedpe
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8. ANEXOS

Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da SESIM

Artigo 1:

Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidaehe municipality of Varzea Grande:
an area of transmission of visceral leishmaniastae state of Mato Grosso, Brazil.
Nanci Akemi Missawa e Edelberto Santos Dias.

Enviado para Memorias do Instituto Oswaldo Cruz22i05/2007.

Artigo 2:

Preferéncia alimentar deutzomyia longipalpis(Lutz & Neiva, 1912) em éarea de
transmissao de leishmaniose visceral no municipi¥@zea Grande, Estado de Mato
Grosso, Brasil.

Nanci Akemi Missawa, Elias Seixas Lorosa e Edetb8entos Dias.

Enviado para Revista da Sociedade Brasileira dadihedTropical em 14/04/2007.

Artigo 3:

Lutzomyia longipalpis(Lutz & Neiva, 1912) naturally infected witheishmania
(Leishmania) infantum chaga¢Cunha & Chagas, 1937) in a visceral leishmaniasis
transmission area in Varzea Grande, state of Mabss8, Brazil.

Nanci Akemi Missawa, Erika Monteiro Michalsky e Hakrto Santos Dias.

Enviado para Acta Tropica em 13/11/2007.
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8.1 Anexo 1

Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da SES/M

GOVERNOQ DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Escola de Salide Publica de Mato Grosso
Coordenagéo de Pesquisa e Desenvolvimento em Saude
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/SES/MT

Protocolo n®1 76/2006-CEP/SES-MT
Data do recebimento: 10/03/2006
Reviséo das pendéncias: 09/05/06

Oficio n°130/06 - CEP/SES-MT
Cuiabé, 09 de maio de 2006.

Prezada Senhora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Salde de Mato
Grosso analisou o protocolo de pesquisa intitulado “Epidemiologia da transmissdo de
Leishmaniose Visceral no municipio de Varzea Grande, estado de Mato Grosso, no periodo

de 2003 a 2005”, apos corregdes das pendéncias, enquadrado na categoria “Aprovade”.
Atenciosamente,

el Auk,m - C\;»\mw{’ Ghllauera
Valdete Marques Arnaut Antiqueira
Coordenadora do CEF/SES-MT

im2 Sré.
Nanci Akemi Missawa
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8.2 Anexo 2

Artigo: Phlebotomine sand flies (Diptera: Psycha@idin the municipality of Varzea
Grande: an area of transmission of visceral leishasis in the state of Mato Grosso,
Brazil.

Autores: Nanci Akemi Missawa e Edelberto SantosDia

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

Enviado em 22/05/2007

Recebido em 06/06/2007
Aceito em 20/12/2007
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Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in the municipality
of Varzea Grande: an area of transmission of visceral leishmaniasis
in the state of Mato Grosso, Brazil

Nanci Akemi Missawa, Edelberto Santos Dias*/*

Laboratorio de Entomologia, Secretaria Estadual de Satide de Mato Grosso, Cuiaba, MT, Brasil *Laboratorio de Leishmanioses,
Instituto de Pesquisas René Rachou-Fiocruz, Av. Augusto de Lima 1715, 30190-002 Belo Horizonte, MG, Brasil

Visceral leishmaniasis (VL) has been naturally transmitted in periurban areas due to the emergence and
reemergence of its vectors in such areas. Aimed to further kmowledge on ecological aspects affecting the occur-
rence of phlebotomine sand flies in VL transmission areas in the municipality of Vdrzea Grande, state of Mato
Grosso (MT), Brazil, sand flv captures were carried out. Monthly collections of sand flies were undertaken with
CDC light-traps, which were left in both intradomiciliary and peridomiciliary areas of ten residences during
four consecutive days between January 2004 and June 2006. Tiventy-two species of genus Lutzomyia and one
of Brumptomyia were captured. The most abundant species was Lutzomyia longipalpis (63.23%), followed by L.
evandroi (16.26%), L. lenti (7.69%), L. whitmani (4.92%), L. sallesi (2.34%) and L. termitophila (7.32%). The
highest density of the main VL vector, L. longipalpis, was found in peridomiciliary areas, mostly males. No
significant correlation was found between environment (temperature, air relative humidity and rain fall) and
phlebotomine density; although a slight increase in sand flv density has been observed in the period following
rainfalls, particularly L. longipalpis. No correlation was observed between distribution and density of L.
longipalpis, prevalence of human VL cases and the presence of serologically positive dogs. The presence of
infected dogs, increased vector density, susceptibility rate and mterruption of epidemiological surveillance
may raise the risk of VL transmission to man in Virzea Grande.

Key words: Phlebotomine - Lutzomyia longipalpis - Vérzea Grande - Mato Grosso

Leishmaniases are regarded as one of the main world
zoonosis, and visceral leishmaniasis (VL), particularly, con-
stitutes an important anthroponosis or anthropozoonosis
when man acts as areservoir. The disease is worldwide spread
and 1s found in Americas. Africa. Southern Europe, Asia
and Midwestern countries (Lainson & Shaw 1987). In
Americas, VL is prevalent from Mexico to Argentina, and
Brazil accounts for 90% of the cases in the continent (Soares
& Turco 2003). Changes in human behavior and the envi-
ronment may exert greater impact in the prevalence and
pattern of VL transmission.

In Brazil, VL was previously known as a rural disease
in several states, including Goias, Tocantins and Mato
Grosso do Sul (MS) (Marzochi & Marzochi 1994), and
the first report of the disease in the country was made in
1913 in Mato Grosso (MT) (Alencar & Dietze 1991).
Despite the fact that VL prevalence is underestimated.
Brazil has recorded increasing incidences of the disease
in the last 20 years (Dantas-Torres & Brandio-Filho
2006). Approximately 3.000 clinical cases a year have
been recorded in the country with average mortality be-
tween 8% and 10% (Gontijo & Melo 2004).

Financial support: Instituto René RachowFioeruz
*Comresponding author: edel@cpqrr.fiocruz.br
Received 6 June 2007

Accepted 20 December 2007

Urbanization conditions of the disease and environ-
mental changes influencing VL transmission can be of
natural or anthropogenic origin (Barata et al. 2005,
Monteiro et al. 2005), including human activities expan-
sion, habitat fragmentation and deforestation, which have
led to an increasing adaptation of the parasite, as well as
of phlebotomine sand flies (Marzochi & Marzochi
1994). Thus, this metaxenic disease has been naturally
transmitted in periurban areas due to the emergence and
reemergence of its vectors in such areas (Tauil 2006).
Recent data have confirmed urbanization of the disease
in large urban centers (Silva et al. 2001, Bevilacqua et
al. 2001, Souza et al. 2004, Monteiro et al. 2005, Barata
et al. 2005); add to this the fact that some investigators
(Bevilacqua et al. 2001) have suggested that socio-eco-
nomical factors may be one of the determinant factors
for VL transmission in Brazil.

