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RESUMO

A proposta deste trabalho foi estudar algumas das variaveis envolvidas na
transmissao da leishmaniose visceral (LV) em oito bairros do municipio de Sabara
(MG). Para o levantamento da fauna de flebotomineos, influéncia dos fatores
climaticos, identificagdo de repasto sanguineo e infecgdo natural por Leishmania,
para isso foram realizadas capturas utilizando armadilhas luminosas do tipo HP,
tanto no peri como no intradomicilio, nos seguintes bairros: Alvorada, Novo
Alvorada, Alvorada Velho, Bom Retiro, Nova Vista, Casa Branca, Rio Negro e Ana
Lucia, no periodo de janeiro de 2011 a dezembro 2012. Além desses estudos, foram
realizados dois inquéritos caninos censitarios nos mesmos bairros, nos anos de
2011 e 2012, para o calculo da taxa de positividade. Para analises parasitolégicas e
moleculares, foram selecionados aleatoriamente 50 caes soropositivos para os
testes de RIFI e ELISA, que foram eutanasiados e necropsiados para obtencédo de
amostras de pele, linfonodo mesentérico e bacgo, além de aspirado de medula éssea.
Com essas amostras, foram realizados os testes: exame direto (parasitologico), PCR
e mielocultura visando confirmar a infeccdo e identificar a espécie de Leishmania
circulante. A fauna flebotominica foi constituida de quatro espécies, sendo
Lutzomyia longipalpis a mais abundante, totalizando 95,0% dos exemplares
capturados. Destes, 23,0% foi capturado no intradomicilio. Verificou-se uma
tendéncia no aumento do numero de espécimens apods o periodo chuvoso. Das 28
fémeas ingurgitadas, 67,9% se alimentaram no homem (Homo sapiens) e 25,0%
tiveram como fonte alimentar a ave (Gallus gallus). Nove pools foram utilizados para
verificar a infeccdo natural, destes trés se apresentaram positivos e, apés
sequenciamento de DNA, foi observado que a espécie circulante nos vetores foi
Leishmania infantum. A taxa média de infeccdo canina foi de 4,25% em 2011 e
3,34% em 2012. A positividade das amostras (pele, bago, medula e linfonodo)
obtidas dos caes soropositivos foi de 100,0% pela PCR, 76,0% pela mielocultura e
66,0% pelo exame parasitologico direto. Entre os quatro tipos de amostras
estudadas, o linfonodo foi o tecido que apresentou maior positividade (98,0%). O
sequenciamento de DNA das amostras positivas de linfonodo indicou Le. infantum
como sendo a espécie circulante nos caes do municipio. Apos se correlacionarem os
casos humanos, caninos e a presenga da espécie Lu. longipalpis, encontrada
positiva para Le. infantum, pode-se sugerir que os bairros Alvorada e Nova Vista
merecem atencao especial como importantes areas de risco para LV no municipio.

XVII



ABSTRACT

The purpose of the present study was to investigate some epidemiological aspects
related the transmission of visceral leishmaniasis (VL) in eight districts of the town of
Sabara, in the Brazilian state of Minas Gerais. We surveyed the local phlebotomine
sand fly fauna and the main feeding sources, analyzed the interference of climate
variables on the populational fluctuation and verified the rates of natural infection of
vector species of VL. The entomological captures were performed with HP light traps,
from January 2011 to December 2012, in both intra and peridomiciles of houses
located in the following districts of Sabara: Alvorada, Novo Alvorada, Alvorada Velho,
Bom Retiro, Nova Vista, Casa Branca, Rio Negro and Ana Lucia. During our study,
the plebotomine sand fly population showed a tendency to increase after the rainy
period. Four species of phlebotomine sand flies were present, most of them (95.0%)
being Lutzomyia longipalpis. Twenty-three percent of them was captured inside the
houses. Amongst 28 engorged females, 67.9% had fed on humans (Homo sapiens)
and 25% on chicken (Gallus gallus). Leishmania infantum DNA was genotyped in
three of nine pooled samples of Lu. longipalpis. Two canine census surveys were
performed in the same districts allowing the calculation of the average positivity rate
of canine VL, in each year of study, as 4.25% in 2011 and 3.34% in 2012. Fifty
among the seropositive dogs for VL faded to euthanasia were randomly selected for
parasitological and molecular analyses of tissues (skin, mesenteric lymph nodes and
spleen, as well as bone marrow aspirates). All those samples gave 100% of positivity
by PCR, 76% positivity by myeloculture and 66% positivity by direct parasitological
examination. The highest overall positivity (98%) was obtained with lymph nodes,
where the infecting parasite was also genotyped as L. infantum. The combined
analysis of the human and canine cases of VL and the vector population data in
Sabara, allow us to suggest that Alvorada and Nova Vista districts deserve special
attention as main risk areas of VL in the city.
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11 As leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doengas causadas por parasitas,
protozoarios intracelulares do género Leishmania (Ross, 1903). Estas apresentam
amplo espectro epidemioléogico em todo o mundo, ocorrendo em vastas areas
tropicais e subtropicais do globo, podendo apresentar-se como zoonose,
antroponose ou antropozoonose, estas duas Ultimas quando o homem
acidentalmente atua como reservatorio no ciclo de transmissao do parasito. Esses
parasitas infectam uma grande variedade de hospedeiros mamiferos silvestres e
domeésticos (Passos, 1993).

Atualmente as leishmanioses encontram-se entre as seis endemias
consideradas prioritarias no mundo, sendo reportada em 98 paises e 3 territorios dos
5 continentes, acometendo 12 milhdes de pessoas, sendo que 350 milhdes estao
vivendo em areas de risco e expostas a infecgdo (Alvar et al., 2012).

A Organizagdo Mundial de Saude (WHO) divide as leishmanioses em
quatro grupos clinicos: cutanea, mucocutanea, cutaneo-difusa e visceral. A forma
cutanea apresenta baixa gravidade, diferente da forma mucocutanea, que pode
destruir parcial ou totalmente as mucosas do nariz, boca, garganta e tecidos
circundantes. A forma cutaneo-difusa apresenta um aspecto hanseniforme, sendo o
tratamento terapéutico extremamente dificil. A leishmaniose visceral (LV), também
conhecida como calazar, é a forma mais letal e caracterizada por febre alta, perda
de peso substancial, aumento do baco e do figado, e anemia. Se néao tratada, a
doenca pode ter taxa de mortalidade de até 100% em dois anos (WHO, 2014).

A doencga apresenta diversas formas clinicas, dependendo da espécie de
Leishmania envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro. As leishmanias do
complexo braziliensis e mexicana sao os agentes causadores da leishmaniose
tegumentar (LT). Ja os agentes etiolégicos da LV fazem parte do complexo
donovani, sendo a Leishmania (Leishmania) donovani o agente etiolégico
encontrado na Africa e Asia; Leishmania (Leishmania) infantum na Asia, Europa e
Africa e Leishmania (Leishmania) chagasi nas Américas. Apesar da discordancia
entre pesquisadores, semelhangas estruturais verificadas por meio de estudos
moleculares sugerem que a Le. chagasi e a Le. infantum sejam a mesma espécie
(Lukes et. al., 2007). Segundo Mauricio et al., (2000), as provas isoenzimaticas e
genéticas constituem uma forte evidéncia disso. Neste trabalho, adotar-se-a Le.

infantum como nome especifico do agente etiologico encontrado nas Américas.
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1.2 Leishmaniose visceral

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

Pouco tempo depois, em 1904, Leonard Rogers foi o primeiro a obter
sucesso no cultivo do protozoario e demonstrou que estes se apresentavam em
formas flageladas. Nicolle e Comte, em 1908, na Tunisia, observaram, pela primeira
vez, o parasito em cées, sugerindo seu provavel papel como reservatério da doenca
(Maia-Elkhoury et al., 2008). Entretanto o mecanismo de infeccédo do “calazar”
permaneceu desconhecido até 1931, quando os flebotomineos foram incriminados
como vetores e a transmissao da patologia ficou conhecida por meio de
xenodiagnosticos em hamsters (Adler; Theodor, 1931; Killick-Kendrick; 1990).

Migone, no Paraguai, fez o registro do primeiro caso da doenga no Brasil,
que ocorreu em 1913, mediante analise de material necropsiado de um paciente de
Boa Esperanca, no Mato Grosso (Alencar, 1977). Entre 1936 e 1939, muitos estudos
foram realizados por Evandro Chagas e colaboradores, demonstrando a doenga em
humanos e em cées, com a incriminacdo do flebotomineo Lutzomyia longipalpis
como provavel vetor e o parasito identificado como Le. infantum (Cunha; Chagas,
1937).

De todos os casos de LV, 90% ocorrem em Bangladesh, Brasil, india,
Nepal e Sudao (Chappuis et al., 2007; Desjeux, 2004; WHO, 2014). Nas Américas, a
LV ocorre desde o México até a Argentina, sendo que aproximadamente cerca de
90% dos casos humanos descritos sdao procedentes do Brasil (Grimaldi et al., 1989;
Desjeux, 2004).
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A ocorréncia da leishmaniose em uma determinada area depende
basicamente da presenca do vetor susceptivel e de um hospedeiro/reservatério
igualmente susceptivel. A doenga se caracteriza por acometimento progressivo do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), levando a sua hiperplasia, hipertrofia e
parasitismo. A patogenia da doenga € determinada por multiplos fatores que
envolvem o0s hospedeiros e os parasitos, o estado imunoldgico e nutricional do
individuo, além de fatores genéticos determinantes da susceptibilidade para a
infeccdo e para a cura (Deane; Deane, 1956 e 1962).

Inicialmente a doenca, descrita como doenga esporadica, mantinha um
perfil silvestre, rural, de transmissao peridomiciliar, principalmente ligada a bolsdes
de pobreza. Nos ultimos anos, apdés a década de 1970, degradagées ambientais,
migragdes de populagdes carentes para a periferia dos grandes centros, fixando-se
em locais sem infraestrutura de saneamento basico e em convivéncia com animais
domeésticos, contribuiram para o processo de urbanizacdo da doenga. Essas
mudancgas, associadas a adaptacdo de determinados flebotomineos a ambientes
alterados pelo homem, aproximaram hospedeiros definitivos e intermediarios,
vetores e parasitos, e determinaram mudancas nos niveis endémicos e epidémicos
das doencas infecciosas (Gomes, 1994; Ambroise-Thomas, 2000; Patz et al. 2000).

O Brasil enfrenta atualmente a expansao e urbanizacdo da LV. Esse
processo foi primeiramente alertado por Deane (1956), em seu classico estudo
sobre a doenca, e, a partir de entao, foi constatada em varias cidades de pequeno e
médio porte. Hoje tem sido descritos casos de LV em importantes centros urbanos,
como Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Campo Grande (MS), Aracatuba
(SP), Palmas (TO), entre outros (Brasil, 2006).
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1.3 Vetores dalLV

A LV é transmitida pela picada de fémeas de dipteros da subfamilia
Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia no Novo Mundo e
Phlebotomus no Velho Mundo (Killick-Kendrick; Rioux, 1991). No Brasil, os
flebotomineos s&o conhecidos popularmente por mosquito-palha, birigui,
cangalhinha, asinha-branca, tatuquira, entre outras denominacdes (Rebélo, 1999).

De uma forma geral, caracterizam-se por serem insetos de pequeno porte
(1 a 3 mm de comprimento), ter o corpo e as patas cobertas de cerdas, habitos de
Voo crepusculares e abrigarem-se em locais umidos e sombrios. Durante o pouso,
mantém suas asas em posicdo vertical caracteristica. Sdo encontrados no
peridomicilio e intradomicilio, e alimentam-se de sangue em animais domeésticos e
silvestres (Forattini, 1953).

Os flebotomineos, assim como muitos outros dipteros hematofagos,
necessitam de suprimentos de carboidratos que, na natureza, adquirem diretamente
da seiva de plantas, néctar (Alexander; Usma, 1994), secre¢des de afideos e frutas
maduras (Cameron et al.,, 1995). Para as fémeas, esses requerimentos sao
utilizados como complemento da alimentagcdo sanguinea (Magnarelli; Modi, 1988;
Van Handel, 1984).

Os flebotomineos costumam abrigar-se em troncos de arvores, tocas de
animais, folhas caidas no solo, copa de arvores, frestas em rochas que apresentam
caracteristicas peculiares, as quais favorecem a presenca desses insetos, como
pequenas variagdes de temperatura e umidade (Aguiar et al., 1985; Azevedo et al.,
1993). Porém, com a destruicdo das matas nativas, o habitat natural foi alterado,
havendo entdo uma restricdo de ambientes por eles utilizaveis. Desse modo, as
espécies que, de alguma forma, resistem as condicbes adversas conseguem
explorar novos ambientes, aproximando-se cada vez mais dos peridomicilios
(Forattini et al., 1972; Gomes; Galati, 1989). Geralmente correspondem ao ambiente
onde as fémeas encontram hospedeiros vertebrados nos quais podem realizar seu
repasto sanguineo (Comer; Brown, 1993).

No Brasil, a LV tem como vetoras duas espécies de flebotomineos: Lu.
longipalpis (Lutz; Neiva, 1912) e Lu. cruzi (Mangabeira, 1938). A primeira espécie é
a de maior importancia, por estar em cinco regides geograficas do pais; e a
segunda, especifica do Estado do Mato Grosso do Sul (Santos et. al., 1998; Brasil,
2006).
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1.4 Influéncia dos fatores climaticos sobre as populagées de flebotomineos

Os locais de abrigo e criadouro de flebotomineos apresentam
caracteristicas peculiares, as quais favorecem a presenga desses insetos, como
pequenas variagbes de temperatura e umidade. Geralmente os locais de abrigo
correspondem ao ambiente onde as fémeas encontram seus hospedeiros
vertebrados e realizam seu repasto sanguineo (Basimike et al.,1991; Memmaott,
1991; Comer; Brown, 1993).

Em ambientes tropicais, existe maior previsibilidade de chuvas e uma
grande estabilidade climatica, o que favorece pequenas flutuagées nas populagdes
de insetos (Wolda, 1978). Correlagdes entre variagdes de fatores ambientais com a
flutuagdo nas populagdes de alguns insetos ja foram estudadas. Os resultados
dessas pesquisas demonstraram que as variagbes populacionais de insetos
estariam intimamente ligadas a estabilidade climatica e a estabilidade dos habitat
(Wolda, 1978; Wolda et al., 1992).

Varios trabalhos sugerem que alguns fatores abidticos, como a
temperatura, pluviosidade e umidade, estejdo relacionados, em diferentes graus,
com a ocorréncia de flebotomineos, seja por influéncia sobre os adultos ou pela
modificagdo nos criadouros (Scorza et al., 1968; Chaniotis et al., 1971; Miscevic,
1981; Roberts, 1994; Michalsky et al., 2009).

Chaniotis e colaboradores em 1971 sugerem que a sazonalidade dos
flebotomineos esta relacionada com os padrdes de distribuicdo das chuvas que
agem modificando as condicbes dos criadouros no solo. De acordo com esta
hipotese, a chuva beneficiaria os flebotomineos quando esta ocorresse
moderadamente ao longo da estagdo chuvosa, mas prejudicaria estes insetos
quando inundasse o chao, destruindo os criadouros € matando as pupas no solo
(Dias et al., 2007, Barata et al., 2004; Michalsky et al., 2009).

Rutledge e Ellenwood (1975) demonstraram que as condigbes dos
criadouros, tais como a quantidade de nutrientes, a umidade e a temperatura,
influenciam fortemente a variagao populacional dos adultos nos diversos habitats.
Em 1987, Feliciangeli demonstrou que as chuvas e os consequentes niveis de
umidade parecem ser os mais importantes determinantes na sazonalidade na

densidade de algumas espécies de flebotomineos.
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1.5 Ciclo evolutivo da Leishmania

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado, as fémeas dos
flebotomineos ingerem macréfagos teciduais contendo em seu interior formas
amastigotas de Leishmania, as quais, apos ruptura celular, sdo liberadas no lumen
do trato digestivo dos insetos, quando o sangue ingerido ainda permanece fresco.
Ainda dentro do bolo alimentar (matriz peritroéfica) as leishmanias comegam a se
dividir por fissdo binaria e se diferenciam em formas promastigotas, alongadas com
flagelo livre, colonizando o intestino dos flebotomineos. Essas formas se
transformam, entdo, em paramastigotas, aderidas ao epitélio por jun¢gdes chamadas
hemidesmossomas. Posteriormente ocorre nova transformagéo para promastigotas,
dessa vez formas extremamente ageis que nadam livremente — as promastigotas
metaciclicas; ao exercer outro repasto sobre um hospedeiro susceptivel o
flebotomineo inocula esses parasitos presentes no trato digestivo anterior,
probéscide, faringe e esdfago. No local onde ocorreu a picada do inseto vetor as
formas promastigotas sao fagocitadas por células do SFM, macréfagos teciduais e
granulécitos neutrofilos. As formas promastigotas se transformam em amastigotas,
dentro do vacuolo fagocitario, se dividem rapidamente e quando o macrofago esta
densamente parasitado o vacuolo se rompe liberando as amastigotas, que seréo
novamente fagocitadas por outros macréfagos (Lainson; Shaw, 1988; Ashford, 2000;

Bates, 2007) Todo o ciclo encontra-se resumido na FIG. 1.
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FIGURA 1 - Ciclo de vida da Leishmania.
Fonte: adaptado e traduzido de Lipoldova e Demant (2006).
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Alguns autores levantam a hipotese de que o ciclo de transmissao da LV
também possa ocorrer entre a populagao canina através de ectoparasitos, sugerindo
a hipotese da capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (Coutinho et al., 2005;
Coutinho; Linardi, 2007; Paz et al., 2013).

Em estudo realizado no Brasil, pesquisadores coletaram 39 carrapatos de
caes soropositivos, apresentando sinais clinicos sugestivos de LV, e verificaram a
presenca de DNA de Leishmania em seis desses carrapatos. No mesmo estudo,
carrapatos foram macerados e inoculados em hamsters por via oral e intraperitoneal.
Seis meses apos a inoculacdo, 14 animais apresentaram sinais de infecgao, sendo
que 12 haviam sido inoculados por via intraperitoneal e 2 por via oral (Coutinho et
al., 2005).

