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“Aprendi que crescer nao significava so6 fazer aniversario

Que o siléncio € a melhor resposta quando se ouve uma bobagem

Que trabalhar n&o significa sé ganhar dinheiro

Que a natureza é a coisa mais bela da vida

Que quando penso saber tudo, ainda nao sei nada

Que sonhar é preciso

E finalmente aprendi... que ndo se pode morrer para aprender a viver.”

(Shakespeare)
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RESUMO

A proposta deste estudo foi avaliar a transmissdo das leishmanioses no
municipio de Jaboticatubas, Serra do Cipd, regiao turistica de Minas Gerais.
Para tal, foram realizados estudos entomolégicos e de reservatérios urbanos
da doencga. Para os estudos entomoldgicos foram selecionados oito bairros,
levando-se em consideragcdo a ocorréncia de casos humanos, e colocadas
armadilhas luminosas do tipo HP, no peridomicilio de 10 residéncias, durante
trés noites consecutivas por més, entre maio de 2012 a abril de 2013. A fauna
flebotominica estudada foi composta de 3.104 exemplares, sendo bastante
diversificada com 17 espécies do género Lutzomyia e duas fémeas do género
Brumptomyia. Com relagdo as espécies de importdncia médica e também
numerosas, ressaltamos o encontro de Lu. whitmani (33,80%), Lu. intermedia
(14,60%) e Lu. longipalpis (7,96%). A taxa de infec¢do natural geral dos
flebotomineos por Leishmania foi de 3,40%. Foram analisados 249 “pools” de
diferentes espécies de flebotomineos, dentre estes 32 estavam positivos. Para
o estudo da taxa de infecgdo canina, realizou-se inquérito censitario em caes
domiciliados em area urbana do municipio. Foram coletadas 1.105 amostras de
soros que foram testadas por meio do DPP® e as positivas confirmadas as
infeccdes através do Ensaio Imunoenzimatico ELISA, obtendo-se a taxa média
de prevaléncia canina de 7,78%. Dos 86 caes positivos, foi escolhida uma
amostra aleatdria de 11 deles, que foram necropsiados e com as amostras de
bidépsia de tecidos obtidas foram realizados “imprints”, cultura de parasitos e
PCR. Foi realizado o georreferenciamento na zona urbana de todos os casos
caninos € humanos de leishmanioses dos ultimos 6 anos, e construido um
mapa mostrando a distribuicdo dos casos. A PCR de aspirado medular
apresentou maior positividade (63,60%) em relagcdo a pele (9,00%). Ja nos
“imprints”, a taxa de positividade da pele foi de 36,36% e de medula 0%.
Quanto a cultura de aspirados de medula 6ssea, a positividade foi de 27,27%.
Nossos resultados indicam a urbanizacdo das leishmanioses no municipio,
devido a alta densidade vetorial e infeccdo por Leishmania, expressiva taxa
média de prevaléncia de infeccdo canina e recentes registros de casos
humanos, Portanto, € importante intensificar as acbes de controle a fim de

evitar que o problema se agrave no municipio.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the transmission of leishmaniasis in
Jaboticatubas, Serra do Cipd, tourist region of Minas Gerais. For this,
entomological studies and urban reservoirs of the disease were conduzed. To
entomological studies eight districts were selected, taking into account the
occurrence of human cases, and light traps HP type were placed in the
outdoors in10 homes for three consecutive nights per month from May 2012 to
April 2013. The sand flies studied consisted of 3,104 specimes, quite diverse
with 17 species of Lutzomyia and two females of the genus Brumptomyia. With
regard to species of medical importance and also numerous, emphatize the
meeting of Lu.whitmani (33.80 %), Lu. intermedia (14.60%) and Lu. longipalpis
(7.96 %). The general rate of natural infection of sand flies by Leishmania was
3.40%. 249 "pools" of different sandfly species, among them 32 were positive.
To study the rate of canine infection was held census survey among domestic
dogs in urban area. 1,105 serum samples were tested by the DPP® and
confirmed positive infections by ELISA immunoenzymatic assay, obtaining the
average prevalence of canine 7.78%. Of the 86 positive dogs, was selected a
random sample of 11 of them , which were necropsied and samples of biopsy

tissue obtained were performed " imprints ", culture of parasites and PCR .
Georeferencing was conducted in urban areas of all canine and human
leishmaniasis cases in the last 6 years, and built up a map showing the
distribution of cases. The PCR of marrow aspirate showed a higher positivity
(63.60%) compared to skin (9.00%) While the "imprints", the positivity rate of
skin was 36.36 % and 0 % marrow. As for the culture of marrow aspirates, the
positivity was 27.27%. Our results indicate the urbanization of leishmaniasis in
the municipality due to high vector density and infection by Leishmania,
expressive average rate of prevalence canine infection and recent records of
human cases, therefore, is important to intensify control actions in order to

prevent the problem from getting worse in the municipality.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo zoonoses que acometem os seres humanos e outras
espécies de mamiferos através da picada de flebotomineos infectados com
parasitas do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Os
flebotomineos sdo dipteros da familia Psychodidae; sub-familia Phlebotominae,
pertencentes aos géneros Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho
Mundo (Killick-Kendrick, 1991). Somente as fémeas participam diretamente do
processo de infecgdo, uma vez que sdo hematdfagas (Brazil & Brazil, 2003). As
leishmanioses sao doengas infecciosas cronicas, cujos sintomas clinicos no homem
variam consideravelmente, dependendo da espécie de Leishmania, da resposta
individual, da distribuicdo geografica, dos hospedeiros e vetores envolvidos, dentre
outros fatores (Marzochi & Marsden, 1991; Ashford, 1992). No Novo Mundo, séo
descritas duas formas clinicas basicas: a leishmaniose tegumentar americana (LTA)
e a leishmaniose visceral americana (LV), cada uma com um perfil epidemiolégico
distinto.