Dogs are regarded as important reservoirs in several
VL foci in both rural and periurban areas (Marzochi &
Marzochi 1994, Silva et al. 2001). Several reports have
correlated human VL with the presence of high canine
seroprevalence (Deane & Deane 1955, Lainson & Shaw
1987, Oliveira et al. 2001): in addition, the disease oc-
currence has been associated with the sheer abundance
of vectors (Vieira & Coelho 1998).

In Brazil, VL transmission is associated with a vari-
ety of sand fly species. and Lutzomyia longipalpis is
the main vector species (Lainson & Rangel 2003). L.
cruzi has been implicated in VL transmission in MS
(Santos et al. 1998), being found naturally infected in
the municipality of Jaciara, in MT (unpublished
observations). Other phlebotomine species, such as
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L. forattini and L. almerioi, may also be associated with
the disease in MS. both anthropophilic. although has not
been evidenced its vectorial ability (Galati et al. 1997,
Galati et al. 2006), whereas in the state of Para, L.
antunesi is considered an alternative VL vector (Lainson
& Rangel 2003). In Colombia. L. evansi has been reported
to be the most likely VL vector (Travi et al. 1990). The VL
etiological agent is a protozoan parasite of the family
Tripanosomatidae, species Leishmania (Leishmania)
infantum chagasi (Lainson & Rangel 2005, Shaw 2006).

Most environmental factors affecting the epidemiol-
ogy of leishmaniases provide evidence on the adaptation of
parasites and their vectors to ecological changes due to
socio-environmental processes such as deforestation and
urbanization. Because these parasites and vectors adapt to
modified environmental conditions in order to survive. the
epidemiological profile of the disease has also undergone
modifications (Marzochi & Marzochi 1994).

Hence, the present study was aimed at furthering
knowledge on ecological aspects influencing density,
seasonal fluctuation, endophilia and exophilia of
phlebotomine sand flies in a VL transmission area in the
municipality of Varzea Grande, MT.

MATERIALS AND METHODS

The municipality of Varzea Grande (VG) (15°327 30"
S56°17" 18" W) is known as the industrial town of MT.
Brazil. With a population of 214,842 inhabitants (IBGE
2000 apud Ferreira 2001), the town, together with the
state capital Cuiaba, comprises the so called Urban Con-
glomerate of Cuiaba or Metropolitan Region of Cuiaba.
VG is at 185m of altitude and has a territorial extension
of 949 53km?. It is in the central-south zone of the
Mesoregion of MT. microregion of Cuiaba, with a subhunud
tropical climate and annual rainfall of 1,750 mm. The rainy
period muns between September and April with greater in-
tensity from January to March. The yearly average tempera-
ture is 24°C, reaching up to 34.1°C. and absolute maximum
temperatures may be over 42°C. The minimum average
temperature in July. the coldest month, is 16.7°C. The
geomorphologic figure of the municipality is mostly
represented by Planalto da Casca and Depressao
Cuiabana. Low amplitudes predominate in the region with
altitudes ranging from 146 to 250 m in the city area. The
predominant vegetation is the savannah, from its bushy
form to the densest forests along water streams (Piaia
2003). VG has reported both canine and human VL cases
since 1998. The transmission area ranges from the dis-
tricts of Eldorado and Sao Matheus to Parque Sabia (Fig.
1). The area under study. including dwellings. was cho-
sen based on previous entomological surveys (Hueb et
al. 2000, Ribeiro & Missawa 2002), studies on VL inei-
dence and prevalence rates in man. according to which
the municipality was regarded as an area of intense VL
transmission in 2003. In the study area. the residents
have low socio-economical conditions and dwellings
show no basic sanitation. regular garbage collection and
electric current. A survey in the area revealed that dogs
and chickens were present in 100% of house surround-
ings, followed by other domestic animals such as ducks,
turkeys, pigs, horses, cows, cats, and due to the pres-
ence of sites of garbage concentration named “lixdes”

Phlebotomine sand flies in Virzea Grande * Manci Akemi Missawa, Edelberto Santos Dias
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Fig_ 1: geographic location and map of the municipality of Varzea Grande.
state of Mato Grosso. Brazil. and identification of the districts under
study (Eldorade. Sio Matheus and Parque Sabia).

surrounding the districts that are close to rural areas. it
is very likely that rodents and skunks are present in
peridomiciliary areas.

Phlebotomine captures were carried out between
January 2004 and June 2006 at VG by means of CDC
light traps (Sudia & Chamberlain 1962). The light traps
were monthly left in the study sites during four consecu-
tive nights, totaling 12 h of insect collection. Sand fly
captures were performed in 10 residences, out of which
three were located in the district of Eldorado, four in
Sdo Matheus and three in Parque Sabia. Two CDC light
traps were placed in each house, one indoors (bedroom)
and the other outdoors (backyard and in animal shelters).
During the study period, insecticide substances were not
applied both in the study area and in the municipality.
The captured insects were killed with ethyl acetate. clari-
tied and identified according to the classification by
Young and Duncan (1994) at the Laboratory of Entomol-
ogy of the state Health Secretary of MT. with posterior
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confirmation through reference specimens deposited in
the Laboratory of Leishimaniases of René Rachou Insti-
tute (Belo Horizonte). Damaged insects could be iden-
tified at the level of genus as either Lufzomyia spp. or
Brumptomyia sp.

Bioclimatic data of temperature, air relative humid-
ity (ARH) and precipitation were obtained at the 9th Dis-
trict of Meteorology at VG. Coefficient of determina-
tion (R?) for simple linear regression analysis was used
to estimate variables between the environmental and
phlebo-tomine density.

RESULTS

The number of 22 species of phlebotomine sand flies
of the genus Lutzomyia Franca, 1924 and one species
of the genus Brumptomyia Franca and Parrot. 1921 were
captured and identified as in Table I. Out of 12,833 cap-
tured phlebotomine sand flies, 8,484 were males (66.11%)
and 4,349 females (33.89%). Table I depicts the percent-
age of each species found and the distribution of sand
flies captured indoors (1840: 14.34%) and outdoors
(10,993; 85.66%). L. longipalpis showed to be the pre-
dominant species. The relative frequency of species showed
to be: L. longipalpis (65.23%), L. evandroi (16.26%).
L. lenti (7.69%), L. whitmani (4.92%), L. sallesi (2.34%),
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L. termitophila (1.32%) and others (2.24%). The insects
showed preference for the peridomiciliary environment,
whereas L. longipalpis was present both indoors and out-
doors, most males in both sites. Some of the species were
captured every month during the study period, namely:
L. evandroi, L. longipalpis, L. sallesi and L. whitmani.