Outras vias de transmissdo ja foram determinadas, como a transmissao
transplacentaria e a transmissdo venérea (Boggiatto et al., 2011; Naucke, 2012).
Entretanto, segundo Andrade et al., 2012, a transmissao vertical € extremamente
rara e portanto, ndo contribui significativamente para a disseminagdo da LVC.

As vias alternativas de infecgdo colocam em prova as estratégias de controle
e erradicacdo da LV baseadas na eliminacido do vetor, atestando que estas néao
seriam eficientes, pois a Le. infantum manteria seu ciclo, assumindo potencial

importancia no acasalamento de caes errantes positivos (Silva et al., 2009).

1.6 Reservatorios da LV

A cadeia epidemiologica da LV se desenvolve em determinada area,
mediante a presengca concomitante do vetor, do reservatorio e do hospedeiro
susceptivel. Os reservatorios da LV incluem uma grande variedade de hospedeiros
mamiferos, sendo a ocorréncia comum em roedores e canideos, mas também em
edentados, marsupiais, ungulados, primatas e, entre estes, 0 homem, que ¢é atingido
acidentalmente pela infeccdo (Deane; Deane, 1954a; Lainson et al., 1985).

Como hospedeiros silvestres da LV, tém sido descritos o chacal (Canis
aureus), o lobo (Canis lupus) e raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous),
encontrados em areas rurais remotas, mas sem grande importancia na maioria das
areas endémicas (Deane; Deane 1955, 1956; Lainson et al., 1969, 1990; Sherlock,
1997).
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Deane e Deane (1954b) relataram o primeiro registro de infecgéo de LV
em canideos silvestres no continente americano, sendo a raposa Lycalopex vetulus
o reservatério infectado. Poréem Courtenay et al. (2002) afirmaram que, embora
confirmada a alta estimativa da infec¢gdo por exames parasitologicos de raposas com
LV, a contribuicdo dessas espécies na transmisséo por canideos € muito baixa (9%)
se comparada aos caes (91%).

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

Diversos grupos de animais silvestres além dos canideos, como felinos e
roedores, também ja foram incriminados como reservatérios de LV (Luppi et al.,
2008; Silva et al., 2008). Savani et al. (2004) descreveram o primeiro caso do Brasil
e das Américas de leishmaniose visceral felina (LVF) e sugeriram que os gatos
domeésticos possam atuar como reservatério de LV. Silva et al. (2008) reportaram
25% de soroprevaléncia em gatos de area endémica de LV no Rio de Janeiro. Os
autores sugeriram que o0s gatos possam ser considerados como alternativa de
hospedeiros domésticos de Le. infantum e deveriam ser incluidos nas investigacoes
sorologicas realizadas em areas endémicas. Ja os roedores constituem um dos
grupos de animais sinantropicos mais procurados pelos flebétomos. Esse achado
reforca a necessidade de esses animais serem estudados como possiveis
reservatorios de Le. infantum (Caldas et al., 2001).

O papel do cdo como reservatorio de Leishmania foi tratado pela primeira
vez por Nicolle, em 1908, na Tunisia, quando experimentalmente foi comprovada a
infeccdo desse animal. No Brasil, nos anos 50, Deane e Deane, e Alencar,
estudando o calazar no Ceara, estabeleceram a importancia do cdo doméstico como
fonte de infeccdo e manutengao da LV. Genaro (2000) relata que os caes tém sido
encontrados infectados em todos os focos da doenga humana, sendo considerado o
principal elo na cadeia de transmissio da LV.

O cao adquiriu grande importancia como reservatério de Le. infantum no
ambiente doméstico devido a sua convivéncia estreita com o homem. A elevada
ocorréncia de infeccbes inaparentes nesses animais, associada ao intenso
parasitismo cutaneo, faz do cdo uma fonte de infeccdo preferencial para o vetor,

sendo importante na transmissao da doenga para o homem (Feitosa et al., 2000).

27



1.7 Patologia da LV

1.7.1 A doencano céo

A LV pode apresentar formas clinicas sintomaticas e assintomaticas,
sendo que o periodo de incubagao € incerto, podendo variar de trés meses até
varios anos (Deane; Deane, 1955; Genaro, 1993). Quando assintomaticos, os caes
infectados podem apresentar aspecto aparentemente normal, mas com alto grau de
parasitismo, tanto na pele quanto nas visceras. Um ponto importante a ser
considerado é que tanto animais sintomaticos quanto assintomaticos podem ser
fonte de infeccdo para o inseto vetor, permitindo a transmissao do parasito para o
homem e outros vertebrados (Molina et al., 1994; Michalsky et al., 2007)

Nos cdes sintomaticos, o sinal mais frequente observado tanto por
Alencar (1959) quanto por Almeida et al. (2005) € o emagrecimento, seguido de
ulceras de pele, onicogrifose, conjuntivite, descamacdo, esplenomegalia e
hepatomegalia. Outras manifestacbes podem estar incluidas, como diarreia,
envolvimento articular, fraqueza, redugdo das atividades, anorexia, anemia,
linfadenopatia local ou generalizada, atrofia muscular e faléncia renal, sendo estas
normalmente, as principais causas de morte de caes infectados (Pumarola et al.,
1991; Solano-Gallego et al., 2001).

Em estudos de infecgao experimental, Genaro et al. (1993) verificaram
que caes inoculados com Le. infantum podem evoluir de quatro formas diferentes:

1) Evolugao frusta: os animais ndo apresentam alteragdes visiveis e, apos
a inoculacéo, sao detectados parasitos que desaparecem em seguida.

2) Evolugao regressiva espontanea: os animais apresentam inicialmente
um parasitismo transitério de medula 6ssea, que coincide com o periodo de
emagrecimento e logo ocorre retomada do ganho de peso, sem apresentacédo de
outro tipo de alteracao.

3) Evolugédo aguda: os caes apresentam parasitismo de medula éssea e
cutaneo, emagrecimento acentuado durante o curso da infecgdo, associado com
alopécia generalizada, descamacdo e lesbes crostosas por todo o corpo,
onicogrifose acentuada, envolvimento ocular e nasal e, finalmente, evolugdo para
caquexia.

4) Evolugao crénica: os animais apresentam parasitismo de medula 6ssea
e cutaneo, emagrecimento leve ou moderado durante o curso da infecgao,

associado com alopécia localizada, lesdes crostosas no pavilhdo auditivo e em
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areas de articulagao, onicogrifose, apatia, adenopatia, edema de patas, também de

forma leve ou moderada.

1.7.2 A doencano homem

A LV predomina em criangas nos primeiros anos de vida, e associa-se a
grande morbidade e elevado numero de ébitos (Al-Jurayyan et al., 1995; Minodier et
al., 2005). Em contraposicdo, na vida adulta, a letalidade aumenta
proporcionalmente a idade, especialmente apdés 60 anos de idade (Caldas et al.,
2002; Oliveira et al., 2006).

Foi relatado, no Brasil, que a duragao da doencga é maior em adultos com
LV e que estes apresentam mais sangramento e mais linfadenopatia, mas que as
criangas estdo em maior risco de apresentar doencga grave, evidenciada pela maior
incidéncia de hepatomegalia e de anemia (Caldas et al., 2006).

A desnutricdo tem sido descrita como fator de risco para a aquisicdo da
LV, especialmente em criangas vivendo em areas endémicas (Badaro et al., 1986;
Dye; Williams, 1993; Maciel et al., 2008)

Segundo Desjeux (2004), as principais manifesta¢des clinicas da LV no
homem sado febre intermitente, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia,
anemia e linfadenopatia. A tosse ndo produtiva, diarreia e dor abdominal s&o
queixas frequentes na fase aguda da infecgdo. Progressivamente, no curso da
doenca, o paciente pode apresentar hemorragia gengival e digestiva, edema,
ictericia, ascite, anorexia e desnutricdo. Nesses pacientes, o Obito é geralmente
determinado pelas hemorragias e infecgbes intercorrentes (Michalick; Genaro,
2005). A LV, quando nao tratada, pode causar caquexia grave e sangramento por
trombocitopenia, levando a hemorragia grave da mucosa, facilitando a sepse e
causando a morte do enfermo (Kumar; Nylén, 2012).

Nas duas ultimas décadas, a LV foi reconhecida como importante doenca
oportunista em pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e mudou a
histéria natural da LV. A coinfeccdo LV/HIV ja foi notificada em pelo menos 35
paises, em uma propor¢cao que varia de 2 a 12%, com tendéncias a aumentar
drasticamente (WHO, 2007; Alvar et al., 2008). No Brasil a coinfec¢cdo LV/HIV tem
sido descrita em pequenas séries de casos, mas a real incidéncia pode estar
subestimada devido a falhas do sistema de vigilancia epidemiolégica (Rabello et al.,
2003; Cruz et al., 2006)
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Em pessoas com HIV, a infecgao por LV é oportunista e, nesses casos,
as manifestagdes clinicas sao atipicas, como auséncia de esplenomegalia e falta de

resposta ao tratamento com antimoniais (Lachaud et al., 2000)

1.7.3 Tratamento

O tratamento de primeira linha para todas as formas da doencga se faz por
meio de medicamentos a base de antimoniais pentavalentes, de forma sistémica.
Contudo, é importante se conhecer a epidemiologia do local no que diz respeito a
suscetibilidade do parasito as diferentes drogas, o entendimento da farmacocinética
do medicamento, assim como uma criteriosa avaliagao clinica do paciente, levando
em consideragao caracteristicas imunolégicas e aspectos socioecondmicos. Estes
pontos sao fundamentais na escolha da terapia e consequente sucesso da mesma
(Tuon et al., 2008).

No Brasil, o tratamento da doenca humana é feito usando formulacéo
disponivel do antimoniato de N-metil glucamina, de distribuicdo exclusiva do
Ministério da Saude, em ampolas de 5ml com 405mg de Sb+5kg/dia (1 ml = 81 mg
de Sb+5), sendo recomendado para o tratamento da leishmaniose visceral a dose de
20mg de Sb+5kg/dia, por via endovenosa ou intramuscular profunda, por no minimo
vinte dias e no maximo quarenta dias. O tratamento deve ser limitado a duas ou trés
ampolas por dia com finalidade de cura, alcangando indices de cura de 95%.

Nos casos em que as drogas de primeira escolha (Glucantime® e
Pentostan®) ndo se mostrarem efetivas devido aos longos esquemas terapéuticos,
toxicidade (cardiotoxica e nefrotdxica) e limitagcbes de uso nos dois primeiros
trimestres de gestagdo, ha alternativas de tratamento com a anfotericina B
(lipossomal e dispersao coloidal), pentamidinas (sulfato e mesilato) e
imunomediadores (interferon gama e fator estimulante de col6nias de granuldcitos e
macréfagos -GM-CSF-) que séo utilizados nos servigos de referéncia de tratamento
da leishmaniose visceral (Gontijo e Melo, 2004). Estas alternativas sao indicadas
para pacientes infantis, pessoas portadoras de coinfeccbes por patégenos
oportunistas, infecgdes bacterianas e em pacientesimunossuprimidos (Santos et al.,
2002).
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1.8 Diagnéstico da LV

O diagnéstico da LV, tanto em humanos quanto nos animais, é baseado
em sinais clinicos, nos dados epidemioloégicos (ocorréncia ou ndo da enfermidade na
area do individuo ou animal) e o diagndstico laboratorial (Brasil, 2006).

Até recentemente, o diagndstico era complexo e invasivo (microscopia
direta para avaliar pungao do bago ou aspirados de medula 6ssea), mas os atuais
avangos tecnologicos tém levado a significantes melhorias no desenvolvimento de
novas ferramentas diagndsticas que sdo uteis na rapida avaliagdo da doenga,

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

1.8.1 Diagndstico clinico

O diagnéstico clinico humano baseia-se nos sinais e sintomas
apresentados pelos pacientes associados a permanéncia em area endémica. A
sintomatologia tipica da LV envolve febre baixa em longo prazo, aumento do bacgo e
do figado, perda de peso, pancitopenia e hipergamaglobulinemia (Kumar; Nylén,
2012). Outras manifestagbes clinicas citadas acima dificultam o diagnostico
diferencial com outras doengas de sintomatologia semelhante, como malaria,
toxoplasmose, febre tifoide, tuberculose, HIV, brucelose, hepatite crbnica,
esquistossomose, principalmente em areas onde ocorre a superposicdo das
doencas (WHO; ODA, 1996; Reiche et al., 2006).

O diagnéstico clinico canino é bastante complexo, apresentando os
sintomas mais comuns: alteracbes cutaneas, linfadenomegalia local ou
generalizada, perda de peso, aumento do tamanho do bago e do figado, onicogrifose
e apatia (Maia; Campino, 2008), embora alguns cdes que vivem em areas
endémicas podem ter contato com o parasito e ndo desenvolver sinais clinicos da
doenga. Dessa maneira, a associagao entre os parametros clinicos, epidemioldgicos,
parasitologicos e sorolégicos faz-se necessaria para o diagndstico definitivo (Freitas
et al., 2012).
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1.8.2 Diagnoéstico laboratorial

Nos casos humanos e caninos da doencga, o diagndstico é rotineiramente
realizado com base em parémetros clinicos e epidemiolégicos (Gontijo; Melo, 2004).
O diagnéstico laboratorial da LV ainda representa um desafio, ja que um teste eficaz
deve detectar a infeccdo, ter alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade,
deve ser simples, de facil execucao, ter baixo custo, ser viavel em laboratérios e
adaptavel a condicbes de campo. Preferencialmente, deve utilizar amostras
biolégicas n&o invasivas (Maia; Campino, 2008). Existem trés tipos de abordagens
no diagnédstico laboratorial que atende aos casos humanos e caninos: métodos
parasitologicos, soroldgicos € moleculares (Costa et al., 1991; Sundar; Rai, 2002;
Brasil, 2006).

O diagndstico classico é o parasitolégico e depende de demonstragao das
formas promastigotas dos parasitos em cultura, ou de formas amastigotas de
Leishmania em esfregagos de aspirados de linfonodo, medula éssea, bacgo e figado
corados por giemsa ou pandtico (Dish et al., 2003; Laurenti, 2009). Esse método é
considerado o padrdo-ouro, pois é o instrumento mais adequado de diagndstico
devido a sua alta especificidade (100%). Entretanto esses métodos parasitologicos
sao limitados pela baixa sensibilidade, requerem repetidas amostragens de tecidos e
técnicos de laboratorio experientes, além de serem muito invasivos, demorados e
laboriosos, portanto inapropriados para estudos epidemioldgicos e principalmente
para subsidiar as agdes de controle.

O material das puncdes aspirativas também pode ser inoculado em meios
especiais de cultura, aumentando a sensibilidade da pesquisa (acima de 80%), ao
se utilizar uma interface liquida, meio LIT (Liver infusion tryptose) ou Schneider,
sobre 0 NNN (Novy-MacNeal-Nicolle), entretanto, pode retardar o resultado em
semanas. As culturas devem ser mantidas entre 24 e 26°C e observadas em
microscopio invertido semanalmente, por até quatro semanas (Dietze, 2005).

O diagnéstico sorologico RIFI (reagao de imunofluorescéncia indireta) tem
sensibilidade de 82 a 95% e especificidade de 78 a 92%, mas requer condi¢cdes de
laboratdrio sofisticadas que inviabilizam sua utilizagdo em campo (Assis et al., 2008).
A técnica consiste em aderir antigenos constituidos de promastigotas de Leishmania
em laminas de microscopia para fluorescéncia, onde € processada a reacdo com o
soro a ser testado. Ao final da reagao, a ligagdo antigeno-anticorpo é observada com

o auxilio de um conjugado fluorescente. A RIFI, apesar de ser menos sensivel que o
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teste imunoenzimatico ELISA, € o método mais utilizado no Brasil por estar
disponivel gratuitamente na maioria das regides endémicas, por meio do Programa
de Controle de Leishmanioses do Ministério da Saude (PCLV) (Brasil, 2006).

O ELISA é um teste de diagndstico simples, porém sensivel, para a
deteccdo de antigenos do patégeno ou anticorpos especificos produzidos pelo
hospedeiro (Engvall; Perlmann, 1971). Esse processo permite analisar grande
numero de individuos com um volume pequeno de amostra. A técnica é altamente
sensivel, mas a sua especificidade depende do antigeno.

A RIFI e o ELISA sédo os testes mais usados no Brasil, devido a melhor
sensibilidade e especificidade destes em comparacdo aos demais (Badar6 et al.,
1983; Guimardes et al.,1990). No entanto, esses meétodos nem sempre sao
satisfatorios, ja que muitos animais infectados apresentam testes sorologicos falso-
negativos (Zaffaroni et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2001).

Outros testes vém se mostrando promissores para o diagnostico da LV,
como o ELISA, que utiliza o antigeno recombinante K39 (rK39) de Le. infantum
(Badar6 et al., 1996; Kumar et al.,, 2001), e a imunoflurorescéncia baseada em
citometria de fluxo (CF) (Brown; Wittwer, 2000). O desenvolvimento da PCR em
tempo real (QPCR) também vem permitindo a quantificacdo acurada de espécies do
complexo Leishmania e o monitoramento, em tempo real, do produto amplificado
(Verma et al., 2010).

Outro método considerado simples e de baixo custo € o teste de aglutinagao
direta (DAT). Este teste semi-quantitativo, foi desenvolvido para utilizagcdo em
campo, que foi muito utilizado em areas endémicas da india (Sundar et al., 2006). A
grande vantagem do DAT é devido a sua realizagdo em laboratério com
infraestrutura limitada. Varios estudos tém demonstrado sensibilidade variando entre
93,4 a 98,9% e especificidade entre 85,9 a 96,9% (Chappuis et al., 2006; Sundar et
al., 2007; Oliveira et al., 2009).