The distribution of phlebotomine sand flies in each
district studied was: 3.037 phlebotomine sand flies in
Eldorado (23.66%), 6.303 in Sdo Matheus (49.12%) and
3.493 in Parque Sabi (27.22%). The insects were more
abundant in the peridomiciliary area in Sdo Matheus. The
following species were present in the three districts
throughout the entire period under study: L. cerradincola,
L. evandroi, L. hermanlenti, L. lenti, L. longipalpis, L.
lutziana, L. sallesi, L. saulensis, L. sordellii, L. teratodes,
L. termitophila, L. whitmani and B. brumpti.

No significant correlation between dependent (tem-
perature, ARH and precipitation) and independent vari-
ables (phlebotomine sand flies) was observed (R? =
0.1672, 0.1044 and 0.2653, respectively: p = 0.05).
Nevertheless, a slight increase in the density of insects
was observed, especially L. longipalpis. following the
rainy season (with the highest ARH between October and
March), but not significantly correlated (Figs 2 and 3).
No significant correlation between distribution and den-

TABLEI

Phlebotomine sand flies belonging to genera Lutzomyia and Brumptomyia distributed by sex and the place where they were
collected in the municipality of Varzea Grande, state of Mato Grosso, from January 2004 to June 2006

Indoors Outdoors

Species g e d e Total %
L. acantopharynx Martins, Falcdo and Silva 4 4 2 3 13 0.10
L. aragaoi (Costa Lima) - 1 - - 1 0.01
L. carmelinoi Ryan, Fraiha, Lainson and Shaw 2 - 1 1 4 0.03
L. cerradincola Galati, Nunes, Oshiro and Dorval 1 2 4 1 8 0.06
L. corumbaensis Galati, Nunes, Oshiro and Rego 1 - - - 1 0.01
L. dendrophyla (Mangabeira) - 1 - 2 3 0.02
L. evandroi (Costa Lima &Antunes) 150 162 952 823 2087 16.26
L. flaviscurellata (Mangabeira) - 3 2 5 10 0.08
L. hermanlenti Martins, Silva and Faledo 1 - 1 3 5 0.04
L. lenti (Mangabeira) 39 36 621 291 987 7.69
L. longipalpis (Lutz & Neiva) 853 264 5142 2112 8371 65.23
L. longipennis (Barreto) - - - 2 2 0.02
L. lutziana (Costa Lima) 1 - 1 2 4 0.03
L. punctigeniculata (Floch & Abonnenc) - 4 4 7 15 0.12
L. sallesi (Galvio & Coutinho) 46 77 78 99 300 2.34
L. saulensis (Floch & Abonnenc) - 1 6 7 0.05
L. scaffi (Damasceno & Arouck) - - - 1 1 0.01
L. sordellii (Shannon & Del Ponte) 21 21 13 34 89 0.69
L. reratodes Martins, Falcdo and Silva 3 10 7 13 33 0.26
L. termitophila Martins, Faledo and Silva 18 30 32 80 169 1.32
L. walkeri (Newstead) - - 5 2 7 0.05
L. whitmani (Antunes & Coutinho) 47 22 385 178 632 4.92
Lutzomyia spp. - 1 3 2 6 0.05
B. brumpti (Larrousse) [ 5] 24 23 59 0.46
Brumptomyia sp. - 3 13 3 19 0.15
Sub-Total 1193 647 7291 3702

(9.30%) (5.04%) (56.81%) (28.85%) 12833 100
Total 1840 (14.34%) 10993 (85.66%) 12833 100
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sity of L. longipalpis, occurrence of human VL cases
and serologically positive dogs was observed (Table II).

DISCUSSION

The predominance of L. longipalpis found in the
present study showed to be in accordance with Missawa
and Lima (2005) in the same municipality and other lo-
calities as reported by Oliveira et al. (2003, 2006) for
Campo Grande, MS, Resende et al. (2006) and Souza et
al. (2004) for Belo Horizonte. state of Minas Gerais
(MQ@). Barata et al. (2004, 2005). and Franca-Silva et al.
(2005) for Porteirinha, MG. Monteiro et al. (2005) for
Montes Claros, MG

The insects’ preference for the peridomiciliar area has
also been observed in several Brazilian states (Barata et al.
2005, Monteiro et al. 2005, Souza et al. 2004, Resende et
al. 2006). which provides evidence of the insect domicili-
ation influenced by human socio-ecological modifica-
tions in the sand fly habitat and the adaptive power of the
insects’ species (Oliveira et al. 2003, Aguiar & Medeiros
2003, Souza et al. 2004), although Resende et al. (2006)
have observed roughly equal proportions of phlebotomine
sand flies, mainly L. longipalpis, in both intra- and
peridomiciliary areas.
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Fig 2 seasonality of Lutzomyia longipalpis captured in Varzea Grande,
state of Mato Grosso. Brazil, from January 2004 to June 2006.

TABLEII

Number of Lutzomyvia longipalpis, human visceral
leishmaniasis (VL) cases, prevalence of canine VL per district
in Varzea Grande, state of Mato Grosso. from
January 2004 to June 2006

L. longipalpts  Human VL VL Canine
District N % infection  prevalence (%)
Eldorado 808 9.65 0 4.55
Sdo Matheus 4958  59.23 1 9.30
Parque Sabia 2605 31.12 0 21.29
Total 8371 100 1 11.40
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Fig. 3: specimens of phlebotomine sand flies captured correlated with aver-
age temperature (°C). air relative humadity (%) and precipitation (mm?) in
Varzea Grande, state of Mato Grosso, Brazil from January 2004 to June 2006.

The peridomestic distribution of insects observed here
may be due to the fact that high rates of sand flies were
found inside domestic animal shelters, where phlebotomine
sand flies may form abundant aggregates on stationary ani-
mals such as dogs and poultry (Lainson & Rangel 2003),
probably because of cairomones produced by male insects
in order to attract females to feed and copulate.