Meétodos de diagndsticos moleculares utilizando o DNA tém sido explorados
visando a superar as inumeras limitagcbes que os métodos diagnosticos de rotina
apresentam. Essa técnica se tornou uma ferramenta utii e muito usada no
diagndstico da LVC. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica que
vem sendo empregada com frequéncia no diagndstico e monitoramento das
leishmanioses. E capaz de detectar quantidades minimas de DNA de Leishmania
em ampla variedade de amostras clinicas de homem, caes, reservatorios silvestres e
vetores. Varios trabalhos tém mostrado que os ensaios moleculares permitem uma
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deteccdo mais rapida e sensivel de diversas doencas parasitarias, além da
possibilidade de caracterizacdo dos microrganismos envolvidos. A PCR oferece um
método confiavel e rapido para diagnosticar a infecgdo por Leishmania, com
sensibilidade de 70 a 100% e especificidade de 85 a 99% (No et al., 2001). A alta
sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e identificar o protozoario
envolvido (mesmo antes do aparecimento de quaisquer sintomas clinicos), o
monitoramento da carga parasitaria e o fato de poder ser aplicada diretamente em
amostras clinicas, produzindo um resultado confiavel dentro de poucas horas, sao
vantagens indiscutiveis da PCR em relagdo aos métodos de diagndstico tradicionais
(Gurumurthy et al., 2012).

Outra vantagem atribuida a PCR é que ela detecta o material genético do
parasito, podendo ser empregada como método confirmatério em caso de animais
recém-infectados ou assintomaticos que, na maioria dos casos, nao apresentam
soroconversdo e apresentam baixa carga parasitaria (Solano-Gallego et al., 2001;
Alves; Bevilacqua, 2004).

A sensibilidade das técnicas de PCR para deteccdo de Leishmania sp.
depende de varios fatores: as condi¢des fisico-quimicas da reagado, a concentragao
e a natureza do DNA da amostra e os iniciadores e sondas selecionados para a
regido alvo (Bastien et al., 2008). As regides-alvo mais frequentemente empregadas
tendem a ser altamente conservadas e repetitivas, como o gene da subunidade do
RNA ribossomal (rRNA) ou o DNA do minicirculo do cinetoplasto (KDNA) (Sundar;
Rai, 2002; Antinori et al., 2007; Bastien et al., 2008; Mir6 et al., 2008). Enquanto o
gene rRNA esta presente em 40-200 copias por célula, o minicirculo do KDNA esta
presente em 10 mil copias, que se encontram distribuidas entre dez classes de
sequéncias diferentes, conferindo uma elevada sensibilidade as PCR que utilizam
essa regidao como alvo (Lachaud et al., 2002). Esses iniciadores dirigidos para
amplificar a regido conservada podem ser utilizados para detectar todas as espécies
de Leishmania (Degrave et al., 1994).

Outra importante técnica € a PCR/RFLP (restriction fragment length
polymorphism), que é capaz de diferenciar Le. amazonensis de Le. braziliensis em
pacientes infectados (Volpini et al., 2004). Essa mesma técnica também permite
diferenciar Le. amazonensis e Le. braziliensis de Le. infantum, que se torna
importante em areas endémicas de LV e LTA, ja que Le. infantum e Le. braziliensis

s&o simpatricas. E importante dispor de testes de diagnéstico ndo sé para confirmar
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a presenga do parasita, mas também identificar e distinguir as espécies de
Leishmania em flebotomineos naturalmente infectados.
Exclusivo no diagndstico canino, segundo nota técnica do Ministério da

Saude (MS), Departamento de Vigilancias das Doengas Transmissiveis de
dezembro de 2011, o teste rapido imunocromatografico Dual Path Platform (TR-
DPP®), patenteado pela Chembio Diagnostics e desenvolvido pelo Instituto
Biomanguinhos/Fiocruz, passou a ser o teste de triagem nos inquéritos caninos e o
ensaio imunoenzimaticos (ELISA), o teste confirmatdrio do diagnéstico da LVC
(Brasil, 2011). Um estudo de Grimaldi et al. (2012), utilizando o teste rapido DPP,
demonstrou elevada especificidade (96%) e baixa sensibilidade (47%) na
identificacdo de cées assintomaticos infectados, no entanto a sensibilidade do teste
é significativamente maior (98%) para detecgédo de animais sintomaticos.

Outra possibilidade de diagnéstico de menor custo, porém menos sensivel, é
a disseccao dos flebotomos e posterior anadlise do seu tubo intestinal sob
microscopia oOptica (Myskova et al., 2008). Ja a técnica do xenodiagndstico baseia-
se na detecgdo e isolamento do patégeno usando o préprio vetor natural que é
colocado para alimentar-se no hospedeiro. Apds o repasto sanguineo, diferentes
métodos podem ser empregados para avaliar a presenga da Leishmania no
flebotomineo, como a PCR que ¢é altamente especifica e sensivel, podendo detectar
cerca de 10 leishmanias por vetor (Michalsky et al., 2007; Myskova et al., 2008). A
técnica de xenodiagnodstico é extremamente util para avaliar a importancia
epidemioldgica de caes parasitados com Leishmania, permitindo estabelecer ndo sé
as taxas de alimentagdo de flebotomineos, mas também fornecendo dados
importantes sobre o potencial destes caes na transmissibilidade da infecgdo (Molina
et al., 1994; Michalsky et al., 2007).Embora seja uma técnica de grande utilidade,
sua utilizacdo nao é recomendada na rotina, sendo seu uso limitado a pesquisa,
uma vez que sO pode ser executada em laboratérios especializados, onde uma
colonia de flebotomineos esteja bem estabelecida (da Costa-Val et al., 2007; Maia e
Campino, 2008).
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1.9 Controleda LV

O PCLV no Brasil, iniciado ha mais de 50 anos, tem como objetivo
interromper a cadeia de transmissao em diferentes niveis. O Ministério da Saude
tem preconizado o diagndstico precoce e o tratamento do paciente humano, a
identificacao e eliminagao do reservatério doméstico em areas de LV, e redugao do
contato homem-vetor pelo uso de telas, mosquiteiros, repelentes topicos, borrifagao
ambiental e manejo ambiental (Brasil, 2006; Boraschi; Nunes, 2007).

O uso de inseticidas residuais de forma continuada (fosforados e
piretroides sintéticos) no interior das casas e abrigos de animais, por aspersao
espacial ou por aplicacao residual, sdo medidas especificas para a forma adulta da
Lu. longipalpis (Tesh, 1995; Costa; Vieira, 2001; Lacerda, 1994; Monteiro et al.,
1994). Essa medida é considerada eficiente para reduzir a populagao peridoméstica
dos flebétomos e, consequentemente, a transmissao parasitaria. Contudo, diante da
descontinuidade das ag¢des de controle, os programas, em sua maioria, tém obtido
efeito temporario e, como consequéncia, observa-se a reinfestacdo dos ambientes e
o reaparecimento de casos humanos e caninos de LV.

Existem medidas alternativas para controle de flebotomineos, usados
principalmente durante o periodo de maior densidade vetorial. Em areas endémicas,
a utilizacdo de coleiras impregnadas com deltametrina ou mesmo o tratamento
tépico por meio de banho ou aplicacéo localizada em caes pode diminuir a taxa de
infeccdo canina, por evitar que o vetor se aproxime do reservatorio (Manzillo et
al.,2006; Killick-Kendrick et al., 1997; Lucientes, 1999; David et al., 2001; Gavgani et
al., 2002). Recomenda-se também a colocagao de telas e malhas finas impregnados
com inseticida nas residéncias e canis (Brasil, 2006; Feliciangeli et al., 1995;
Perruolo, 1995; Killick-Kendrick et al., 1997).

O manejo ambiental tem sido indicado na limpeza de quintais, terrenos e
pracas publicas, realizacdo de podas, alterando as condi¢gdes dos meios que
propiciem o estabelecimento de criadouros das formas imaturas do vetor. Medidas
simples, como limpeza urbana, eliminagdo dos residuos, eliminagdo de fonte de
umidade e a ndo permanéncia de animais domésticos dentro das casas contribuirdo
para evitar ou reduzir a proliferagao do vetor (Brasil, 2006).

Com relagao aos reservatérios, a medida de controle usada no ciclo

urbano ou rural € a realizagdo de inquéritos soroepidemioldgicos, identificando os
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animais positivos e realizando a eutanasia destes (Ledo, 1997). Essa estratégia,
apesar de sistematicamente empregada, tem apresentado resultados questionaveis,
tornando-a, entre todos os métodos propostos para controle da doenca, o mais
controverso e o menos aceito pela sociedade (Oliveira et al., 2008). Existem autores
que contestam a eliminacdo canina, devido ao alto custo, ser extremamente
laboriosa e de eficacia duvidosa. Isso provavelmente devido a baixa sensibilidade
dos testes sorologicos utilizados para a deteccédo e do atraso na remogao dos caes
das areas endémicas, e da resisténcia dos proprietarios dos caes na retirada dos
animais (Borja-Cabrera et al., 2002).

Entretanto, existem autores que comprovam a redugdo de casos
humanos de LV em locais onde houve eutanasia de caes e as medidas de controle
realizadas de forma conjunta e sistematica (Magalhaes et al., 1980; Ashford, 1996;
Barata et al., 2011). A captura de caes errantes é essencial, especialmente em
areas urbanas, por ser fonte disseminadora de diversas doencgas de importancia
meédico-sanitaria, entre elas a LV. No caso das doagdes de caes, é recomendada a
realizacédo de exames sorolégicos antes da doagédo desses animais, principalmente
em areas de transmissao da LV.

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

Quanto as atividades de educagdo em saude, € importante que seja
distribuido a populacdo de areas endémicas material informativo sobre a LV e que
este contenha mensagem clara e pedagogica. O material educativo deve reduzir
significativamente a complexidade da informagao sobre a doenca, ja que é comum
ser encontrada em informativos linguagem imprépria e técnica, gerando erros
conceituais sobre o assunto (Luz et al., 2005).

A inexisténcia de tratamento efetivo para a cura total da doenca canina e
a polémica sobre a eliminagao indiscriminada de caes infectados levaram a tentativa

de desenvolvimento de novas estratégias de controle, como o desenvolvimento de
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vacinas caninas. Essa descoberta seria a mais eficiente medida de controle para a
LV, que podera ter um impacto na diminuicao da prevaléncia da infec¢do canina e,
consequentemente, da humana (Marzochi, 1985; Hommel et al., 1995, Tesh, 1995;
Dye, 1996).

O Brasil é o primeiro pais no mundo a ter vacinas contra LV canina sendo
vendidas. Existem atualmente duas vacinas registradas no Ministério da Agricultura
e Pecuaria e Abastecimento (MAPA): a Leishmune®, registrada em 2003 pela Fort
Dodge (Palatnik-de-Sousa, 2012) baseada no antigeno glicoproteico ligante de
fucose e manose (FML) de Le.donovani com adjuvante saponina (Da Silva et al.,
2001; Borja-Cabrera et al., 2002; Parra et al., 2007), e a Leish-Tec®, registrada em
2007 pela Hertape Calier Saude Animal (Hermont, 2008), que contém o antigeno A2,
proteina recombinante do estagio amastigota de varias espécies de Leishmania, e
como adjuvante a saponina (Coelho et al., 2003; Zanin et al., 2007; Fernandes et al.,
2008). Essas vacinas, somadas a CaniLeish® (Virbac, Franga), langada em 2011 na
Unido Europeia (Moreno et al., 2012), sdo as trés unicas vacinas comerciais contra a
LV canina em todo o mundo até o momento.

Entretanto, apesar de ambas as vacinas registradas no MAPA cumprirem
com os requisitos técnicos exigidos, o Ministério da Saude nao autorizou seu uso em
saude publica, devido a falta de dados convincentes sobre sua efetividade (Brasil,
2009; Brasil, 2007, Brasil, 2005).

QOutra limitacdo para a utilizacdo da vacina Leishmune® ¢é a
impossibilidade de distinguir animais infectados de vacinados gerando um problema
especifico para levantamentos soroepidemioldgicos e, por consequéncia, nas
campanhas de erradicagdo da LV, ja que os testes sorolégicos baseiam-se na
deteccdo do IgG total, tornando esses cées vacinados passiveis de eutanasia,
conforme o PCLV de 2003 (Brasil, 2003). Segundo o MS, que determinou, em nota
técnica, a proibicdo do uso da vacina, os ensaios biolégicos devem demonstrar a
distincdo entre infeccdo natural pela Le. infantum e a resposta imune a vacina por
testes de rotina; e comprovacao inequivoca da sua capacidade de bloquear o ciclo
da doenca, contudo os estudos publicados até o momento ainda nao atenderam tal
demanda do MS (Saraiva et al., 2006; Fernandes et al., 2008). Devido a essa
problematica, muitos estudos atualmente estdo sendo conduzidos para o
desenvolvimento de um teste soroldgico especifico e discriminatério de subclasses
de 1gG, que poderia fornecer informagdes sobre a imunupatogénese natural do

hospedeiro humano e canino (Oliveira et al., 2009).
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Em um estudo realizado em 2014, entre os cdes imunizados com as vacinas
Leishmune® ou Leish-Tec® nao houve diferenca significativa observada nos caes
vacinados, com relagdo a taxas de soroconversao, sinais clinicos, parasitismo e
transmissdo do parasita para o vetor por xenodiagnéstico. Entretanto os animais
vacinados com Leishmune® apresentaram maiores niveis de IgG, 1gG1, 1gG2 e os
animais vacinados com Leish-Tec ® apresentaram maior reagdes adversas com

maior frequéncia de gravidade. (Fernandes et al., 2014).
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2  JUSTIFICATIVA
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As leishmanioses, nos ultimos anos, sdo consideradas prioritarias entre
as doencas tropicais e vém aumentado sua importdncia no contexto da saude
publica em varios paises, devido a expansao de sua area de abrangéncia com o
processo de urbanizagao, invadindo areas indenes da doencga, e reemergéncia em
focos endémicos antigos, aumentando o numero de casos humanos e caninos da
doenca.

O primeiro caso autoctone de LV em Sabara ocorreu em 1959 (Moreno et
al., 2002). No ano de 1989, foi notificado o oObito de uma crianga de 2 anos
acometida de LV, residente no bairro Alvorada. Estudos mostraram que, nesses
locais, havia a presenca do vetor e caes positivos nas residéncias, e em areas
adjacente a residéncia da crianga doente, reforcando a hipétese da ocorréncia de
transmissao de leishmaniose no local (Genaro et al., 1990).

Segundo o Minitério da saude, o esquema de classificagado de areas para
transmissao de LV deve ocorrer com meédia casos dos ultimos trés anos da seguinte
forma: média casos < 2,4 considerada area de esporadica transmissdo, médias
casos = 2,4 e < 4,4 sao consideradas areas de moderada transmisséo e areas com
média casos = 4,4 considerada areas de intensa transmissdo. O municipio de
Sabara foi caracterizado pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), do
Ministério da Saude, como area de intensa transmissao de LV, devido a presenca
elevada do vetor, a alta taxa de prevaléncia canina e a ocorréncia de casos
humanos, traduzindo-se em um grave problema de saude publica.

Desde 2003, houve um aumento significativo do numero de casos
humanos notificados de LV no municipio de Sabara, sendo 10 em 2003; 7 em 2004;
18 em 2005; 9 em 2006; 10 em 2007; 18 em 2008; 8 em 2009; 4 em 2010; 7 em
2011; e 5 em 2012. Em relagao a prevaléncia canina no municipio de Sabara, no
ano de 2009, os inquéritos soroldgicos caninos passaram a ser censitarios, com taxa
média de soroprevaléncia de 4,37%.

O numero crescente de notificagdes de casos de LV humana e canina
impulsiona a tragar o perfil de LV do municipio de Sabara de forma conjunta,
analisando os varios aspectos relacionados a epidemiologia da LV (infeccdo canina
associada a densidade vetorial e a notificagcdo de casos humanos), apontando as
principais areas de risco, visando a direcionar, de uma forma mais precisa, as agdes

de controle da LV.
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3 OBJETIVOS
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31 Geral

- Estudar os aspectos ecoepidemioldgicos envolvidos na transmissao da LV no

municipio de Sabara.

3.2 Especificos

a) Estudo de flebotomineos

- Determinar a fauna de flebotomineos das areas selecionadas.

- Estabelecer a flutuagcdo mensal das espécies de flebotomineos e correlaciona-la
com algumas variaveis climaticas (Precipitagdo pluviométrica, umidade relativa do ar
e temperatura).

- Verificar a preferéncia alimentar de espécies de flebotomineos.

- Estudar a infecgdo natural por Leishmania dos espécimes vetores através de

métodos moleculares.

b) Estudo da leishmaniose visceral em caes

- Determinar a soroprevaléncia anual da LVC nas areas selecionadas.

- Necropsiar e coletar amostras biolégicas de bacgo, linfonodo mesentérico, medula
Ossea e pele dos caes soropositivos.

- Detectar a infecgao e identificar a espécie de Leishmania nas diferentes amostras

dos caes soropositivos.
c) Epidemiologia descritiva

- Georrefenciar os casos humanos, caninos e o0s pontos entomoldgicos com

presenca de Lu. longipalpis.

43



4 METODOLOGIA
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41 Areade estudo

O municipio de Sabara esta localizado na regido metropolitana de Belo
Horizonte, estado de Minas Gerais. Limita-se ao norte com Taquaracu de Minas, a
leste com o municipio de Caeté, ao sul com Raposos e Nova Lima, e a oeste com os
municipios de Santa Luzia e Belo Horizonte (FIG. 2 e 3).

Sabard tem area de 302 km? correspondendo a 5,1% da regido
metropolitana de BH. Com 707 m? de altitude, tem sua posi¢do determinada pelas
coordenadas geograficas de 19°53’'06” de latitude sul e 43°48'01” de longitude
oeste. Sua populagéo estimada é de 132 636 habitantes (IBGE, 2013).