Considering the fact that L. longipalpis is able to
adapt to different habitats (Young & Duncan 1994, Barata
et al. 2005), one may infer that VL transmission may be
taking place into the dwellings and that such species is
prone to anthropophily (Rebélo et al. 1999). The close-
ness between the houses and the domestic animal shel-
ters may account for the presence of insects indoors
together with their capacity of endophilia. The high fre-
quency of male insects found in both intra- and
peridomiciliary areas has corroborated data provided by

104



Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 102(8), December 2007

Oliveira et al. (2003, 2006). Resende et al. (2006), Barata
et al. (2004, 2005), evidencing the high adaptation ca-
pacity of sand flies enabling the disease transmission.
The process of urbanization of insects and, consequently.
of the disease is correlated with disorganized urban
growth, followed by human migration from rural to ur-
ban regions and the environmental destruction. Add to
this social crises and environmental changes such as pro-
longed and periodical droughts enabling new VL foci in
urban areas (Vieira & Coelho 1998).

The non-significant correlation between insect den-
sity and the bioclimatic variables under study had also
not been observed by Souza et al. (2004) in Belo
Horizonte, and Rebélo (2001) in Sdo Luis, state of
Maranhdo. The non-significant effect of temperature on
phlebotomine density was reported by Barata et al.
(2004), although Monteiro et al. (2005) have found corre-
lations between high temperatures and peaks of VL trans-
mission. Franca-Silva et al. (2005) showed no correlation
between vector density and the climatic variables, tempera-
ture and ARH. On the other hand, Resende et al. (2006)
reported an increased number of phlebotomine sand flies,
mainly L. longipalpis, when the combination of high tem-
perature averages and regular rain periods occurred, as well
as Monteiro et al. (2005), Barata et al. (2004) and Oliveira
et al. (2003), who have associated phlebotomine density
with the first rainy periods and high ARH.

Entomological studies on vectorial occurrence and
density seek to provide information both qualitatively
and quantitatively on phlebotomine sand flies, VL po-
tential transmitters. They are aimed at further defining
prevalence areas and the best period to be surveyed in or-
der to be followed up and assessed in attempts to control
sand flies through either physical or chemical methods.

The prevalence of VL-seropositive dogs in the areas
under study show that despite VL urbanization, the dis-
ease still retains some rural features in areas of animals
breeding and subsistence agriculture as observed by
Moura et al. (1999) in the neighbor municipality of Cuiaba.
MT. The permanence of susceptible animals in the area might
have been enabled by canine misdiagnoses provided by low
sensitivity and specificity techniques used so far.

According to Resende et al. (2006), the pattern of
distribution of L. longipalpis coincides with the occur-
rence of human VL cases, and such correlation has been
used to validate autochthony of the cases. Correspon-
dence between human VL cases and high phlebotomine
density was not observed between 2004 and 2006 in VG,
although Barata et al. (2004) and Souza et al. (2004) have
measured correlations between phlebotomine density,
prevalence of VL human cases and presence of domestic
animals in Porteirinha and Belo Horizonte, MG. Monteiro
et al. (2005) and Franca-Silva et al. (2005) have correlated
the presence of high vector density and high VL canine
prevalence in Montes Claros and Porteirinha, MG.

The risk factors for L. (L.) infantum chagasi infec-
tion and the occurrence of human VL cases in urban ar-
eas, 1dentified by Moreno et al. (2005), are associated
with the environment surrounding residences, mainly
with the presence of organic matter, domestic animals
in peridomiciliary areas and the contact between sus-
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ceptible hosts and phlebotomine vectors. Dogs are re-
garded as infective for phlebotomine vectors even when
they are asymptomatic. In symptomatic dogs, the expo-
sure to cutaneous infections and hair loss enable con-
tamination of sand flies, since Leishmania has high tro-
pism for the skin. The existence of agricultural prac-
tices for soil cultivation, interruption of epidemiologi-
cal surveys, migratory processes and disorganized ur-
banization, areas with low living conditions, presence of
infected VL dogs. high vector density and infection, and
host susceptibility to VL transmission raise the risk of
human infection in VG.
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RESUMO

Estudos dos habitos alimentares e do conteudotimaeslos flebotomineos permitem a
identificacdo dos hospedeiros, indicando os posenaieservatorios das leishmanias. O
presente estudo objetivou determinar a preferéioigentar de_utzomyia longipalpi® sua
relacdo com a transmisséo da leishmaniose viséesalapturas mensais foram realizadas em
area de transmissao de leishmaniose visceral, ipimide Varzea Grande, Estado de Mato
Grosso, no periodo de janeiro de 2004 a junho @6,2@ilizando-se armadilhas de luz CDC.
Foram capturadas 2376 fémeas, das quais 104 (4,88fayam ingurgitadas, sendo 32
(30,77%) capturadas no intradomicilio e 72 (69,23%) peridomicilio. Apés reacdo de
precipitina, observou-se que as fémeas Ildatzomyia longipalpis alimentaram-se
preferencialmente em aves (30,77%) e roedores §2d),1mas também foram encontradas
alimentadas de sangue de humanos, gambas, bo#psa caes, demonstrando o carater
oportunista da espécie.

Palavras-chave:Lutzomyia longipalpis Leishmaniose Visceral. Preferéncia Alimentar.

Precipitina.

ABSTRACT

Studies of the feeding habits and the intestinataat of sand flies allows the identification of

hosts, indicating the potential reservoirs of teessHmanias. The present study intends to
determine the host preferencelaftzomyia longipalpignd its relation with the transmission

of the visceral leishmaniasis. The captures wertopeed monthly in the transmission area
of visceral leishmaniasis, municipality of Varzeea@de, State of Mato Grosso, from January
2004 to June 2006 using CDC light traps. Among2B&6 that were captured females, of
which 104 (4.38%) were bloods feeding. Between éhd@?2 individuals (30.77%) were

captured in the intradomicile and 72 (69.23%) ia peridomicile. After precipitin reaction if
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was observed thatutzomyia longipalpisemales had preferential feed in birds (30.77%) an
rodents (21.15%), but had been also found feedioig blood of human beings, opossums,
oxen, horses and dogs, demonstrating the oppotithmasacter of the species.