O relevo caracteriza-se por uma paisagem montanhosa, com fortes
rupturas de declive e vales encaixados. Predominam os itabiritos, calcareos
dolomiticos e filitos pertencentes a Série Minas, em contato com as rochas
gnaissicas da regido de Belo Horizonte. O municipio esta localizado na bacia do Rio
das Velhas e desenvolve-se ao longo do Ribeirdo Sabara e do proprio Rio das
Velhas. O clima é tropical de altitude com verdes quentes, chuvas predominando
nos meses de outubro a abril, com totais pluviométricos variando em torno de 1 500
mm anuais (Sabara-Net, 2014)

A temperatura média anual é de cerca de 21° C. A média das maximas
fica em torno de 27° C e a das minimas, de 16° C. A média da umidade relativa do ar
€ de 72,2%. A vegetacdo predominante é o cerrado. A presenga do coqueiro
macauba comprova a existéncia de uma vegetacao primitiva do tipo mata tropical. A
area de preservagao da natureza é o Parque Chacara do Lessa, ponto ecoldgico de
Sabara (Sabara-Net, 2014).

S e

FIGURA 2 - Localizagdo geografica de FIGURA 3 - Vista parcial do municipio de
Sabara. Sabara.
Fonte: Wikipédia Fonte: Pedro Resende
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4.2 Escolha dos bairros para o estudo

Todos os bairros do municipio de Sabara possuem caracteristicas fisicas
parecidas, sendo todos bairros urbanizados. Entretanto, para nosso estudo,
escolhemos os bairros apontados pelo Centro de Controle de Zoonose (CCZ) com
maior problematica para LV, apresentando casos recentes da doenca.

Para o levantamento entomoldgico, foram escolhidos oito bairros do
municipio de Sabara (Alvorada, Novo Alvorada, Alvorada Velho, Bom Retiro, Nova
Vista, Casa Branca, Rio Negro e Ana Lucia), areas consideradas criticas em relagéo
a transmissao de LV no municipio. A escolha dos bairros baseou-se na ocorréncia
de casos caninos e também na ocorréncia de casos humanos da doenca (FIG 6). As
residéncias foram escolhidas e georreferenciadas de acordo com os seguintes
critérios: acumulo de matéria organica, presenga de arvores frutiferas, vegetagéo

favorecendo areas sombreadas e presenga de animais domésticos (FIG. 4).

FIGURA 4 - Exemplos de residéncias onde foram realizadas as capturas entomoldgicas no
municipio de Sabara.

Fonte: Erika Michalsky Monteiro
4.3 Levantamento entomolégico

As capturas entomoldgicas foram realizadas utilizando-se armadilhas
luminosas do tipo HP (Pugedo et al., 2005), sendo uma instalada no intradomicilio e
outra no seu respectivo peridomicilio, de maneira sistematica e de forma pareada,
para fornecer subsidios para os estudos de endofilia e exofilia. As armadilhas foram
colocadas em locais sombreados, proximos a galinheiros e a outros locais com
presenca de animais domésticos. Estas foram expostas a partir das 18 horas e
recolhidas as 8 horas da manha seguinte, durante trés noites consecutivas de cada

més, realizadas sistematicamente durante 24 meses nas areas selecionadas,
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correspondendo a 1152 coletas no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012.
O material entomoldégico capturado foi distribuido da seguinte forma: nos 1°, 2° e 3°
dias de coleta, todos os machos foram acondicionados em tubos de hemdlise
contendo alcool 70% visando a identificacdo taxondmica. As fémeas ingurgitadas
coletadas nas trés noites foram destinadas para identificagdo de repasto sanguineo,
e foram sacrificadas por congelamento, paralisando sua digestdo. As fémeas néao
ingurgitadas do 3° dia foram encaminhadas vivas ao Laboratério de Leishmanioses,
para serem dissecadas, identificadas e examinadas, e, posteriormente, submetidas
a analises de biologia molecular. Essas foram acondicionadas em tubos de
criopreservagédo contendo DMSO 6% que preserva as células evitando seu
rompimento e posteriormente congeladas a -20° C para futuramente realizar analise
molecular (Nested PCR). As fémeas nao ingurgitadas do 1° e, 2° dias de coleta,
foram acondicionadas em tubos de hemdlise contendo &lcool 70% visando a

identificacéo taxonémica ( FIG 5).

FIGURA 5 - Esquema de direcionamento dos espécimens capturados do estudo entomoldgico no
municipio de Sabara, no periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2012.
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m  Pontos de capturas entomoldgicas

FIGURA 6 - Pontos de capturas entomolégicas no municipio de Sabara, no periodo de
Janeiro de 2011 a Dezembro de 2012.

Fonte: Google maps
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4.3.1 Montagem e identificacdo das espécies de flebotomineos capturadas

Os espécimes capturados foram sacrificados por congelamento e triados.
Durante a clarificacdo os insetos sao colocados em pequenas placas de Petri, numa
solugao de hidréxido de potassa (KOHI a 10%, onde permanecem entre 2-3 horas,
para que haja o amolecimento da quitina; apos esse periodo séo transferidos para
outras placas de Petri com acido acético, por um periodo de 15-20 minutos, para
retirar o excesso de hidroxido de potassa; a seguir, lava-se em agua destilada por 15
minutos por 3 vezes; os insetos permanecem em lactofenol por 24 hora, para
diafanizar; em seguida sdo montados entre lamina e laminula, em liquido de
Berlese, procedimento baseado na metodologia preconizada por Langeron (1949),
com modificagdes (Tabela 1).

Para a identificagcdo, os insetos foram montados em Berlese, um meio
aquoso de baixa refringéncia, que possibilita passagem de luz com maior
intensidade, facilitando a observacado das estruturas internas, necessarias para a
identificacao taxonémica de machos e fémeas. Todo material foi analisado no

Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz.

Flebotomineos
Potassa 10% 3h
Acido acético 10% 20 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Lactofenol 24 h

Quadro 1: Protocolo de preparagao de flebotomineos para montagem, segundo normas preconizadas
pelo Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou (Langeron, 1949).

A identificacdo a nivel especifico foi realizada de acordo com Young e
Duncan (1994), por meio do uso de descrigdes especificas, chaves taxonémicas e
comparagdes com exemplares da colecdo-referéncia do Laboratério de
Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou (FIG. 7). O material que nao
permitir identificar a nivel especifico, devido a ndo integridade de alguns exemplares,

serdo identificados apenas a nivel de género.
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Legenda
A - Cabega do macho
B - Flagelomero Il do macho
C - Cabega da fémea
D - Flageldmero Il da fémea
E - Cibario e faringe da fémea
F - Cibario da fémea
G - Asa da fémea
H - Asa do macho
I- Bomba e filamentos genitais
J- Termindlia do macho
K- Corpo da espermateca
L- Forquilha e espermateca
M- Espermatecas

N- Bomba genital

O- Paramero do macho

FIGURA 7 - Principais estruturas de identificacao dos exemplares de flebotomineos machos e fémeas

Fonte: Young; Duncan (1994)

4.3.2 Preparacao das fémeas capturadas para identificacdo taxonémica,
deteccédo de infeccdo natural e repasto sanguineo

A disseccdo das fémeas capturadas consistiu na retirada dos trés ultimos
segmentos abdominais e cabeca; esses segmentos foram montados entre lamina e
laminula utilizando-se liquido de berlese, e identificados ao nivel especifico. Para
analise de infecgcdo natural, foi realizada a Nested com o restante que sobrou do
corpo da fémea, que foram acondicionados em tubos tipo eppendorf, formando pools
de até dez espécimes; para analise do repasto sanguineo, em que foi utilizada a
técnica de citocromo b, as fémeas foram acondicionadas individualmente em tubos
tipo eppendorf, ambos devidamente rotulados de acordo com o bairro, casa e

especie, e armazenados a -20° C para analises moleculares posteriores.
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4.4 Extracao de DNA das fémeas capturadas para detecg¢ao de infecgao
natural e determinagao da fonte alimentar

As fémeas foram dissecadas para a confirmacdo da espécie e, para
deteccdo de infecgdo natural, foram agrupadas em pool de até dez individuos em
microtubos de fundo cbénico, para extracdo de DNA, verificando posteriormente a
infeccao por Leishmania. A extracado foi realizada através do kit de extragcdo de
tecidos e células da GE Amersham Biosciences e armazenados a -20° C para
posterior utilizacdo. Para determinacdo da fonte alimentar, as fémeas
acondicionadas individualmente em microtubos de fundo cénico foram extraidas
através do kit Puragene® Core KitA da Qiagen, conforme especificagbes do

fabricante e armazenados a -20° C até a sua utilizagéo.

4.4.1 Reacéo da polimerase em cadeia (PCR) de gene constitutivo de
flebotomineo (cacofonia)

A amplificagdo de um gene constitutivo do DNA de flebotomineos
(cacofonia) teve como objetivo confirmar a presenga do DNA de Lutzomyia spp.,
validando, assim, o processo de extracdo. Foi utilizado um par de iniciadores que
amplificam a regido IVS6 do gene constitutivo especifico (cacofonia) de
flebotomineos neotropicais do género Lutzomyia.

A técnica foi realizada utilizando-se os seguintes iniciadores: 5' GTG GCC
GAA CAT AAT GTT AG 3' e 5" CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3' (Lins et al.,
2002). A amplificacdo do gene constitutivo foi realizada em equipamento
termociclador automatico (Perkin-Elmer - GeneAmpPCRSystem 2400). A mistura
para a reagao foi feita utilizando um kit para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR
Beads/GE Healthcare) que contém aproximadamente 2,5 unidades de PureTaqTM
DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 200 mM
dATP, dCTP, dGTP e dTTP e estabilizadores, incluindo BSA. A cada bead, foram
adicionados 1 ul de cada iniciador (20 pmol) e 21 pl de agua MilliQ. Preparados os
tubos, foram adicionados 2 uyl de DNA (cerca de 10 ng/mL). O programa de
amplificacdo utilizado foi: 94° C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de

amplificagdo, 94° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 30
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segundos e uma extensao final de 72° C por 10 minutos e resfriamento a 4° C. Em
cada conjunto de reacdo de PCR, foram incluidos um controle negativo e um
positivo. Como controle negativo da reacdo, foi utilizado um tubo com todos os
reagentes, exceto o DNA, e, no controle positivo, adicionado DNA purificado de

flebotomineo do género Lutzomyia.

4.4.2 ldentificacdo da fonte alimentar de flebotomineos

Os flebotomineos capturados foram transportados vivos até o laboratdrio,
onde as fémeas ingurgitadas foram sacrificadas por congelamento e analisadas
individualmente.

A reacao de PCR do gene do citocomo B foi preparada com a utilizagao
dos iniciadores cytb1: 5- CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA -3’ e cytb2: 5'-
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA -3' para um volume final de 25 ul. A mistura
para a reagao foi feita utilizando um kit para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR
Beads/GE Healthcare) que contém aproximadamente 2,5 unidades de PureTaqTM
DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCI (ph 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgClI2, 200 mM
dATP, dCTP, dGTP e dTTP e estabilizadores, incluindo BSA. A cada bead, foram
adicionados 1 ul de cada iniciador (20 pmol) e 21 pl de agua MilliQ. Preparados os
tubos, foram adicionados 2 pl de DNA (cerca de 10 ng/mL). A amplificacdo foi
processada em aparelho termociclador automatico utilizando o seguinte ciclo:
desnaturagdo inicial a 94° C por cinco minutos, seguido de 35 repeticbes de
desnaturagao a 94° C por 30 segundos, anelamento a 55° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos, extensao final a 72° C por cinco minutos e

resfriamento a 4° C.

4.4.3 Deteccao dainfeccdo natural de Lu. longipalpis por Leishmania spp.

Para determinar a taxa de infecgcao natural, as amostras de DNA foram
extraidas dos pools das fémeas coletadas. Estas foram agrupadas em pools de até
dez exemplares e analisadas por meio da técnica Nested PCR (LnPCR) dirigida ao

gene SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um fragmento desse gene, que € uma
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regido conservada entre todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992;
Cruz et al., 2002, 2006).

Para a amplificacdo das amostras, foi realizada uma amplificag&o inicial
de um fragmento de aproximadamente 603 pb, utilizando-se dos iniciadores R1: &’
GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5" GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG
3, seguida da amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir
do produto amplificado da primeira reacao, utilizando-se dos iniciadores R3: 5" TCC
CAT CGC AAC CTC GGT T 3" e R4: 5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 37, como

demonstrado na FIG. 8.

Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela PCR,
utilizando os iniciadores R1 e R2 (primeira reagao)

e N

R3

I
|
|
|
3 |
- /
Y
Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela PCR

utilizando os iniciadores R3 e R4 (segunda reagao)

FIGURA 8 - Desenho esquematico do resultado da Ln-PCR destinada a amplificar um fragmento do
gene SSUrRNA de Leishmania
Fonte:Eduardo de Castro Ferreira

A mistura para a reacado foi preparada para um volume final de 25 pl
utilizando um kit para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare) que
contém aproximadamente 2,5 unidades de PureTagTM DNA Polymerase, 10 mM
Tris-HCI (ph 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl2, 200 mM dATP, dCTP, dGTP e dTTP e
estabilizadores, incluindo BSA. A cada bead, foram adicionados 1 ul de cada
iniciador (20 pmol) e 13 mL de agua MilliQ. Preparados os tubos, foram adicionados
10 pl de DNA (cerca de 10 ng/mL). Em tubos contendo 1 mL de H,O, foram diluidos
25 pl de produto da primeira reagao, para serem utilizados como template da
segunda PCR. Esta foi preparada para um volume final de 25 ul contendo 10 pl do

produto amplificado diluido, e foi utilizado o mesmo kit de PCR Bead.

53



A amplificagcdo foi processada em aparelho termociclador automatico,
utilizando o seguinte ciclo: desnaturacéao inicial a 94° C por cinco minutos, seguido
de 35 repeticdes de desnaturagao a 94° C por 30 segundos, anelamento a 60° C por
30 segundos e extensdo a 72° C por 30 segundos, para a primeira reagao e
desnaturagao inicial a 94° C por cinco minutos, seguido de 30 repeticbes de
desnaturagcao a 94° C por 30 segundos, anelamento a 65° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos. A extensao final foi a 72° C por cinco minutos
para ambas as reacgdes e resfriamento a 4° C.

Em todas as reacgbes foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA
extraido de cultura de Le. infantum, e como controle negativo foi utilizada H,O

destilada estéril como template.

4.4.4 Andlise dos produtos amplificados pela PCR

Os produtos amplificados pelas PCRs utilizando iniciadores que
amplificam fragmentos do gene constitutivo de flebotomineos (cacofonia) e do gene
do SSUrRNA foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 2%

corados com brometo de etidio e examinados em exposig¢ao a luz ultravioleta (UV).

4.4.5 Calculo dataxa minima de infeccao natural

Por estarem acondicionados em pools, a taxa minima de infecgdo natural

(TMI) para a espécie de flebotomineo foi calculada pela seguinte férmula:

TMI = n° de pools positivos de cada espécie x 100
total de individuos da espécie
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4.4.6 Sequenciamento SSURrNA para determinacédo da espécie de Leishmania
e determinacgéo da fonte alimentar

Para a identificagdo das espécies de Leishmania e da fonte alimentar
utilizada pelos flebotomineos, foi realizado o sequenciamento do produto amplificado
pela segunda reagao da LnPCR (fragmento esperado de aproximadamente 353 pb)
e pela PCR do citocromo B.

Todas as bandas de 353 pb e 358 pb com intensidade consideravel foram
cortadas e purificadas utilizando o kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen),
de acordo com as especificagdes do fabricante. O produto amplificado e purificado,
eluido em 20 pl de H,O destilada e estéril, foi utilizado como template para uma
amplificagdo anterior ao processo de sequenciamento.

A reacdo de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume
final de 10 pl, formada por 1 pl do Premix (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 ul de
tampao do BigDye, 1 pl dos iniciadores (R3 e R4 para Leishmania) e (Cyt1 e Cyt2
para repasto sanguineo), na concentragéo de 3,2 pmol e cerca de 1 pl do produto de
PCR e 5 ul de H20. Esse mix foi colocado em um termociclador com o seguinte
programa: 94° C por trés minutos, seguido de 30 ciclos de 96° C por um segundo,
65° C por cinco segundos (essa temperatura depende da temperatura de
anelamento do iniciador utilizado) e 60° C por quatro minutos. O sequenciamento
propriamente dito foi posteriormente realizado em sequenciador automatizado ABI
3730 (Life Technologies ) e um kit adequado (v3.1 Cycle BigDye® Terminator) em
ambas as dire¢des (Foward e Reverse).

Para a analise bioinformatica, os softwares usados para edicao da sequéncia
e alinhamento foram o BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit.html) e BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Essas analises incluem a edi¢do, alinhamento e a
busca de sitios de restricdo das sequéncias estudadas.

As sequencias obtidas foram alinhadas com as sequencias depositadas
no GenBank : Le. Braziliensis (M80292.1), Le. Amazonensis (M80293.1) e Le.
Infantum (M81430.1); fornecendo as informag¢des necessarias para a identificagao
da espécie de Leishmania circulante nos vetores e reservatorios domésticos e da

espécie de animal onde foi realizado o repasto sanguineo.

55



4.5 Influencia dos fatores climaticos na densidade populacional dos
flebotomineos

Para avaliar a influéncia das variaveis climaticas (precipitagcao
pluviométrica, umidade relativa do ar e temperatura) em relagdo ao numero de
flebotomineos capturados, foram utilizados os dados climatolégicos obtidos no
Instituto Nacional de Meteorologia — 5° Distrito Belo Horizonte e a densidade de
flebotomineos capturados durante o periodo de estudo. Esses dados obtidos foram

analisados estatisticamente.

4.6 Inquérito Canino

A realizagdo do inquérito canino permite identificar a prevaléncia de caes
infectados, assim como a localidade onde estes se encontram, para realizar o
diagndstico epidemiolégico e desenvolver politicas publicas para o enfrentamento
dessa situagao.

Foi realizado inquérito censitario sorolégico na populagédo canina da area
de estudo do municipio de Sabara, visando determinar a incidéncia anual de LVC
nas areas selecionadas nos anos de 2011 e 2012. Neste trabalho, foram avaliados
os caes domiciliados na area de estudo, para que fosse calculada a taxa média de
positividade canina anual do municipio.

Posteriormente, foram coletadas amostras de sangue por pungéo na veia
marginal auricular e transferidas, por capilaridade, para laminas de papel de filtro
(FIG. 9). As laminas foram separadas por papel celofane, para evitar a
contaminagao das amostras, e devidamente identificadas com o nome do animal,
cédigo da amostra e data de coleta. No momento da coleta, foram utilizados os
formularios de rotina do PCLV do municipio: boletim diario de inquérito canino com
identificacdo das amostras, responsavel pela coleta, nome e endereco dos
proprietarios e nome do cao; protocolo de coleta de sangue para LV contendo
cbédigo da amostra, dados do proprietario e dados do cao. Apos a coleta o material,
este foi enviado para o Laboratério de Zoonoses da Secretaria Municipal de Saude
de Sabara, onde foram realizados os métodos diagndsticos de reacédo de
imunofluorescéncia indireta RIFI (Camargo; Rebonato 1969) e ELISA (Voller et al.,
1979), em eluatos de sangue dessecado em papel filtro, segundo normas técnicas
editadas no Manual de Controle da LV pela Secretaria de Vigilancia em Saude
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(SVS/MS) (Brasil, 2003). A diluicdo discriminante do eluato foi de 1:40 padronizada
no laboratério. Eluatos que se apresentaram reativos nessa diluicdo foram
considerados positivos apds repeticdo e confirmacdo do resultado. A retirada dos
caes infectados e a eutanasia foram realizadas pelo Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) de Sabara. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA/Fiocruz), sob a licenga
n® LW-11/10 (protocolo n° P-28/10-3) (anexo 1). Todos os procedimentos utilizados
seguiram as normas técnicas estabelecidas pelo Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV, Resolugéo n°® 714, de 20 de junho de 2002). Os proprietarios dos
caes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido a respeito da coleta de

amostras para biépsia.

2153

FIGURA 9 - Pungéo da veia marginal auricular do cao
Fonte: Erika Michalsky

4.6.1 Eutanésia e necropsia dos caes soropositivos

Apos realizagdo do inquérito canino, todos os caes considerados
soropositivos para LV (assintomaticos e sintomaticos) foram eutanasiados e
necropsiados de acordo com o protocolo descrito a seguir.

Primeiramente, foi realizada uma inspegado ectoscopica, objetivando
preencher um boletim epidemiolégico no qual os caes foram caracterizados quanto
aos sinais clinicos sugestivos de LVC e definido o status clinico (assintomatico e
sintomatico) de cada animal.

Em seguida, o cao foi anestesiado com Thionembutal (30 mg/mL) por via

endovenosa e primeiramente realizada a puncdo de medula dssea utilizando-se
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agulha de Salah (FIG. 10). Para a puncéo, foi feita a assepsia do local com alcool
70% e, em seguida, introduzida agulha na regiao da articulagdo fémur-tibio-patelar,
perfurando a crista da tibia, possibilitando amostra de aspirado da medula éssea.
Posteriormente, o cido foi eutanasiado utilizando-se solugcdo saturada de cloreto de
potassio, via endovenosa, na propor¢ao de 0,5 mL/kg de peso do animal. Com o
animal em decubito dorsal, a pele da regido abdominal ventral foi rebatida e feita
incisao pré-retroumbilical abrindo a cavidade abdominal (FIG. 11). Com a regido
abdominal rebatida, foram recolhidos, com auxilio de tesoura e pinga, fragmentos de
baco, linfonodo mesentérico e pele da regido distal da orelha (FIG. 12), necessarios

para realizacdo de estudos moleculares.

FIGURA 10 - Pungao de medula 6ssea (crista tibial)
Fonte: Erika Michalsky

FIGURA 11 - Incis&o pré-retroumbilical
Fonte: Erika Michalsky
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FIGURA 12 - Fragmentos de pele e bago
Fonte: Erika Michalsky

4.6.2 Isolamento de parasitos

A manutencédo dos parasitos foi feita em meio de cultura NNN (Nicolle,
1908) enriquecido com meio LIT (Liver infusion tryptose ou Schneider). Parte da
amostra de medula 6ssea coletada foi semeada a tubos contendo meio de cultura
NNN (Novy; Mc Nel, 1903; Nicolle, 1908) enriquecidos com LIT e mantidos a 25° C
1° C em estufa BOD (FIG. 13). O exame da cultura foi realizado semanalmente e
considerado positivo quando foi observada a presenca de formas promastigotas de
Leishmania. Quando nao ocorreu o aparecimento de formas flageladas depois de
seis semanas, a cultura foi considerada negativa. As amostras isoladas foram
criopreservadas e depositadas no banco de cepas do Laboratorio de Leishmanioses
do CPgRR.

FIGURA 13 - Semeadura de medula 6ssea em meio de cultura NNN/LIT
Fonte: Erika Michalsky
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4.6.3 Pesquisa direta de parasitos

Dos fragmentos de tecido retirados de cada cao, como baco, linfonodo
mesentérico, pele da regido distal da orelha e medula, foram realizados exames
direto por aposi¢céo (imprint) e esfregaco, para pesquisa de formas amastigotas de

Leishmania, sendo as amostras coradas em giemsa (FIG. 14).

FIGURA 14 - Imprint em lamina para diagndstico parasitologico
Fonte: Erika Michalsky

4.6.4 Extracdo de DNA de medula éssea e tecidos

Os fragmentos de pele, linfonodo mesentérico e bago foram processados
para pesquisa de Leishmania pelo kit de isolamento de DNA de células e tecidos
Genomic PrepTM (GE Healthcare). Para extragdo de DNA de medula 6ssea e
sangue, foi utilizado

o kit de cromatografia em coluna - GFXTM Genomic Blood DNA
Purification (GE Healthcare). Esses procedimentos foram realizados conforme

especificagcdes dos fabricantes.

4.6.5 Reacdo em cadeia da polimerase

A pesquisa de DNA do parasito e a determinacido da espécie de
Leishmania foram realizadas nas amostras de tecidos (bacgo, linfonodo mesentérico
e pele) e medula 6ssea, utilizando a técnica de Ln-PCR destinada a amplificar um
fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 2002,

2006) e, posteriormente, sequenciamento, como descrito para flebotomineos.
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4.7 Anadlises estatisticas

4.7.1 Testes realizados no estudo entomoloégico

e Para verificar se existe correlagao estatistica significativa entre as variaveis
climaticas precipitacdo, temperatura e umidade relativa do ar utilizamos o

teste de regressao linear multipla e testes de Pearson.

4.7.2 Testes realizados no estudo canino

e Para verificar se existe diferengca estatistica entre os grupos de céaes
sintomaticos e assintomaticos, avaliados pelos testes (Parasitologico direto,
PCR e Mielocultura) utilizamos o teste de Fisher.

e Para verificar se existe diferenga estatistica entre os tecidos analisados (pele,
medula, linfonodo e bacgo), utilizamos o teste qui-quadrado pareado com
McNemar.

e Para verificar se existe diferengca estatistica entre caes sintomaticos e
assintomaticos a partir da melhor técnica de diagndéstico utilizamos o teste

qui-quadrado pareado com MC Nemar.

e Para verificar se existe diferenca estatistica ente os resultados cumulativos
dos testes (Parasitologico direto, PCR e Mielocultura), utilizamos o teste qui-

quadrado Pearson ou Fisher

4.8 Distribuicao espacial dos casos humanos, caninos e pontos de coleta
entomologica

Em cada bairro, foi escolhida uma residéncia para capturas
entomoldgicas, e esses pontos foram georeferenciados por meio de GPS. Para
detectar conglomerados de casos humanos e caninos de LV no espaco, foram
utilizadas como unidades de analise as coordenadas x, y do ponto de captura, do
caso humano e dos casos caninos, obtida pelo GPS marca Etrex, utilizando a
projecdo “Sistema Universal Transverso de Mercator” (UTM). Os casos foram
alocados em seus respectivos setores censitarios de domicilio e foram realizadas
analises agregadas para identificacdo das areas de risco, por meio da confecg¢ao de

mapa.
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5 RESULTADOS
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5.1 Levantamento da fauna flebotominica

A fauna de flebotomineos da area estudada no municipio de Sabara foi
constituida de quatro espécies, sendo elas: Lutzomyia intermedia (Lutz; Neiva,
1912), Lutzomyia longipalpis (Lutz; Neiva, 1912), Lutzomyia cortelezzii (Brethes,
1924), Lutzomyia whitmani (Antunes; Coutinho, 1939). Foram capturados 519
exemplares no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012, sendo 450 machos
(87%) e 69 fémeas (13%) (TAB. 1). Foram classificados apenas a nivel de género
Lutzomyia spp. aqueles exemplares que faltavam estruturas corporais necessarias

para a identificacdo a nivel especifico.

TABELA 1 - Flebotomineos capturados no municipio de Sabara, utilizando armadilha luminosa HP, no
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012.

Espécies Machos Fémeas Total %

Lu. cortelezzii 8 4 12 2,30
Lu. intermedia -- 1 1 0,20
Lu. longipalpis 432 60 492 95,00
Lu. whitmani 7 1 8 1,50
Lutzomyia spp. 3 3 6 1,00

Total (%) 450 (87%) 69 (13%) 519 100

Os resultados desta pesquisa irdo se concentrar na espécie Lu.
longipalpis devido ao fato desta ser a maior responsavel pela transmissao de LV no
Brasil e ndo ter sido encontrada Lu. cruzi na fauna de Sabara; também devido ao
interesse especifico na epidemiologia de LV.

A espécie mais abundante foi a Lu. longipalpis, com 492 exemplares,
totalizando 95% dos exemplares capturados (FIG. 15); destes 432 (87%) eram
machos, e 60 (13%) eram fémeas (TAB. 1).

A relacado de Lu. longipalpis capturados mensalmente de acordo com os
bairros esta representada na TAB. 2. Pode-se observar na TAB. 3 que Lu.
longipalpis foi encontrada em todos os bairros estudados e que o bairro Alvorada
apresentou o maior indice dessa espécie (62%). Quanto ao comportamento de Lu.
longipalpis, 115 (23%) foram capturados no intradomicilio e 377 (77%) no
peridomicilio (FIG. 16).
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FIGURA 15 - Porcentagem de Lu. longipalpis em relagéo as demais espécies capturadas no
municipio de Sabara, utilizando armadilha luminosa HP, no periodo de janeiro de 2011 a
dezembro de 2012.

TABELA 2 - Numero mensal espécimes de Lu. longipalpis capturados nos bairros do municipio de
Sabara, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012.

Ano Més Alvorada Novo Ana Nova Bom Casa Rio Alvorada
Alvorada Lucia Vista Retiro Branca Negro Velho Total
2011 Jan 10 3 5 3 4 17 16 - 58
Fev 69 1 25 2 7 1 4 1 110
Mar 4 - 7 2 1 1 1 - 16
Abr 166 9 3 3 1 - 1 3 186
Mai 5 2 -- 2 1 -- -- -- 10
Jun 9 -- - - - - -- - 9
Jul 6 - - - - - -- 7 13
Ago 24 1 3 -- -- -- -- -- 28
Set -- 1 - - - - -- - 1
Out -- -- - - - - -- - 0
Nov - - - - - - - - 0
Dez 4 - - - - - - - 4
2012 Jan 1 1 1 - - 1 - - 4
Fev - 5 - - - - - - 5
Mar - - 2 1 1 - 1 - 5
Abr 1 3 - 3 - - 1 - 8
Mai - - 1 - - - - - 1
Jun - - 11 - 1 - - - 12
Jul - -- - - - 1 - - 1
Ago - - - - - - - - 0
Set 6 -- 2 - - - - - 8
Out - 1 - 1 - - - - 2
Nov 1 - 3 - - - 1 - 5
Dez - 2 2 - 1 1 - - 6
306 29 65 17 17 22 25 11 492
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TABELA 3 - Numero de espécimens de Lu. longipalpis capturados nos bairros do municipio de
Sabara, em relagao a endofilia e exofilia, utilizando armadilha luminosa HP, no periodo de janeiro de
2011 a dezembro de 2012

Bairros Peridomicilio Intradomicilio Total %
Alvorada 283 23 306 62
Alvorada Velho 6 5 11 2
Ana Lucia 14 51 65 13
Bom Retiro 11 6 17 3
Casa Branca 21 1 22 4
Nova Vista 10 7 17 3
Novo Alvorada 26 3 29 6
Rio Negro 6 19 25 5
377 115 492
o, 0,
Total (%) (76,62%) (23,38%) (100%) (100%)
4 ™\
" 115(23%)
M Intreadomicilio
W Peridomicilio
B Peridomicilio;
377(77%)
AN J

FIGURA 16 - Numero de espécimes de Lu. longipalpis capturados nos bairros do municipio
de Sabara, em relagédo a endofilia e exofilia, utilizando armadilha luminosa HP, no periodo
de janeiro de 2011 a dezembro de 2012
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5.2 Influéncia das variaveis climaticas na densidade populacional de Lu.
longipalpis

Nossos resultados mostraram que nao houve associagdo evidente entre o
numero de L. longipalpis e quaisquer das variaveis climaticas isoladamente.
Observou-se uma tendéncia no aumento do numero de espécimens capturados nos
dois meses apdés o periodo chuvoso (FIG. 17). A temperatura pareceu nao ter
influenciado na curva de flebotomineos (FIG. 18). Na FIG. 19, foram correlacionadas
precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar. Correlacionando precipitacao
pluviométrica e umidade relativa do ar por meio do teste de Pearson, observa-se

uma correlagao estatisticamente significativa (p < 0.0001).
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FIGURA 17 - Correlagdo entre o numero de flebotomineos capturados e a variavel climatica

(precipitacao pluviométrica) no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012, no municipio
de Sabara
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FIGURA 18 - Correlagéo entre o nimero de flebotomineos capturados e a variavel climatica
(temperatura), no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012, no municipio de Sabara.
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FIGURA 19 - Correlagéo a variavel climatica (precipitagdo pluviométrica) e a variavel
climatica (umidade relativa do ar) no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de
2012, no municipio de Sabara
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5.3 Determinagao de fonte alimentar de fémeas de Lu. longipalpis

Das 60 fémeas de Lu. longipalpis capturadas, foram encontradas 28
fémeas ingurgitadas para determinagéo de fonte alimentar, que foram analisadas por
meio da técnica de PCR do gene do citocromo B, no qual se péde observar repasto
sanguineo realizado em vertebrados em todas as amostras, conforme mostrado na
FIG. 20. O fragmento caracteristico do gene do citocromo B (358 pb) foi observado

em todas as amostras analisadas.

M.lieZiiaginda b g e B8 0l e 13004015016, 17 18 CP

e ppeepp—p—y = ¥ 1L LT e 358 ¢pb
M 9720 21 22 93 94098 951 9y o8 £p CN
T - e D e W - <«— 358pb

FIGURA 20 - Produtos de amplificagéo (Lu. longipalpis) obtidos com iniciadores do gene do citocromo
B, observados apds eletroforese em gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio.

5.4 Sequenciamento para determinagao da fonte alimentar

Das 28 fémeas de Lu. longipalpis analisadas por meio da técnica de PCR
do gene do citocromo B, pdde-se observar o repasto sanguineo em vertebrados
realizado em todas as amostras. Estas foram sequenciadas e analisadas através do
NCBI Blast nucleotide blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Dessas amostras,
19 flebotomineos tiveram como fonte alimentar Homo sapiens (67,9%) e 7 tiveram

como fonte alimentar Gallus gallus (25,0%), ndo foi possivel sequenciar 2 amostras.
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5.5 Deteccao de infecgcao natural de Lu. longipalpis por Leishmania spp.

Foram direcionadas 12 fémeas de Lu. longipalpis ndo alimentadas,
agrupadas em 9 pools, para detecgao de infeccdo natural. Estas foram analisadas
mediante a técnica de PCR genérico dirigida ao gene SSUrRNA Nested PCR. Dos 9
pools, 3 deles apresentaram-se positivos para o género Leishmania (FIG. 21),
ficando a taxa minima de infecgdo de 25% (taxa minima de infec¢do: 3 x 100/12 =
25%).

FIGURA 21 - Produtos de amplificagdo (Lu. longipalpis) obtidos com iniciadores do gene do
SSUrRNA, observados apoés eletroforese em gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio.

Canaletas: M- marcador de peso molecular 120pb; 1 a 9- amostras de Lu. longipalpis; CP-
controle positivo da reacéo (Le. infantum) cepa de referéncia MHOM/BR/PP75; CN- controle
negativo da reagao (sem DNA)

TABELA 4 - Numero de pools de fémeas ndo ingurgitadas de Lu. longipalpis e local de
captura no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012, no municipio de Sabara

Pool Quantidade Espécie Bairro Casa

RN
w

Lu. longipalpis Ana Lucia
Lu. longipalpis Ana Lucia
Lu. longipalpis Rio Negro
Lu. longipalpis Alvorada

Lu. longipalpis Casa Branca
Lu. longipalpis Ana Lucia

Lu. longipalpis Novo Alvorada
Lu. longipalpis Novo Alvorada

©O© oo N O o b~ WDN
JEL UL UL UL UL U U G (S ]

7
4
3
Lu. longipalpis Novo Alvorada 1
5
7
1
1
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5.6 Sequenciamento SSUrRNA para determinacao da espécie de Leishmania
nas fémeas de flebotomineos capturadas no campo

Dos trés pools de fémeas de Lu. longipalpis analisadas pela técnica de
NestedPCR, positivas para o género Leishmania, foi feita a analise bioinformatica
das sequéncias obtidas pelo programa Bioedit, em que se pbde observar que a
espécie de Leishmania circulante nos vetores no municipio de Sabara é Le. infantum
(sin. Le. chagasi), conforme a FIG. 22, de acordo com os pontos de similaridade
entre a espécie de Le. infantum de referéncia e a amostra de flebotomineo positiva

na area de estudo.
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FIGURA 22 - Alinhamento das sequéncias editadas IN3, IN6 e IN8 positivas para o género
Leishmania (municipio de Sabara), com amostras de Leishmania depositadas no GenBank Le.
braziliensis, Le. amazonensis e Le. infantum
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5.7 Determinacao da taxa de positividade canina do municipio de Sabara
nos anos de 2011 e 2012

As TAB. 5 e 6 mostram o numero total de cades analisados e o numero de
caes soropositivos para calculo da taxa de positividade da LVC nos bairros
estudados, nos anos de 2011 e 2012. No primeiro inquérito soroldgico canino,
realizado em 2011, foram examinados 2 000 caes e, no segundo inquérito, realizado
em 2012, foram examinados 1 944 caes. A taxa de positividade canina foi calculada
por ano, sendo distribuida de forma variada nos bairros estudados, ficando a taxa

média de infeccédo por ano em torno de 4,25% e 3,34%, respectivamente.