Key-words:Lutzomyia longipalpisVisceral Leishmaniasis. Host Preference. Pranipiest.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) possui distribuicdo mdial, sendo encontrada nas Americas,
Africa, sul da Europa, Asia e Oriente MédioNas Américas, a LV ocorre desde o México
até a Argentina, sendo que o Brasil contribui c@¥% 3los casos do continehté® 2’ Nesse
continente, as leishmanioses tém algumas cardtasi®pidemioldégicas comuns, ocorrendo
em pessoas residentes em areas rurais ou quentiwenatato com habitats silvestres. As
mudancas no comportamento humano, as alteracbambignte, ou ambas, podem ter um
maior impacto na prevaléncia e no padrdo de travsémida LV

No Brasil, a doenca atingia as popula¢ges ruraigodes os estados, inclusive Goias,
Tocantins e Mato Grosso do Sulsendo que o primeiro caso humano foi registradd 813

em Mato Grossb Apesar da conhecida subestimacdo de casos, ib iBgistrou um aumento

na incidéncia da doenca nos Gltimos 20 &n@sLV constitui um problema crescente de
saude publica no pais e encontra-se em franca skpaeografica estando distribuida em 19
estados e em 1551 municipios no periodo de 19940QG2.2Tém sido registrados
aproximadamente 3.000 casos/ano no pais, condiialimédia de 8% a 16%

As alteragbes ambientais ocasionadas pelo homewm® conseqiéncia a dispersdo de
animais silvestres que serviam como fonte de aliagéio aos insetos, causa a adaptacéo de
muitas espécies a diferentes ambiefites proximidade do homem a zonas de floresta e a

criacdo de animais domeésticos atrai grande numeroegpécies de flebotomineos ao
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peridomicilio. Uma vez atraidos, eles se estabelevessas areas e representam um perigo
constante como vetores Heishmania podendo manter o ciclo de transmissao entre amima
domeésticos e humaros?

A infeccéo do vetotutzomyia longipalpispcorre pela ingestéo, durante o repasto sanguineo,
das formas amastigostasldgshmania (Leishmania) infantum chagpeesentes na derme do
hospedeiro infectado, as quais passardo a evaluirato digestivo anterior do inseto para
formas promastigot&s Ao exercer o repasto sanguineo sobre um hospeusirinfectado, o
flebotomineo inocula as formas promastigotas iafges presentes em seu trato digestivo
anteriof®, diferenciando-se na forma amastigota que se rdiese pelos tecidos dos
vertebrado¥.

Esses insetos alimentam-se de uma grande varie@adespedeiros vertebrados, entre eles o
homent®. O estudo do comportamento alimentar e do contétdstinal dos flebotomineos
permite a identificacdo dos hospedeiros, indicarmo potenciais reservatorios das
leishmanias.

O presente estudo teve como objetivo determinaef@n@éncia alimentar de. longipalpise

sua relacdo com a transmissdo da LV no municipio/@leea Grande, estado de Mato

Grosso.

MATERIAL E METODOS

O municipio de Véarzea Grande (Figura 1) é a cidadestrial do estado de Mato Grosso e
possui populacdo de 214.842 habitantes (IBGE, 2@ extensao territorial de 949,53km
e altitude de 185m, localiza-se entre as coordend®832'30” latitude sul e 56°17'18”
longitude oeste. Geograficamente localiza-se naomeggdo centro-sul do Estado,
microrregido Cuiaba e possui clima tropical quengaib-umido e precipitagdes de 1750 mm,

com maior intensidade em janeiro, fevereiro e ma#ctemperatura média anual € de 24°C,
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sendo maior maxima 42°C, e menor minima 0°C. Eagrprincipais atividades econdmicas
destacam-se a industria de transformacé&o e conférteo A agricultura é de subsisténcia e a
pecudria é pelo sistema de cria, recria e torte

As coletas foram realizadas em area de transmits&Yy, localizada no municipio de Varzea
Grande, MT, no periodo de janeiro de 2004 a jurh@@D6 com armadilhas de luz CBC
As armadilhas foram instaladas mensalmente, durquédro noites consecutivas em 10
residéncias, sendo duas por residéncia, uma ndgpeidilio (quintal e/ou abrigos de animais)
e a outra no intradomicilio (quarto/dormitorio).

Os insetos capturados foram sacrificados com acdeattila e as fémeas ingurgitadas foram
congeladas a —7°C para paralisacdo do processatidigePosteriormente elas foram
dissecadas para triagem e confirmacdo da espedngipalpis.No teste de precipitina,
realizado no Departamento de Entomologia do Insti@swaldo Cruz/FIOCRUZ, o contetdo
do tubo digestivo de cada fémea foi triturado emucgm salina a 0,85% e o macerado foi
resfriado durante 12 horas a temperatura de 4 al88@bis de centrifugado por 5 minutos a
1500rpm, o sobrenadante foi confrontado com amtissde boi, cdo, cavalo, porco, roedor,

ave e homem, segundo metodologia espetifica

RESULTADOS

Foram capturadas 2376 fémeas no periodo da pesglaisaguais 104 foram encontradas
ingurgitadas, representando 4,38%. Das 104 fémeak. dongipalpis ingurgitadas, 32
(30,77%) foram capturadas no intradomicilio e 228%) no peridomicilio.

A Tabela 1 apresenta a reagdo do conteudo intedasdémeas ao teste de precipitina, onde
podemos observar a alimentacao exclusiva em detadmihospedeiro ou mista em diferentes

hospedeiros.
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As fémeas dé. longipalpisalimentaram-se preferencialmente em aves (30, &786gdores
(21,15%), mas também foram encontradas alimen@&aangue de humanos, gambas, bois,

cavalos e cées (Figura 2).

DISCUSSAO

A busca por fontes de alimentacédo € uma respostpartamental que afeta a reproducéo e a
densidade populacional das espécies de flebotomiessim, dependendo do seu grau de
adaptacdo as condicbes ambientais modificadas hmeteem, algumas espécies podem ser
mais facilmente encontradas em ambientes peridianés'.

Em Varzea Grande, observou-se a preferéncia alandet.. longipalpispor aves, sendo que
essa atracdo também foi observada no estado ddeRianeirbe em Porteirinha/M& Na
Serra da Bodoquena/MS, 72% tle longipalpis capturados foram reagentes para aves
mediante técnica imunoenzimatica do Efisambora a associacéo entre a infeccab. de.)
chagasie a presenca de galinhas ou galinheiros no estaddinas Gerais nao tenha sido
observad¥.