TABELA 5 - Inquérito canino realizado em caes domiciliados no municipio de Sabara, pelos testes de
ELISA e RIFI, no ano de 2011.

Inquérito canino 2011

. Amostras . o, . T?).(a. de
Bairros coletadas Negativos Positivos Indeterminados posrflwdade
canina (%)
Alvorada 425 404 16 5 3,76
Alvorada Velho 177 170 4 3 2,26
Novo Alvorada 399 371 15 3 3,76
Ana Lucia 244 232 12 SI* 4,92
Rio Negro SI* SI* SI* SI* SI*
Casa Branca SI SI* SI* SI* SI*
Bom Retiro SI* SI* SI* SI* SI*
Nova Vista 755 709 38 8 5,03
Total 2000 1886 85 19 4,25

* Sl = Sem identificagéo

TABELA 6 - Inquérito canino realizado em caes domiciliados no municipio de Sabara, pelos
testes de ELISA e RIFI, no ano de 2012.

Inquérito canino 2012

. Amostras . i . T?)_(a_ de
Bairros Coletadas Negativos Positivos Indeterminados Posqlwdade
canina (%)
Alvorada 433 412 17 4 3,92
Alvorada Velho 154 152 1 1 0,64
Novo Alvorada 421 411 7 3 1,66
Ana Lucia 141 132 7 2 4,96
Rio Negro 120 115 4 1 3,33
Casa Branca 8 4 2 2 2,5
Bom Retiro 110 106 3 1 2,72
Nova Vista 557 522 24 11 4,31
Total 1944 1854 65 25 3,34
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5.8 Distribuicdo de frequéncia de resultados dos testes parasitolégico
direto, PCR e mielocultura de caes assintomaticos e sintomaticos

A FIG. 23 apresenta os resultados do diagnéstico parasitolégico, PCR e
mielocultura dos caes soropostivos para LV assintomaticos e sintomaticos. Parasitos
de Leishmania foram detectados através de aspirados de medula 6ssea e em
biépsias de baco, linfonodo mesentérico e pele, obtidas dos cies soropositivos do
municipio de Sabara. Dos 50 caes soropositivos para LV examinados por meio do
exame parasitologico direto, 33 caes (66%) foram positivos. Destes 33 caes, 21% (7)
eram assintomaticos e 79% (26) eram sintomaticos. Em relagdo a PCR, todos os 50
cées analisados (100%) se apresentaram positivos, destes 22% (11) eram
assintomaticos e 78% (39) eram sintomaticos. Os resultados da mielocultura, 38
amostras (76%) de medula 6ssea foram isolados os parasitos, destas 26% (10) eram
provenientes de caes assintomaticos e 74% (28) de cdes sintomaticos. Com o
objetivo de verificar se havia diferenga estatistica entre grupos de caes sintomaticos
e assintomaticos avaliados, por meio dos testes parasitolégico direto, PCR e
mielocultura, utilizou-se aqui o teste de Fisher e verificou-se que nao apresentaram
diferenga estatisticamente significativa, como representado a seguir: parasitolégico
direto (p=0,56), mielocultura (0,18) e PCR (p>0,05).
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FIGURA 23 - Distribuigdo de resultados dos testes parasitolégico direto, PCR e mielocultura
entre caes sintomaticos e assintomaticos, Sabara, 2011 e 2012
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5.9 Distribuicao de frequéncia de resultados do teste de PCR de caes
assintomaticos e sintomaticos

Das 50 amostras de bago, medula, linfonodo mesentérico e pele dos caes
necropsiados, mostraram-se positivas 49 (98%) amostras de linfonodo, 48 (96%) de
baco, 44 (88%) de pele e 39 (78%) de medula (FIG. 24). Com o objetivo de calcular
se houve diferenga entre tecidos usados na PCR, para verificar se um tecido é
melhor que os outros, objetivando reduzir o consumo de material e carga de
trabalho, utilizamos Teste qui quadrado pareado de McNemar, e verificou-se que o
linfonodo se mostrou o érgdo mais sensivel, pois apresentou a maior positividade
(98%), entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os tecidos analisados,

somente entre bago e medula (p=0,022).
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FIGURA 24 - Distribuicdo da frequéncia, por porcentagem, de resultados do teste de PCR por
tecido, entre caes assintomaticos e sintomaticos, Sabara, 2011 e 2012.
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Das 50 amostras dos caes provenientes do municipio de Sabara, apenas
a amostra 18 nao foi positivada pela técnica da PCR. A FIG. 25 mostra o fragmento
de 353 pb caracteristico de Leishmania observados nas amostras de linfonodo

mesentérico. Todas amostras positivas foram enviadas para sequenciamento.

\MCNl 28 34 bR OB/ SR OB R 181281 SE1 AR 681 68 178 1.8%

----------- <4 353pb

M 19 20 21 22 23 24 25 CP

<« 353pb

M CN 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43

Lol LT ST ppe—p—————— L <~ 353pb

M 44 45 46 47 48 49 50 CP

— 353pb
L2 A 2 X 2 N N <« P

FIGURA 25 - Produtos de amplificagdo (amostras de linfonodo mesentérico) obtidos com
iniciadores do gene do SSUrRNA, observados ap0s eletroforese em gel de agarose a 2%
corado pelo brometo de etidio.

Canaletas: M- marcador de peso molecular 120 pb; 1 a 50- amostras de linfonodo caes
soropositivos; CP- controle positivo da reagdo (Le. infantum) cepa referéncia
MHOM/BR/PP75; CN- controle negativo da reagéo (sem DNA).

74



A FIG. 26 mostra os resultados da PCR entre os caes assintomaticos e
sintomaticos para cada tecido analisado. Nao houve diferenga estatistica
significativa, por meio do teste qui-quadrado pareado de McNemar, apenas uma
tendéncia de cées sintomaticos apresentarem mais resultados positivos em relagao

aos assintomaticos.
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FIGURA 26 - Distribuicdo da frequéncia de resultados do teste de PCR por tecido, entre caes
assintomaticos e sintomaticos, Sabara, 2011 e 2012.
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5.10 Distribuicdo de frequéncia de resultados cumulativos dos testes
parasitolégico direto, PCR e mielocultura de caes assintomaticos e
sintomaticos

Dos 50 caes soropositivos analisados (sintomaticos e assintomaticos) por
meio dos testes parasitologico direto, PCR e mielocultura, 54% (27) foram
confirmados pelos 3 testes, 34% (17) por 2 testes e 12% (6) foram confirmados
somente por 1 teste, estes n&o tiveram confirmacdo parasitolégica (FIG. 27).
Mediante a analise do teste qui-quadrado de Pearson ou de Fisher, ndo se observou
diferencga estatistica entre os grupos de caes assintomaticos e sintomaticos, apenas

uma tendéncia de caes sintomaticos apresentarem um maior numero de testes

positivos.
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FIGURA 27 - Frequéncia cumulativa dos resultados dos testes parasitologico direto, PCR e
mielocultura entre caes sintomaticos e assintomaticos, Sabara, 2011 e 2012
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5.11

Frequéncia de sintomas sugestivos entre caes soropositivos

sintomaticos

Na FIG. 28, é possivel observar os diferentes sintomas clinicos

apresentados pelos caes sintomaticos necropsiados neste estudo. Os mais comuns

sédo hiperqueratose (25%), dermatite (30%), emagrecimento (42,5%), onicogrifose
(60%) e linfadenopatia (100%).
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Hiperqueratose
Semsintomas
Dermatite
Emagrecimento

Onicogrifose

Linfadenopatia
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FIGURA 28 - Frequéncia de sintomas sugestivos entre caes sintomaticos, Sabara, 2011 e 2012
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5.12 Comparacao entre testes diagnésticos de caes assintomaticos e
sintomaticos

Na FIG. 29, é possivel observar que a PCR se mostrou o teste

diagndstico mais sensivel (100%), seguido da mielocultura e exame clinico (76%), e

o parasitolégico direto (66%).

W Parasitolégico direto
M Exame Clinico
B Mielocultura

M PCRfinal*

FIGURA 29 - Comparagao entre testes diagnodsticos de caes sintomaticos e assintomaticos, Sabara,

2011 e 2012
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5.13 Sequenciamento SSUrRNA para determinacao da espécie de Leishmania
nos caes soropositivos, amostras de linfonodo positivas

Das 49 amostras analisadas por meio da técnica de NestedPCR positivas
para o género Leishmania, foi feita a analise bioinformatica das sequéncias obtidas
através do programa Bioedit e pbde-se observar que a espécie de Leishmania
circulante nos reservatérios no municipio de Sabara é Le. infantum (sin. Le.
chagasi), conforme FIG. 30, de acordo com os pontos de similaridade entre a
espécie de Le. infantum de referéncia e as amostras de linfonodo positivas na area
de estudo. Foi possivel o sequenciamento de 38 amostras (77,6%) das 49 amostras
positivas. No restante das amostras positivas a nivel genérico, 22,4%, nao foi

possivel o sequenciamento e, portanto, ndo se identificou a espécie das devidas

Jnn‘nn‘nn|nn|nn'|v'vn|nn|nn‘nn‘nn‘nn‘nn‘nn‘nn‘nn|nn|nn|nn|r0

| 10 20 30 40 50 60 70 ao 9
g1|175060|gb|MB0253.1|LEIRRSSM Lelshmania mexicana ama:TCCCRTCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGEETTTAGTGCCTCCGGETGOGAGCTCCGETTCGTCCGECCGTARCGCCTTTT
g1|175D54\gh|MED292 1|LETRRSSB Leishmania brasiliensis [seeecsssecessaanssssauassssasssasssiasasasassassanasasanasans [ L R R R LR T
g1|175057\gbIMBMBD.lILE!IRRSSCH Leishmania chagasl Smal|- e e Pt
1R e e L
I RALLTRRLL T TR T ST TR OT T T ST ST ST By
JBD lDD llD lZD 130 HD 15D lGD 17D lEID IBD ZDD ZID 22D 23D

RIIEE I v e T e e e e e e e P ey
j 220 230 24D 250 ZGD 270 ZBD 290 300 310 320 330 340 350

FIGURA 30 - Alinhamento das sequéncias editadas 1 L (linfonodo mesentérico) positivas para o
género Leishmania (municipio de Sabara), com amostras de Leishmania depositadas no GenBank
Le. braziliensis, Le. amazonensis e Le. infantum
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5.14 Epidemiologia descritiva

Todos os casos humanos, caninos, pontos de captura entomoldgica e
pontos entomoldgicos com presenga de Lu. longipalpis, infectados naturalmente,
foram georreferenciados e plotados em mapa, e posteriormente, analisadas as
possiveis areas de risco (FIG. 31).
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FIGURA 29 - Mapa vetorizado dos casos caninos, casos humanos, pontos de capturas
entomoldgicas, flebotomineos infectados naturalmente georreferenciados, nos bairros em
estudo da area |, municipio de Sabara, anos 2011 e 2012
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O georreferenciamento dos caes e flebotomineos positivos para LV bem
como dos casos humanos de leishmanioses no municipio de Sabara demonstrou a
existéncia de focos da doenca no municipio. Na FIG. 31, os oito bairros presentes no
estudo mostraram uma distribuicdo abrangente de vetores e hospedeiros. Os bairros
Alvorada e Nova Vista podem ser apontados como area de risco por apresentarem
casos humanos recentes, casos caninos e a presencga de vetores para LV, mesmo
nao sendo encontrados Lu. longipalpis infectados naturalmente. Ja os bairros Rio
Negro, Casa Branca e Novo Alvorada apresentaram casos caninos recentes, Lu.
longipalpis infectados, mas néo tiveram casos humanos notificados, entretanto estes
podem também ser considerados como possiveis areas de risco, pois, de acordo

com a literatura, os casos caninos precedem o0s casos humanos.
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6 DISCUSSAO
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Até a década de 1970, no Brasil, a LV foi considerada uma doenca de
caracteristicas silvestre ou rural, associada as condi¢des precarias de vida.
Atualmente é apontada como doenga reemergente, com incidéncia crescente e em
franco processo de urbanizagao (Boraschi; Nunes, 2007; Brasil, 2004). A doencga era
conhecida em areas de clima seco com precipitagdes pluviométricas anuais
inferiores a 800 mm, ambientes com aspecto fisiografico composto por montanhas e
vales. Esse perfil, no entanto, comegou a mudar, observando-se casos nas periferias
dos grandes centros urbanos (Brasil, 2006).

Existem muitas lacunas no processo de urbanizacdo da LV, e esses
conhecimentos insuficientes acerca da epidemiologia da transmissdo em areas
urbanas contribuem para o agravamento desse quadro epidemiologico (Reithinger;
Dujardin, 2007; Shaw, 2007). Contudo, sabe-se que as transformagdes no ambiente
sdo provocadas pelo intenso processo migratério, em virtude de pressdes
econdmicas e sociais, distor¢des na distribuigdo de renda, esvaziamento rural, o que
acarreta a expansado da LV nas areas endémicas e aparecimento de novos focos
(Brasil, 2003). O desmatamento, a urbanizagédo descontrolada, com pessoas vivendo
sob deficiéncia nutricional, em condi¢cdes sanitarias e habitacionais precarias, além
da associacdo com a epidemia de HIV sdo outros motivos apontados como
responsaveis por essas alteracbes na histéria natural da doenca (Desjeux, 2001;
Alvar et al., 2006).

Aliado a essa problematica, as modificacbes socioambientais devido a
reducdo de animais silvestres disponiveis como fonte de alimentacao para a fémea
de Lu. longipalpis, como consequéncia do desmatamento, coloca o cido € o homem
como alternativas alimentares, e o convivio préximo dos humanos com caes
associado com o aumento da densidade do vetor s&o considerados fatores
responsaveis pelo aumento da LV nos grandes centros urbanos (Monteiro et al.,
2005; Monteiro, 2000; Campino; Abranches, 2002; Reithinger; Davies, 2002).

O processo de expansdo geografica e de urbanizagdo da LV conduziu a
necessidade dos servicos de saude procurarem elos na cadeia de transmissao
dessa endemia que viabilizassem medidas mais eficazes de controle. Na maior parte
dos estudos epidemioldégicos em areas urbanas, tem sido relatado o encontro de
muitos caes infectados, e, em algumas areas, foi possivel observar que a LV canina
precedeu ao aparecimento da doenga humana (Monteiro et al., 2005; Luiz et al.,
2001).
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Segundo Baneth et al. (2008), “Uma vez que existam as condigdes
favoraveis para a transmissdo da doenca (alta densidade vetorial e alta
concentragédo de caes), a infecgao ira se espalhar de forma rapida e extensiva entre
a populacéo canina”.

Os exaustivos inquéritos sorolégicos na populagdo de cées e o0s
levantamentos entomolégicos flebotominicos em areas endémicas revelam, em
alguns locais, altas taxas de prevaléncia canina e a presenga predominante e
abundante de espécies vetoras, o que eleva o risco de transmissao para o homem
(Vieira; Coelho, 1998).

O municipio de Sabara foi caracterizado pela SVS, do Ministério da
Saude, como area de intensa transmissdo de LV e, desde 1995, o municipio
assumiu, de forma mais sistematica, as agdes de controle de LV, seguindo as
normas preconizadas do Manual de Controle da Leishmaniose da Fundacao
Nacional da Saude (Funasa). Entretanto, mesmo com a adogao das acgdes de
controle, novos casos de LV humana e canina s&o descritos. Diante dessa realidade,
fazem-se necessarios novos estudos para maiores esclarescimentos da
epidemiologia da doenca no municipio (Wilke, 2005).

Este estudo entomoldgico, realizado no municipio de Sabara, apresenta
descricdo da fauna flebotominica, composta de quatro espécies, que foram
coletadas e identificadas, sendo a espécie Lu. longipalpis a mais abundante. E de
extrema importancia o conhecimento da fauna local, para direcionamento das
medidas de controle. Isso, ligado ao conhecimento da época de maior densidade
vetorial, contribuira para realizacao de borrifagao de inseticida nas residéncias, com
o intuito de diminuir esse numero.

Foram coletados 492 exemplares da espécie Lu. longipalpis, estando
presentes nos oito bairros do estudo. O encontro da espécie Lu. longipalpis, vetora
comprovada de Le. infantum Sin. (chagasi), em elevada densidade, pode ter
implicagdes importantes na transmissdo da LV na regido, visto que essa espécie
estd amplamente distribuida em todo o pais e esta presente em regides onde a LV
apresenta um problema para os programas de controle de saude publica, como
Teresina, Belo Horizonte, Aracatuba e Montes Claros (Costa et al., 1990;
Bevilacqua, 2001; Galimbertti et al., 1999; Michalsky, 2004; Michalsky et al., 2009;
Brasil, 2006). Os resultados obtidos s&do semelhantes aos registrados em outras
pesquisas sobre vetores de leishmanioses, realizadas em diversas regides

brasileiras, nas quais Lu. longipalpis foi a espécie mais encontrada (Barata et al.,
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2004; Dias et al., 2007; Missawa; Dias, 2007; Michalsky, 2009b, 2011). A
importancia da presenca de Lu. longipalpis nos ambientes urbanos se faz devido a
essa espécie estar bem adaptada ao ambiente e ter um papel importante na
epidemiologia da doenga, como também sua ampla distribuicdo ao longo do Pais
(Quinnel; Dye, 1994; Ximenes, 2000; Santos et al., 2003; Dias et al., 2003).

A espécie Lu. whitmani foi capturada no municipio, durante o periodo de
estudo, e, apesar de nao ter sido encontrada em elevada densidade, apresenta um
importante dado, pois é incriminada como vetora de L. braziliensis em algumas
regides do Brasil (Queiroz et al., 1994; Luz et al., 2000). No municipio de Sabar3,
Passos et al. (1993) encontraram essa espécie em elevada densidade, tanto em
areas n&o urbanizadas como no ambiente doméstico, destacando a importancia
desta como vetora de LTA nessa regido e sugerindo sua adaptagdo ao ambiente
domiciliar. A espécie Lu. Intermedia também foi capturada em baixa densidade e
tem sido assinalada como importante vetor do agente etioldégico da LTA em diversas
regides do sudeste do Brasil (Gomes; Galati, 1989; Camargo-Neves et al., 2002;
Saraiva et al., 2006;)

A espécie Lu. cortelezzii também foi capturada no municipio, entretanto nio é
reconhecida como espécie vetora de Le. infantum. Carvalho em 2006, relatou o
encontro de Lu. cortelezzii infectado por Le. infantum na Regido Metropolitana de
Belo Horizonte. Entretanto n&o se pode incriminar essa espécie como vetora de LV,
pois a competéncia de uma espécie de flebotomineo, de ser infectada e de se
transformar em vetor, depende de varios fatores intrinsecos que determinardo a sua
capacidade de ser susceptivel ou refrataria ao desenvolvimento de determinadas
espécies de Leishmania. S&o necessarios maiores estudos sobre esta espécie,
principalmente porque ndo se encontram relatos dessa espécie como vetora de
Leishmania (Martins et al., 2006; Galati et al., 1997).

O numero de machos foi mais elevado em relagdo as fémeas, e isso
parece decorrer porque os machos eclodem antes das fémeas, e como os
criadouros sdo proximos das moradias e fornecem umidade e abrigo, favorecem a
presenga dos machos nesse ambiente, prolongando seu tempo de vida. A
abundancia de animais domésticos (principalmente caes e aves) no peridomicilio
atrairia as fémeas para esse nicho, e logo os machos liberariam feroménios, atraindo
as fémeas para a copula (Alvar et al., 2006; Kelly; Dye, 1997; Ward et al., 1993).
Essas observagbées sugerem uma proximidade dos machos junto aos hospedeiros
por mais tempo do que as fémeas e podem explicar a razao sexual maior em favor
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dos machos nas coletas. Por outro lado, as fémeas, por seus habitos hematéfagos,
sdo os agentes transmissores de Leishmania, e sua estratégia reprodutiva consistiria
em voar para fora de seus abrigos e buscar um local para o repasto sanguineo,
ocorrendo, entdo, o acasalamento e a disputa por locais de criadouros (Lainson;
Rangel, 2003, 2005).

Quanto ao comportamento de Lu. longipalpis capturadas no municipio de
Sabara em relacdo a endofilia e exofilia, foram encontrados um elevado numero
(23%) no intradomicilio. Esses dados demonstram que o numero de flebotomineos
capturados no intradomicilio sob o ponto de vista epidemioldgico é relevante, pois o
encontro de flebotomineos e, particularmente, de Lu. longipalpis dentro das
residéncias pode facilitar a transmissao da LV.

Na area estudada do municipio de Sabara, é encontrado um ambiente
caracteristico e propicio a ocorréncia de LV. As habitacbes sdo, em sua maioria,
extremamente pobres, com deficiéncia de saneamento basico, e baixos indices
socioecondmicos. Nelas, a convivéncia com animais domésticos é bastante elevada,
resultando em acumulo de matéria orgéanica, proporcionando condi¢cdes favoraveis
para a ocorréncia da transmissao da doencga. Nesta pesquisa, observou-se que, na
area de estudo, o bairro Alvorada representou 62% do total de flebotomineos
capturados. Isso provavelmente ocorreu devido as caracteristicas ambientais do
local, com presenga de arvores frutiferas e grande concentracdo de matéria
organica, e ainda, presenca de mais de 30 animais, incluindo caes e gatos. Na
literatura, esta claro que ambientes como esses favorecem o desenvolvimento de
flebotomineos (Foratini, 1960; Sherlock; Guitton, 1969), podendo ter contribuido para
ser o local de maior captura de espécimens. Camargo-Neves et al. (2001)
consideram importante a analise da densidade do vetor e a correlagdo com aspectos
ambientais do peridomicilio, como presenca de vegetagcdo, raizes, troncos de
arvores e matéria organica no solo, representando os possiveis criadouros dos
vetores, e também a associagdo com animais domésticos, que sao fonte de
alimentacgao para os flebotomineos.

A correlacao entre a densidade populacional dos flebotomineos e os
fatores abidticos ja estd bem estabelecida, uma vez que esses fatores interferem
com o ciclo evolutivo dos flebotomineos e alteram seus sitios reprodutivos. Sob o
ponto de vista bioclimatologico, fatores climaticos e ecolégicos sdo importantes
conexdes na epidemiologia da LV (Sherlock, 1996). Michalsky (2009) afirma que

estudos voltados para as condigbes vetoriais e ambientais sdo fundamentais para
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avaliar o risco de transmisséo da LV. Deane, Deane e Alencar (1955) mostraram, em
seus estudos, a nitida influéncia que as estagcbes do ano exercem sobre a fauna de
Lu. longipalpis e observaram também que a estagdo chuvosa propicia um aumento
da umidade e favorece diretamente a proliferacdo e a sobrevivéncia dos
flebotomineos, sendo encontrados em altas densidades.

Os resultados desta pesquisa mostraram que nao houve associagao
evidente entre o numero de Lu. longipalpis e quaisquer das variaveis climaticas
isoladamente. Nas coletas, foi observado que o pico de flebotomineos foi maior nos
periodos pos-chuvas, consequentemente aumentando a umidade e
tendenciosamente elevando o pico de coleta logo apos dois meses de precipitagao.
Quando se correlacionam precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar por
meio do teste de Pearson, observa-se uma correlagdo estatisticamente significativa
(p < 0.0001), reforcando os resultados de maior coleta pds-chuvas. Isso sugere que
o periodo do ano mais propicio para a intensificagado das agdes de controle, seja por
acao de inseticidas ou manejo ambiental, seja apdés o periodo chuvoso, que
corresponde ao nascimento e desenvolvimento dos flebotomineos. Esse achado
corrobora pesquisas prévias que demonstraram correlagao positiva entre variaveis
climaticas, como umidade relativa do ar e indice de precipitacdo pluviométrica, com
a densidade flebotominica (Deane; Deane, 1962; Rébelo, 2001; Resende et al.,
2006; Oliveira et al., 2008), uma vez que esta & também correlacionada a incidéncia
da doenca em humanos e caninos (Resende et al., 2006; Ximenes et al., 2006).

A temperatura ndo foi um fator determinante da densidade de
flebotomineos, como demonstrado também em outros trabalhos (Missawa; Dias,
2007; Dias et al., 2007; Michalsky et al., 2009). Resultado similar foi demonstrado
em pesquisa realizada em Porteirinha, Minas Gerais, onde ndo houve correlagéo
entre a temperatura e o aumento da densidade de flebotomineos pelo fato de a
primeira ter se mantido sem importantes oscilagdes no periodo avaliado. Segundo
os autores, o indice pluviométrico e a umidade relativa do ar foram fatores decisivos
para a dinédmica flebotominea da regido (Barata et al., 2004).

A busca pelas fontes de alimentacdo € uma resposta comportamental que
afeta a reproducao e a densidade populacional das espécies de flebotomineos, e
tem sido util na compreensdo da epidemiologia das leishmanioses, uma vez que
permite a identificacdo dos hospedeiros sobre os quais os flebotomineos se
alimentam e pode indicar os reservatorios potenciais de Leishmania spp. (Barata et

al., 2005). A fémea de Lu. longipalpis é bastante eclética quanto as suas
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preferéncias alimentares, podendo sugar varias espécies animais (Missawa; Dias,
2007; Barata et al., 2005). Das fémeas encontradas ingurgitadas, destinadas para
detecgcao de fonte alimentar, verificou-se que 67,9% se alimentaram em Homo
sapiens, seguida por Gallus gallus (25%), confirmando ser uma espécie oportunista,
em que as fémeas ajustam seus habitos alimentares a disponibilidade de fontes
sanguineas, como também assinalado em outros estudos (Aguiar et al., 1987; Dias
et al., 2003; Barata et al., 2005; Missawa et al., 2008).

O papel das aves na epidemiologia da doenga tem sido bastante
discutido. Na literatura, ndo ha relatos de que as aves sejam reservatérios de
Leishmania spp., e sim refratarias a infecgao (Dias et al., 2003). Porém servem como
fonte de alimentagcdo para os flebotomineos e atraem potenciais reservatérios de
Leishmania para perto das habitagdes, possibilitando a instalacdo e manutenc¢ao do
ciclo de transmissao (Rangel; Lainson, 2003). Sabe-se que os galinheiros préoximos
as casas servem como atrativos para os flebotomineos. Uma vez que esse local é
rico em matéria orgéanica, torna-se propicio ao desenvolvimento das formas imaturas
e, assim, aumenta o contato dos vetores com os humanos, associacdo que tem
grande importancia epidemioldgica, pois facilita a domiciliagdo do vetor (Afonso,
2008).

E conhecido que a densidade da populacdo de Lu. longipalpis que
transmite Le. infantum estd associada a condicbes de peridomicilio e é
frequentemente associada a presenga de animais domeésticos (Foratini, 1960;
Sherlock; Guitton, 1969). Isso demonstra que sua presenga no peridomicilio parece
estar envolvida na epidemiologia da doenca, pois, sendo uma fonte atrativa para os
vetores, permite sua manutencdo no ambiente urbano. Essas observagdes foram
corroboradas por Araujo et al. (2000) e Carvalho et al. (2000) que, em seus estudos,
puderam observar que o numero de exemplares capturados no peridomicilio era
maior quando utilizavam a galinha como isca.

O uso da PCR em estudos de infec¢ao natural de flebotomineos vem
crescendo, e tém sido desenvolvidas novas padronizacbes e variacbes dessa
técnica (Paiva et al., 2007). A contaminagdo é comum nessa técnica, porém pode
ser evitada se acompanhada por meio da utilizagc&do de rigidos controles negativos e
controle interno com base na utilizagdo de iniciadores para amplificar o gene
constitutivo especifico (cacofonia) de flebotomineos para a certificagdo da extragcéo
de DNA e confirmacgéao dos resultados negativos (Pita-Pereira et al., 2005). A técnica

de Nested PCR dirigida ao gene SSUrRNA amplifica um fragmento de uma regiao
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conservada entre todas as espécies de Leishmania. Portanto foi aplicada neste
estudo para determinar a infecgao natural dos flebotomineos coletados (Cruz et al.,
2002, 2006).

No processo de extracdo de DNA, foram utilizados apenas o toérax e o
abdémen sem a terminalia, e as taxas de infecgao natural foram calculadas segundo
o critério de taxa minima de infec¢ao, quando se tratava de pools de espécimes de
uma mesma espécie. Atualmente, esses dois passos metodoldgicos estdao se
consagrando como os melhores para esse tipo de estudo (Paiva et al., 2007; Pita-
Pereira et al., 2005). Na natureza, a prevaléncia da infec¢gao por Leishmania na
populagcéo global de flebotomineos pode ser inferior a 0,1%, mesmo em &reas
endémicas e de alta transmissao.

A infeccao de flebotomineos por Leishmania spp. era frequentemente
investigada por meio da dissecg¢ao do inseto e observacéao direta do parasito. Porém
esse metodo € laborioso e requer grande habilidade técnica, devido ao tamanho
reduzido dos insetos (Oliveira-Pereira et al., 2006). Recentemente, o
sequenciamento de fragmentos de DNA obtidos pela amplificacdo de diferentes
genes-alvo tem sido realizado e utilizado junto com o alinhamento das sequéncias
obtidas como uma forma de identificar a espécie de Leishmania envolvida na
infeccao (Parvizi et al., 2008; Medeiros et al.,2008). As fémeas analisadas para
detecgdo natural por Leishmania spp. presentes no estudo apresentaram-se
positivas para o género Leishmania, ficando a taxa minima de infecgdo em 25%. A
taxa de infecgao foi alta, e esse fato pode ser explicado pela utilizagdo do alvo
molecular em questao, visto que a técnica de Nested PCR dirigida ao alvo SSUrRNA
tem se mostrado sensivel (Schonian et al., 2003).

As sequéncias obtidas pela bioinformatica mostram a espécie Le.
infantum ser a espécie circulante no municipio de Sabara. Esses dados corroboram
estudos anteriores, que apontaram essa espécie de Leishmania presente no
municipio (Moreno, 2002; Lima, 2007). Os trés pools de vetores positivos para
Leishmania eram de Lu. longipalpis.

Em um estudo de carater epidemioldgico, a identificacdo das espécies
vetoras e hospedeiros potenciais, o conhecimento da biologia e a determinacéo da
taxa de infecgdo natural destes, principalmente nas areas endémicas para a
leishmaniose, sdo de fundamental importancia para o entendimento da cadeia de
transmissao da doenga. Os resultados entomolégicos deste estudo possibilitam a

vigilancia entomoepidemiolégica acompanhar, de forma continua, o comportamento
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dos vetores na area estudada no municipio de Sabara, dispondo de informacdes
necessarias para direcionar e orientar, de modo eficaz, a aplicagcdo de medidas
preventivas, melhorando a saude da comunidade.

Um aspecto importante de doengas ligadas a vetores é a existéncia de
uma populagdo de hospedeiros que é efetivamente responsavel pela manutencéao e
dispersdo da doenga (Woolhouse et al., 1997), isso torna o conhecimento dos
reservatorios de extrema relevancia para o efetivo controle da LV. A realizagcédo de
inquéritos sorolégicos na populagdo de caes e os levantamentos entomolégicos
flebotominicos sdo indispensaveis, pois revelam dados importantes e contribuem
para reduzir o risco de transmissao da doenga tanto para o homem quanto para os
animais (Vieira; Coelho, 1998).

Recentemente, segundo nota técnica do MS, o teste rapido DPP passou a
ser o teste de triagem nos inquéritos caninos, e o ELISA, como teste confirmatério
do diagndstico da LVC, porém, neste estudo, a avaliagdo da soroprevaléncia no
inquérito epidemiolégico em Sabara utilizou as técnicas sorologicas (RIFI e ELISA)
anteriormente recomendadas pelo MS. A utilizacdo dessa técnica em levantamentos
epidemioldgicos de infecgao canina se torna justificavel a partir do momento em que
ela for usada com objetivo de detectar o cao parasitado e sua consequente
eliminagao, contribuindo, assim, para a diminuigdo das fontes de infec¢do. Baseado
no fato de o cao ser considerado o principal reservatério urbano da doenca e a
enzootia canina preceder a ocorréncia de casos humanos, além de ter maior
prevaléncia (Brasil, 2006), a identificagdo, remogao e eutanasia do animal com LV é
medida recomendada pelo MS para o controle da doenga (Alves; Bevilacqua, 2004).

O inquérito censitario canino do municipio de Sabara, realizado no
periodo de 2011 e 2012, teve a taxa média de positividade canina de 4,25% e 3,34%
respectivamente, e média de 3,8%. Em inquérito realizado pelo CCZ de Sabara, 50
caes soropositivos para os testes de RIFI e ELISA foram eutanasiados e amostras
de bidpsia de pele, linfonodo e baco, e aspirado de medula 6ssea desses caes
foram cedidas para a realizacao deste estudo.

O diagndstico preciso da LVC é complexo e requer, frequentemente, o
uso de diferentes técnicas, associando métodos soroldgicos, parasitolégicos e
moleculares para a obtencdo de um resultado conclusivo. O fato de os cées
infectados apresentarem amplo espectro clinico e anormalidades clinico-patologicas

diversas e nao especificas reforca a necessidade do uso combinado de métodos
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laboratoriais para o diagndstico diferencial da LVC (Alvar et al., 2004; Paltrinieri et
al., 2010).

O exame parasitologico direto ou a cultura de aspirado de medula 6ssea
sdo as principais técnicas usadas para o diagnostico da LV tanto em humanos como
em caes. O exame microscopico de fragmentos de pele ou bidpsia de lesdo como
imprints, embora rapido e de baixo custo, tem sensibilidade limitada em virtude da
distribuicdo heterogénea do parasita numa amostra de tecido, particularmente em
lesbes crbnicas (Feitosa et al., 2000).

O teste parasitoldgico pesquisa diretamente amastigotas. E um método
que tem especificidade de 100%, mas a sensibilidade depende do grau de
parasitismo em virtude da distribuicdo heterogénea do parasita, do tipo de material
bioldgico coletado, de seu processamento e coloragéo, além do observador (Alvar et
al., 2004; Tavares et al.,2003). A sensibilidade pode ser de 50% a 83% em amostras
de medula 6ssea e entre 30% a 85% em amostras de linfonodo (Laurenti, 2009).
Neste estudo, 66% dos caes foram positivos para essa técnica, sendo esta a menos
sensivel.

Em muitos casos, especialmente em animais assintomaticos, nos quais
apenas poucas formas amastigotas estdo presentes nos tecidos, o diagndstico
parasitologico se torna dificil e duvidoso. Segundo Gomes et al. (2008), o método
parasitologico direto pode fornecer resultados falso-negativos pela possibilidade de
baixo numero de parasitos em amostras clinicas ou pela dificuldade na identificacao
morfolégica. Os dados coletados nesta pesquisa confirmam os encontrados na
literatura, em que o teste parasitolégico apresenta uma menor sensibilidade quando
comparado aos demais testes diagndsticos (Moreira et al., 2002, Brasil, 2003).