O consideravel numero dd.. longipalpis alimentado com sangue humano, seja
exclusivamente ou combinado com sangue de outiosgen(ave e cao), evidencia o carater
antropofilico da espécie. O carater oportunistaepdd sugar ampla variedade de vertebrados
foi também relatado em Porteirinha/f1@nde foi observada a preferéncia de fémeak. de
longipalpispor aves e cavalos, mas também se alimentandandeies de roedores, caes, bois
e do homem, o carater eclético foi observado tamib@municipio de Raposa/MA

Em pesquisa de preferéncia alimentar com ofertaditk¥entes animais para o repasto
sanguineo, foi observado que 95% de todos os fletineos capturados em cavalos etam

longipalpis atraindo muito mais insetos que os outros aniofaisados’
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A atracdo de.. longipalpispor cées foi destacada na Costa Rjaa que nao foi observada
nesta pesquisa e em outros trabafthofpesar da baixa porcentagem de fémegas se
alimentou em cées (5/104), a presenca de gambagrdomicilio, atuando como um elo
entre os ciclos doméstico e silvestre, pode aumeriaco da infeccdo canina em 2,6 vézes

A fonte alimentar dos vetores propiciam informagébre a preferéncia por hospedeiros em
circunstancias naturais. A intensidade da antrbaafium dos fatores essenciais na avaliacao
da capacidade vetorial, enquanto a atracdo pooohtyspedeiros pode dar respostas sobre a
associacdo entre vetores potenciais e reservatdainsais, permitindo o planejamento de

estratégias de prevencao e controle da LV.
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Figura 1. Area de estudo: municipio de Varzea GeaBdtado de Mato Grosso, Brasil.

Figura 2. Preferéncia alimentar de fémeakuteomyia longipalpi®io municipio de Varzea

Grande, estado de Mato Grosso, no periodo de (adeifl998 a junho de 2006.

Tabela 1. Fémeas de longipalpissubmetidas ao teste de precipitina com utilizalgio
diferentes anti-soros, por ambiente, no municigi%drzea Grande, estado de Mato Grosso,

no periodo de janeiro de 1998 a junho de 2006
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Preferéncia alimentar deLutzomyia longipal pis
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9,62%

Boi
10,58%

Gamba
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13,46%

Figura 2

122



Tabela 1

Anti-soro Intra Peri Nuamero absoluto

Ave 6 19 25
Boi 2 7 9
Céo 0 2 2
Cavalo 4 4 8
Gamba 6 6 12
Humano 5 7 12
Roedor 4 12 16
Ave e Cao 0 2 2
Ave e Humano 0 1 1
Ave e Roedor 1 3 4
Boi e Roedor 1 1 2
Céo e Humano 0 1 1
Nao Reagente 3 7 10

Total 32 72 104
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8.4 Anexo 4

Artigo: Lutzomyia longipalpis(Lutz & Neiva, 1912) naturally infected witheishmania
(Leishmania) infantum chagaqiCunha & Chagas, 1937) in a visceral leishmaniasis
transmission area in Varzea Grande, state of Mabss8, Brazil.
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ABSTRACT

The technique of polymerase chain reaction (PCRBR)@ated to restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis was used for idemifyithe infection rate of.utzomyia
longipalpis naturally infected withLeishmania (Leishmania) infantum chagasonthly
captures of sand flies were undertaken in a vis¢éeishmaniasis (VL) transmission area in
the municipality of Varzea Grande, state of Mato$3o (MT), Brazil, using CDC light-traps,
which were left in both intradomiciliary and peridiliary areas between January 2004 and
June 2006. For PCR assays a pool of 10 phlebotomigigiduals was used for DNA
extraction, which was confirmed by amplification ofie constitutive specific gene
(cacophony), and PCR positive results were subthitte PCR-RFLP. Amplification of
Leishmaniaspp. specific DNA products were observed in 3 duthe 42 samples. Such
molecular approach has allowed us to infer a nhtafaction index of 0.71%, and. (L.)
infantum chagasshowed to be infective ta. longipalpis

Key-Words:Lutzomyia longipalpisLeishmania (Leishmania) infantum chagd3CR. RFLP.

Natural Infection. Mato Grosso.

1. INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL) etiological agents @retozoan parasites of the family
Tripanosomatidae, genligishmaniathree species are responsible for the diseasklwide
namely: Leishmania (Leishmania) donovam Asia, L. (L.) infantumin Asia, Europe and
Africa, andL. (L.) infantum chagasn Americas (Lainson and Rangel, 2003; Shaw, 2006)

Although the main VL vector in Brazil isutzomyia longipalpigLainson and Rangel,
2003), other vector species have been reportederature such ak. forattini, L. almerioi
(Galati et al., 1997) and. cruzi(Santos et al., 1998) that have been implicateétierdisease

transmission in the state of Mato Grosso do Su#; ldtter species was found naturally
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infected in the municipality of Jaciara, in thetstaf Mato Grosso. In Par&, antunesiis
regarded as an alternative vector species (LaiasdrRangel, 2003). In Colombia, evansi
was reported as a possible VL vector (Travi etl®190).

Among the methodologies used for screening nadyunafected phlebotomine sand
flies, the technique of polymerase chain reactP@R) has been widely reported in literature
for such aim (Rodriguez et al., 1999, Miranda et 2002, De Pita-Pereira et al., 2005 and
Oliveira-Pereira et al., 2006). One of the pionemestigators in this field, Rodgers et al.
(1990) used PCR for detectingcishmaniakDNA. Recently, Michalsky et al(2002) and
Paiva et al. (2007) assessed the performance sfntiolecular tool for identification of
experimentally infected sand flies.

As for species identification, polymerase chaiact®n associated with restriction
fragment polymorphism (PCR-RFLP) analysis was useolpini et al. (2004) in order to
differentiate betweeh. (V.) braziliensisandL. (V.) amazonensisPaiva et al(2004) used
PCR to identifyMiannia subgenera and, Andrade et al. (2001), in ordelifterentiate the_.
mexicanaand L. braziliensis complexes, used the same technique. More receihibge
authors (Andrade et al., 2005 and 2006) differ¢éedighe speciek. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensisand L. (L.) infantum chagasin canine samples. One of techniques to provide
intern control of DNA extraction and PCR for acdarapecies identification involves the use
of specific primers directed to the phlebotominenstiutive gene (cacophony) (De Pita-
Pereira et al., 2005).