A busca microscopica do parasito ainda permanece como método de
referéncia no diagnodstico da LV, embora necessite de procedimento invasivo,
requeira laboratorista experiente, seja laborioso e n&o apresente sensibilidade ideal
(Assis et al., 2008). Devido as dificuldades para a demonstragao direta do parasita e
pela alta proporgdo de cées assintomaticos, métodos soroldgicos sdo essenciais
para o diagndstico da LV canina (Rosario et al., 2005). Este estudo concorda com
Cakan et al. (2010), que observaram que o exame direto ndo é suficiente como
unica ferramenta para confirmagao de LVC .

A técnica de mielocultura é laboriosa, cara e sujeita a contaminagdes
microbiolégicas, entretanto € mais sensivel que o exame parasitolégico (Manna et

al.,, 2004). A pesquisa direta de amastigotas em mieolocultura normalmente
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apresenta baixa sensibilidade (Xavier et al., 2006; Alvar et al., 2004; Tavares et al.,
2003), porém sofre um incremento quando esses materiais sdo semeados em meios
de cultura (Alvar et al., 2004). De acordo com Madeira et al., (2006) e Maia et al.
(2009), amostras de bacgo, linfonodo e medula 6ssea sdo os tecidos/6rgdos com
maiores indices de positividade em cultura. Neste trabalho, optou-se pela utilizagcao
unicamente de amostras de medula 6ssea, uma vez que a coleta desse material é
asséptica, diminui a possibilidade de contaminagbes e aumenta as chances de
isolamento. Das 50 amostras, 76% foram positivadas por essa técnica. E esse dado
vem confirmar os resultados obtidos no teste de triagem, o que certifica a
importancia e qualidade dos testes soroldgicos.

Segundo Queiroz (2010), quanto mais sintomatico for o cado, mais facil o
diagnostico pelas diferentes técnicas atualmente disponiveis. Varios estudos
apontam que os testes aplicados aos caes soropositivos obtiveram um sucesso
maior quanto a positividade em caes sintomaticos que assintomaticos (Michalsky et
al., 2007; Silva, 2009; Reis et al., 2006). Neste estudo, independente da técnica
utilizada (parasitolégico direto, mielocultura ou PCR), sempre os cées sintomaticos
apresentaram maior positividade nos testes. Com o objetivo de verificar se havia
diferenca estatistica entre grupos de caes sintomaticos e assintomaticos avaliados,
por meio dos testes parasitoldgico direto, PCR e mielocultura, utilizou-se aqui o teste
de Fisher e verificou-se que ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa, como representado a seguir: parasitoldgico direto (p=0,56), mielocultura
(0,18) e PCR (p>0,05). Nao foi necessario aplicar estatistica na PCR, pois todas as
amostras foram positivas.

A amplificacdo de DNA via PCR se constitui numa alternativa pratica e
vantajosa, por ser um método altamente sensivel e especifico na detecgao,
caracterizacao e identificacdo de Leishmania spp. em amostras clinicas,
reservatorios e vetores infectados (Muller et al., 2003; Weigle et al., 2002, Minodier
et al., 1997; Michalsky et al., 2002; Cortes et al., 2004; Gomes et al., 2007, Moreira
et al.,, 2007). Embora a PCR exija infraestrutura mais elaborada e alto treinamento
técnico, ela se tornou uma ferramenta de grande valia para o diagnéstico e estudos
epidemiologicos da LVC.

O sucesso dessa técnica péde ser observado neste estudo, pois, dos 50
caes analisados, 100% obtiveram positividade confirmada. Dos quatro tecidos
utilizados, a PCR positivou pelo menos um. Varios autores ja demonstraram que a

prevaléncia da infeccdo € muito maior que a proporcédo de caes que apresenta
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sintomatologia de LV (Solano-Gallego et al., 2001; Alvar et al., 2004). Contudo isso
pode ser atribuido ao uso da técnica de Nested PCR dirigida ao alvo SSUrRNA
utiizado, que vem se mostrando sensivel e pode ter favorecido a elevada
sensibilidade da PCR (Schonian et al., 2003).

Cakan et al. (2010) compararam a PCR com o exame direto e a cultura,
confirmando que a técnica molecular apresenta o melhor desempenho. Trabalhos de
Assis (2010) também chegam a conclusdo que a PCR demonstrou ser o método
mais sensivel e preciso para o diagndstico definitivo da LVC.

A PCR apresentou nado apenas a positividade em 78% de caes
sintomaticos, mas também positivou cades que nao tinham a sintomatologia das
doencas, estes representando 22%. Caes infectados, mesmo se assintomaticos,
podem apresentar grande quantidade de parasitas na pele, fato que favorece a
infeccdo do vetor e, consequentemente, a transmissdo para o homem (Monteiro et
al., 1994; Michalsky et al., 2007).

Devido a ampla variedade de alvos e iniciadores disponiveis no
diagndstico molecular, ainda ndo ha um procedimento padrdo-ouro, o que dificulta a
inser¢ao desse ensaio na rotina dos servigos de saude (Cakan et al., 2010).

Os dados deste trabalho corroboram Moreira et al. (2007), que
compararam a eficacia de métodos parasitologicos, imunolégicos e moleculares em
diagnosticar caes com diferentes sinais clinicos. Segundo os autores, os resultados
obtidos das amostras de aspirado de linfonodo pela PCR apresentaram
sensibilidade de 100% para caes sintomaticos, 96% para oligossintomaticos e 95,5%
pra assintomaticos. De acordo com os resultados deste trabalho, a PCR demonstrou
ser a mais sensivel das técnicas analisadas, indicando ser esse método muito
eficiente para o diagnéstico da LVC.

Os resultados da PCR variaram entre os tecidos dos caes necropsiados
(baco, medula, linfonodo mesentérico e pele). O linfonodo apresentou a maior
positividade, representando 98%, seguido de bago (96%), pele (88%) e medula
(78%). Com o objetivo de calcular se houve diferenga entre tecidos usados na PCR,
para verificar se um tecido é melhor que os outros, objetivando reduzir o consumo
de material e carga de trabalho, foi utilizado nesta pesquisa o teste qui-quadrado
pareado de McNemar, e verificou-se que o linfonodo se mostrou o 6rgdao mais
sensivel, pois apresentou a maior positividade (98%). Entretanto n&o houve
diferenca estatistica entre os tecidos analisados, somente entre bagco e medula

(p=0,022). Esses dados vao ao encontro da anamnese realizada durante a
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necropsia, em que a linfadenopatia foi descrita em 100% dos cées, sendo
compativel com a elevada deteccao de infecgao na PCR no tecido linfonodo, érgao
escolhido para busca de Leishmania presente na comunidade canina de Sabara.
Moreira et al. (2007) corroboram os resultados deste trabalho, indicando o linfonodo
como tecido apresentando grande positividade.

Gomes e colaboradores (2007), trabalhando com caes provenientes do
estado de S&o Paulo, encontraram uma concordancia de 95% entre os métodos
parasitologico (isolamento em cultura e exame de lamina) e molecular (PCR) no
grupo de céaes sintomaticos; para o grupo de cées assintomaticos, a concordancia
entre esses métodos foi de 90%. Quando, nesta pesquisa, foi avaliada a distribuicao
de frequéncia de resultados cumulativos pelas técnicas de exame parasitoldgico
direto, PCR e mielocultura dos cées assintomaticos e sintomaticos, apenas 54% do
total de amostras foram confirmados pelos trés testes diagndsticos. Foram
confirmados 34% em dois testes e apenas 12% foram confirmados por um teste. Os
resultados deste estudo revelaram que apenas a PCR como prova diagndstica,
quando testada isoladamente, identificou adequadamente os cdes com LV. A PCR
foi responsavel por positivar todos os cides e tem demonstrado ser uma técnica
altamente sensivel para o diagndstico da LV, entretanto os testes parasitologicos
(mielocultura e imprints em lamina), mesmo sendo de baixa sensibilidade, sao
padrao-ouro pela possibilidade de se observar o parasito. Assim, existe a
possibilidade de algumas amostras serem falso-positivas e a PCR ter reagao
cruzada com outras doencgas, 0 que leva a busca por outras técnicas diagnédsticas
mais precisas.

O quadro clinico da LVC observado varia de caes aparentemente
saudaveis a aqueles com manifestacbes severas da doenga (Sanchis et al.,1976;
Lanotte et al., 1979). Molina et al. (1994) demonstraram que a infectividade dos caes
com LVC nao esta exclusivamente ligada ao estagio sintomatico da doenca.
Entretanto, epidemiologicamente, € necessario considerar que caes soropositivos
sdo capazes de infectar flebotomineos indiferentemente da presenca de sintomas
(Michalsky et al., 2007).

Diagnosticar clinicamente a LVC é um problema para as autoridades de
saude, primeiro devido a amplitude de sinais e sintomas que s&o observados nessa
doencga, tais como febre, emagrecimento, linfadenopatia, altera¢des de pele e olhos,
insuficiéncia renal, anemia, epistaxe e onicogrifose. Em segundo lugar, os animais

podem se apresentar aparentemente sadios, com poucos sintomas, permanecendo
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assintomaticos por longos periodos ou por toda a vida, ou até com a sintomatologia
grave da doenca (Silva, 2007).

Na avaliacdo clinica realizada nos 50 caes soropositivos do estudo,
observou-se que 11 desses nao apresentavam nenhum sinal clinico compativel com
as alteracdes causadas pela LV e 39 caes tinham sinais classicos da LV. Alteracdes
clinicas apresentadas pelos animais com LVC foram anteriormente verificadas no
Brasil por Feitosa et al. (2000), onde em 20% dos animais sororreativos para LV foi
observado algum tipo de sinal clinico compativel com alteragbes provocadas pela
doenca, sendo os sinais mais frequentes a onicogrifose (72%) entre os animais
soropositivos, seguido de conjuntivite e emagrecimento, ambos com 36%.

Para Lima et al. (2004), na LVC, as alteragbes em 6rgaos linfoides s&o as
lesdes mais frequentes. Neste estudo, foi encontrado nos caes soropositivos de
Sabara que a principal alteragdo provocada pela LVC foi linfadenopatia, em 100%
dos céaes, seguido de onicogrifose, emagrecimento, dermatite e hiperqueratose,
corroborando os resultados de Moreira et al. em 2007. Infelizmente, o diagnostico
clinico isoladamente ndo é bastante para identificar um céo infectado (Camargo;
Langoni, 2006), tornando o emprego de exames laboratoriais de suma importancia
para confirmacgao diagndstica (Brasil, 2006).

O diagnéstico da LVC representa, em si, um grande desafio, pois nao
existe um unico método que seja simples, de baixo custo, reprodutivel, sensivel e
especifico para diagnosticar os varios estagios da doencga. No entanto, neste estudo,
percebeu-se que a PCR foi a técnica mais sensivel, seguida da mielocultura, que
ficou empatada com o exame clinico, e, por fim, em ultimo, o exame parasitolégico.
Esses dados mostram a necessidade do continuo desenvolvimento de técnicas de
detecgao da LVC que alcancem elevadas sensibilidade e especificidade para que
possam ser empregadas na rotina de vigilancia epidemiolégica. O uso da sorologia
para o diagndstico das infecgdes por Leishmania em caes € questionado e sugere a
PCR como o diagnostico mais preciso para definir a infeccdo por esse parasita,
quando comparado a cultura ou a inoculagdo em hamster (Ashford et al., 1995). A
PCR mostra ser mais sensivel que qualquer método parasitolégico convencional no
diagndstico de leishmaniose (Marques et al., 2001)

Varias pesquisas utilizam sequenciamento de DNA ou RNA para
identificacdo e caracterizagdo gendmica das espécies de Leishmania (Blackwell,
1992). O sequenciamento do DNA do cinetoplasto, utilizando produtos de extenséo

de primers por PCR, é realizado para caracterizacdo da espécie da Leishmania
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(Minodier et al., 1997; Medeiros et al., 2002). Essa técnica tem sido amplamente
explorada em busca de mais informagbes sobre a sequéncia de DNA de
Leishmania, a fim de aperfeigoar o diagndstico e a identificacdo das espécies
(Schalling; Oskam, 2002). O projeto genoma de Leishmania veio acumulando
informagbdes acerca da estrutura e organizagdo gendmica e ja tem seus dados
armazenados em bancos on-line (Peacok et al., 2007).

Para a identificagdo da espécie de Leishmania das amostras dos caes
presentes neste estudo, foi realizada a reacdo de sequenciamento do produto
amplificado da segunda reagcdo da Nested PCR, sendo concluido pelo programa
BLAST para o alinhamento das sequéncias obtidas com as sequéncias do GenBank.
A caracterizagdo enzimatica das amostras de linfonodo isoladas dos caes
soropositivos da area estudada no municipio de Sabara evidenciou que a espécie de
Leishmania circulante nos reservatérios no municipio de Sabara é Le. infantum (sin.
Le. chagasi), assim como em outros focos de LV, em diversas regides do Brasil.

Por meio desses resultados, enfatiza-se a importancia do conhecimento
da situagdo epidemiolégica da LV no municipio de Sabara, tanto em relagdo ao
melhor entendimento do papel do cdo como reservatério doméstico quanto a sua
interacdo com o0 meio ambiente e os vetores da doenga. Portanto esses resultados
poderao contribuir para o fornecimento de subsidios para complementagao de acoes
de controle e vigilancia epidemiolégica ndo s6 no municipio como em outras areas
endémicas da doencga.

A soroprevaléncia canina fazendo-se alta se torna iminente para o
surgimento de novos casos humanos, e isso normalmente ocorre por falta de
estratégias eficazes dos 6rgdos competentes, tanto no diagnodstico, que deveria ser
realizado de maneira sistematica, quanto na retirada e eutanasia dos caes. Muitos
moradores colaboram com a problematica, ndo permitindo a retirada dos caes
soropositivos do imével. (Reithinger; Davies, 1999, Ashford, 2000, Silva et al., 2001;
Cabrera et al., 2003).

O georreferenciamento como ferramenta em estudos epidemiologicos
vem sendo cada vez mais explorada e aprimorada, permitindo uma melhor
compreensao da distribuicdo de doengas (Carvalho; Souza-Santos, 2005; Rinaldi et
al., 2006). O georreferenciamento dos caes e flebotomineos positivos para LV bem
como dos casos humanos de leishmanioses no municipio de Sabara demonstrou a
existéncia de focos da doencga na area estudada. Na FIG. 31, é possivel observar

que os oito bairros presentes no estudo mostraram uma distribuicdo abrangente de
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vetores e hospedeiros. Podem-se apontar como area de risco os bairros Alvorada e
Nova Vista, pois estes apresentam a cadeia completa para transmissao da LV
(casos humanos recentes, casos caninos e a presenga do vetor Lu. longipalpis),
embora n&o ter sido encontrado esse vetor infectado naturalmente.

Também podem ser considerados como possiveis areas de risco os
bairros Rio Negro, Casa Branca e Novo Alvorada, pois estes apresentaram Lu.
longipalpis infectados e casos caninos recentes. Nao foi identificada notificacdo de
casos humanos nessa area, entretanto € provavel o surgimento de casos, pois a
literatura deixa claro que os casos caninos precedem o0s casos humanos, ja que 0s
caes sao os principais reservatérios domésticos e sdo fundamentais na manutencao
do ciclo da doencga (Santa Rosa; Oliveira, 1997).

Isso sugere que as condigdes para manutengédo do ciclo de transmissao
do parasito causador da LV encontram-se adequadas e que as acdes de controle
empregadas no municipio podem ser consideradas pouco eficientes. A ocorréncia
de casos de LVC serve para alertar a importancia dessa doenga, a qual vem
emergindo no Brasil, principalmente quando se encontram vetores infectados por
Leishmania.

No geral, a area estudada apresenta grande relevancia em relagdo a
transmissao da LV, pois apresenta casos caninos dispersos por todos os bairros que
a compode, flebotomineos vetores de LV (Lu. longipalpis em abundéancia: 95%) foram
capturados em todos os bairros estudados, tanto no peridomicilio quanto no
intradomicilio, além de encontrados vetores infectados naturalmente e casos
humanos diagnosticados nos anos de estudo.

Portanto as acbes de controle devem ser direcionadas de forma mais
efetiva (controle do vetor, eliminagdo de cées soropositivos e tratamento dos casos
humanos), conforme preconizado pelo Ministério da Saude, principalmente para os
bairros Nova Vista e Alvorada, onde foram diagnosticados casos humanos; e
também devem ser realizadas agbes de vigilancia epidemiolégica regularmente em
toda a area estudada, devido a presenga de cées soropositivos e vetores (Lu.

longipalpis) infectados naturalmente ou nao.
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7 CONCLUSOES
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o A fauna flebotominica no municipio de Sabara foi constituida de quatro
espécies, sendo a Lu. longipalpis a predominante, com 95%, dos exemplares

capturados.

o Devido ao grande numero de exemplares de Lu. longipalpis capturados no
municipio de Sabara e sua implicagdo na literatura como vetor natural da doencga,

acredita-se ser esta espécie a responsavel pela transmissao da LVC no municipio.

o O grande numero de Lu. longipalpis capturados no intradomicilio (23%)
sugere a adaptacdo desse vetor ao ambiente doméstico, contribuindo para que a

transmissao possa também estar ocorrendo no interior das residéncias.

o A correlacao dos flebotomineos capturados com os fatores climaticos apenas

demonstrou uma tendéncia no aumento destes dois meses apds o periodo chuvoso.

o A espécie de Leishmania circulante nos vetores e reservatérios domésticos no

municipio de Sabara foi a Le. infantum.

o A taxa média de positividade para LVC, em torno de 3,8% nos anos de
estudos, confirma o cdo doméstico como um importante elo no ciclo de transmissao

da doenga no municipio.

o Houve uma tendéncia de caes sintomaticos apresentarem mais resultados

positivos nos testes parasitologicos e moleculares em relagdo aos assintomaticos.

o A presencga do vetor Lu. longipalpis e caes infectados por Le. infantum nos
bairros estudados sugere que o ciclo da LV em Sabara tenha um perfil urbano e

ativo de transmisséao.

o Os bairros Alvorada e Nova Vista podem ser apontados como areas de maior
risco por apresentarem casos humanos, cdes e Lu. longipalpis positivos para Le.

infantum.
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