The detection of.eishmaniaspp. in naturally infected phlebotomine sand fie®f
fundamental importance for incriminating them asgdole insect vectors providing further

epidemiological data on the disease (Michalsky.e802).
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In this context, the present study was aimed terdene the natural infection rate of
L. longipalpiswith L. (L.) infantum chagasihrough PCR and PCR-RFLP analysis in VL

transmission areas of the municipality of Varzear@e, state of Mato Grosso, Brazil.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Study area

The municipality of Varzea Grande (Figure 1) iown of the state of Mato Grosso,
Brazil, with a population of 214,842 inhabitantsogéther with the state capital, Cuiaba,
Véarzea Grande comprises the Metropolitan RegiorCoiaba. At the altitude of 185m,
latitude 15°32’30” S and longitude 56°17°18” W, tiegeritorial extension of Varzea Grande is
949.53kni with a tropical climate and annual rainfall of5SD07mm. The rainy period runs
between September and April with greater intenfiyn January to March. The yearly
average temperature is 24°C, reaching up to 34dR€ the absolute maximum temperature
may be over 42°C. The geomorphologic figure of thenicipality is mostly represented by
Planalto da CascandDepressédo Cuiabandhe woody flora namecerrado (savannah-like

vegetation) is predominant in the region (Ferrei)1).

2.2. Phlebotomine captures and identification

Phlebotomine captures were carried out betweenadard®@04 and June 2006, in the
municipality of Varzea Grande, MT, using CDC lighaps (Sudia and Chamberlain 1962).
These traps were placed in peridomiciliary areaS oésidences, in a visceral leishmaniasis
area of transmission. The captured insects wentiftiel according to the classification by
Young and Duncan (1994). Pools of 10 femhlelongipalpis were frozen and dried in

microcentrifuge tubes at -20°C.
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2.3.Leishmaniaspp. DNA extraction

Isolation of DNA was undertaken according to Soetal. (2004) and Michalsky et
al. (2002) through grinding. Lysis buffer soluti¢sO pl) was added (100mM Tris-HCL,
100mM NacCl, 25mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), and tlaenples were digested at 37°C
overnight in the presence ofjl proteinase K (Invitrogen Life Technologies, Chdd, CA,
USA) (10mg/ml). To accomplish DNA extraction witlhgnol-chloroform (Ausubel et al.,
1992), a volume of 70l sterile Milli Q® water (Millipore, Billerica, MA, US) and 12l of
buffer-saturated phenol were homogenized vigorofmsiy0 seconds and then centrifuged at
14,000 g for 5 minutes at room temperature. Theesgtant was transferred to another
microcentrifuge tube followed by another extractgirp, as previously described, and then
added to 7Qul of ultra-pure water and 120 of phenol (saturated in buffer solution). Next,
the samples were treated with Jddsoamyl chloroform (24:1) and DNA was precipithiat
-20°C overnight, before being added to @0of sodium acetate 3M pH 5.2 and 2(l0cold
absolute ethanol. The precipitate was washed viithul of 70% cold ethanol and DNA was
then re-suspended in 30 of TE 1x and stored at -2G. Concentration and degree of purity
of the DNA was estimated by spectrophotometer repfliceneQuant, Amersham Pharmacia

Biotech) at 260 to 280 nm.

2.4. Polymerase chain reaction (PCR)

A number of 42 samples were amplified through PGRgithe automate termocycler
(Perkin-Elmer-Gene Amp PCR System 2400) in Hot tStaocedure. The reactions were
prepared with qul buffer solution (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, M MgCl,, pH 9.0),

5 ul dNTPs at 2mM each, Rl of each primer (200 ng/u) each and 0.5 pl de DabA
polymerase (Invitrogen) (2.5 U/ul) and 26.5 pl dtfatpure water. After prepared, |2 of

DNA were added to them at a concentration of 1Qungér reaction and the following
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primers were used: 5' GGG GAG GGG CGT TCT GCG AATCG CCC CTATTT TAC
ACC AAC CCC 3'; 5'GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC Begrave et al., 1994).
The following schedule for amplification was ke@4°C for 5 minutes, followed by 35
denaturation cycles at 92 for 30 seconds; annealing at°60for 30 seconds; extension at
72°C for 30 seconds and a final extension &C7for 10 minutes (Michalsky et al., 2002). In
every PCR reaction set, both negative (no DNA) aoditive controls (purified KDNA
purified added to the reference strdin (V.) braziliensis(MHOM/BR/75/M2903)), were
included. After amplification, the samples were mitted to electrophoresis (SDS-PAGE)
and PCR products were visualized on 6% silver sthiolyacrylamide gels (Pinheiro et al.

1999). A volume of ful standard molecular weight PhiX 174RF was addeslzzwsmarker.

2.5. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFlahalysis of Polymerase chain
reaction (PCR) amplified products

Positive PCR samples were submitted to PCR-RFhfeaito distinguish amongy.
(L.) amazonensjsL. (V.) braziliensisand L. (L.) infantum chagasaccording to previous
literature protocol (Volpini et al 2004). Leishmaniareference samples used were(L.)
amazonensigIPLA/BR/67/PH8),L. (V.) braziliensis(MHOM/BR/75/M2930) andL. (L.)
infantum chagas(MHOM/BR/74/PP/75). Three microliters of PCR arfipli products were
added to 1ul buffer solution, 5.9ul Milli Q ® water, 0.1ul of the two endonucleases, Haelll
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and ApaLl (Amersh@&mosciences, Piscataway, NJ, USA)
for enzymatic digestion for 3 h and 30 min at 37 PG the digested product, a volume of 10
ul of the sample buffer was added (TA) 2x (400 DDW,; 200 pl TA 6x), TA 6X
(bromophenol blue 0.25%, xilenocianol 0.25%, glpt&A 30%). Restriction fragments were

run in 10% polyacrylamide gels as previously démezi Molecular size markers were used in
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a volume of 4ul and 8pl of each sample were placed in each lane. Thevgels 2% silver

stained.

2.6. Polymerase chain reaction (PCR) of the specdnstitutive gene (cacophony)

In order to have phlebotomine DNA extraction canfid, a pair of specific primers
for the Lutzomyiaconstitutive gene (cacophony) from the V56 regwas used: 5SLIcac 5'
GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3'and 3Llcac 5 CCA CGACA AGT TCAACATC
3' (Lins et al., 2002). The PCR amplification gexted a product of 220 bp showing that this
gene can be used as an accurate reaction contaider to avoid false negative results. The
reaction were undertaken in a final volume of [27ncluding Taq Polymerase Buffer 10X
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 4.5mMgll,, 20uM of each dNTP
(Invitrogen), 0.2ul of each primer, 1.25 U Taq Gold DNA Polymeras@gfed Biosystem),
2 pl of DNA sample and ultra filtered water. PCR réaas were carried out in an automate
termocycler (Perkin-Elmer-Gene Amp PCR System 240@®jot Start procedure at 94 for
12 minutes for denaturation, followed by 35 deration cycles at 94°C for 30annealing at
55°C for 30s and a extension at 72°C. After teedgcle, a final extension step followed at
72°C for 10s for final annealing. Afterwards, tteenples were submitted to electrophoresis
(SDS-PAGE) and PCR products were visualized on po¥acrylamide gels stained with
silver at 2%. A volume of Bl standard molecular weights PhiX 174RF was addedize

marker.

2.7. Calculation of the minimal infection rate

As the samples comprised pools of 10 female inssaath, to calculate the minimial

longipalpis infection rate the following formula was used:ddfion rate (IR) = number of
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positive pools x 100 / total number of insects; Wdrich one infected insect was taken into

account.

3. RESULTS
3.1. Leishmaniapp. DNA in naturally infectet. longipalpis

Amplification of specific 120 bp products was olv&al in the samples identified as 2,
4 and 7 depicted in Figure 2. The remaining samplesved nolLeishmaniaspp. DNA
amplification.

Upon taking into account three PCR-positive fensdad flies among a total of 420
individuals, the natural infection rate was infefr@s being approximately 0.71%. Possibly

false negative results were assessed by analy@iRgrEproducibility including all samples.

3.2. L. (L.) infantum chagaBINA detection in naturally-infected. longipalpis

Restriction fragment length polymorphism (RFLPylgsis was carried out in the
samples 2, 4 and 7 using the restriction enzymed_Aand Haelll, including DNA reference
samples ot. (V.) braziliensisL. (L.) amazonensiandL. (L.) infantum chagasiThe ApalLl
endonuclease is capable of digesting ohly(V.) braziliensisPCR products into two
fragments, 88 bp and 32 bp, distinguishing amomrglt?O bp for both.. (L.) amazonensis
andL. (L.) infantum chagagiAndrade et al., 2006). The restriction enzyme IHaeas used
to digest the 120 bp fragmentlof (V.) braziliensignto two others, 80 bp and 40 bp, as well
as ofL. (L.) infantum chagasnto four, 120, 80, 60 and 40 bp (Andrade et2806), but not
of L. (L.) amazonensi@/olpini et al, 2004).

Analysis of DNA generated by restriction enzymegediion of phlebotomine sand
flies under study were compared with that fronerefice samples; the three samples were

identified ad_. (L.) infantum chagastandard (Figure 3).
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3.3.Phlebotomine DNA (cacophony)
All samples under study showed fragments of 22QFigure 4) corresponding to the
constitutive specific gene which is in accordandth wata provided by De Pita-Pereghal

(2005), evidencing efficacy of DNA extraction an@fR performance.

4. DISCUSSION

Our results allowed us to detect a phlebotomin@rabinfection rate of 0.71% in
Varzea Grande, Mato Grosso, Brazil, based on mlaedachniques. Other investigations
have shown varying natural infection indices in Altaas follows: 2.6% in Mato Grosso do
Sul (Nascimento et al., 2007); 0.4% in the Amazegian of Maranh&ao (Oliveira-Pereira et
al., 2006); 2.0% in the state of Rio de Janeiro (Dex-Pereira et gl 2005); 6.1% in
Barcarena, state of Para (Silva et al., 2005cf0lirb Bahia (Miranda et al2002); 0.3% in
Rio Grande do Sul (Silva and Grunewald, 1999) ar®90in Brazil Central (Galati et al.,
1996). Remarkably, in Belo Horizonte, state of Miraerais, Souza et.gP004) evidenced
100% of PCR negative results in all samples undedys Through manual dissection,
phlebotomine infection rates of 2% and 43.7% wete#l in Terezina, state of Piaui (Silva et
al., 2005b) and in the state of Amazonas (Silva.e2005a), respectively. In other countries,
screening of phlebotomine sand flies for detectbnatural infection rates has shown 7.7%
in Venezuela (Rodriguez et al., 1999) and 5.4%reeGe (Aransay et.ak000).

SincelLeishmaniainfection rates are known to be low in the insesttor, even in VL
endemic areas, evidences of high densitiet.dbngipalpisin peridomiciliary areas have
shown a high risk of the disease transmission @s/éctor is highly anthropophilic (Soares

and Turco, 2003).
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The samples analyzed in the present study thre@R-RFLP were identified by
using theL. (L.) infantum chagasstandard. Although false negative may occur due to
contamination, amplification oleishmania KDNA has shown to be highly sensitive.
According to Volpini et al. (2004), approximatel§% of PCR procedures are contaminated.

Contamination in our PCR results was precludeduiljh negative controls as well as
internal control used for amplifying the specifanstitutive gene (cacophony), through which
DNA extraction efficacy was confirmed (De Pita-Rexet al, 2005).

The use of molecular techniques for parasite iflemtion may provide highly
sensitive and specific results, although the mailogles used for DNA extraction
standardization should be assessed (Paiva et @7)2The use of such techniques for
epidemiological surveys may provide information arew VL infection foci and
epidemiological features of particular cases sa twntrol measures may be designed

according to the microenvironmental characteristiche region.
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Figure 1. Geographic localization of Varzea Grarstiagte of Mato Grosso, Brazil.

Figure 2. PCR amplification products of positivdgiiotomine samples (2, 4 and 7), using
Leishmaniaspp. specific primers. 6% Polyacrilamide gel sils&ined at 0.2%. 1 — PhiX 174

DNA marker; 2, 3 and 4 — samples 2, 4, and 7; BsitRe control and 6 — Negative control.

Figure 3. PCR amplification products of the conedihveishmaniakDNA after digestion with
the restriction enzymes ApalLl and Haelll (molecudae marker MM 50 bp) (Invitrogen).
6% Polyacrilamide gel silver stained at 0.2%. 90-bp DNA marker; 2, 3 and 4 — samples 2,
4 and 7; 8,9 and 10 — samples 2, 4 and 7; 5 ardRdference DNA.. (L.) infantum chagasi
(MHOM/BR/74/PP/75); 6 and 12 — Reference DNA(L.) amazonensidPLA/BR/67/PH8);

7 and 13 — Reference DNA (V.) braziliensifMHOM/BR/75/M2930).

Figure 4. PCR amplification products blitzomyiaconstitutive gene (cacophony). Primers
5LIcac/3LIcac. 10% Polyacrilamide gel silver stalrg 0.2%. 1, 16, 31 and 44 — PhiX 174
DNA marker; 2 to 13, 17 to 28, 32 to 41, 45 to 58amples 1 to 42; 14, 29, 42 and 53 —

Positive controls; 15, 30, 43 and 54 — Negativetrods
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Servico Social
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