A LV, ou calazar, acomete os 6érgaos internos e € a forma mais grave da
doenga (WHO, 2010). Apresenta maior importancia devido a sua ampla distribuicéo
geografica e alta letalidade, principalmente em criangas desnutridas, idosos,
pacientes co-infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e em
pacientes nao tratados (Brasil, 2006).

A LTA ocorre sob as seguintes formas clinicas: cuténea isolada, cutaneo-
mucosa, como complicacdo da primeira, lesbes cutdneas e mucosas ocorrendo
simultaneamente, e a forma cutdnea disseminada e difusa. Podem existir outras
formas, porém sao menos frequentes do que as anteriormente citadas (Marzochi &
Marzochi, 1994).

As leishmanioses sdo importantes ndo somente pela sua alta incidéncia e
ampla distribuicdo geografica, mas também pelo fato de poderem assumir formas
graves, com altas taxas de mortalidade nos casos de LV nao tratados e alta
morbidade nos casos de LTA, que podem levar a lesbes destrutivas e desfigurantes.
A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 350 milhdes de
individuos estejam expostos ao risco de contrair alguma das varias formas clinicas
que as leishmanioses podem apresentar, e que cerca de 14 milhdes de pessoas se

encontram realmente infectados (WHO, 2010).
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Ao contrario do que ocorre na india, onde a LV comporta-se como uma
antroponose, nas Américas a LV é primariamente uma zoonose (Lainson et al.,
1990). O céo é apontado como o principal reservatorio doméstico relacionado com
os casos humanos da LV (Deane & Deane, 1955; Abranches et al, 1991).

Os reservatorios 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, o homem que € atingido
acidentalmente pela infeccéo (Deane & Deane 1954; Lainson et al. 1985).

Em Minas gerais, a primeira mengao a LV foi registrada em 1953, no Vale do
Rio Doce, em um paciente do distrito de Café, pertencente ao municipio de Iltanhomi.
Em Belo Horizonte, o primeiro relato de caso autéctone foi em 1958 (Rezende &
Bastos, 1959). Somente na década de 90, novos registros de LV humana voltaram a
ocorrer na capital. Nos ultimos anos houve elevagdo de numero de casos e
expansao das areas de transmissdo com numero significativo de casos registrados
na Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) (Oliveira et al., 2001; Carvalho
et al., 2008).

Com relagao a LV, o municipio de Jaboticatubas, Minas Gerais, é considerado
area de transmissdo esporadica, apresentando quatro casos humanos de
leishmaniose visceral nos ultimos seis anos (Brasil, 2013). Apesar da
implementagéo, no ano de 2006, do Programa de Controle de Leishmaniose Visceral
(PCLV) no municipio, este ainda ndo funciona em sua integralidade, contando
somente com demanda espontanea de casos caninos; e quanto aos casos humanos
ha uma varredura da area com borrifacdo de casas proximas a casa do morador
acometido pela enfermidade (Epidemiologista da Secretaria de Saude de
Jaboticatubas — comunicagao pessoal).

O municipio esta inserido na Serra do Espinhago e abriga 65% da area total
do Parque Nacional da Serra do Cipd, que € um importante poélo turistico de Minas
Gerais, recebendo centenas de visitantes nos feriados, finais de semana e periodo
de férias. Alguns dos atrativos turisticos que a regido oferece séo trilhas abertas a
visitagdo, cachoeiras e uma fantastica beleza natural com uma grande diversidade
de flora e fauna. Esse potencial turistico da regido também justifica o estudo
epidemioldégico no municipio, visando a protegdo a saude. O municipio também
pertence a regido RMBH e parece ilustrar o processo de expanséo e urbanizagao

das leishmanioses. A LV provavelmente surgiu no municipio a partir da regiao
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endémica de Belo Horizonte, ja que o numero de casos humanos e de caes vem
aumentando nos ultimos anos na regidao metropolitana (Menezes, 2011). Além disso,
alteragdes antropogénicas, principalmente no entorno do Parque Nacional da Serra
do Cipo, podem ter contribuido para emergéncia das leishmanioses em
Jaboticatubas. A caréncia de dados epidemiolédgicos relacionados aos vetores e
reservatorios domésticos e suas possiveis interacbes com a infeccdo por
Leishmania revela a importancia da realizacdo desta pesquisa, visando
compreender melhor a situacdo atual das leishmanioses no municipio de

Jaboticatubas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a eco-epidemiologia das leishmanioses no municipio de

Jaboticatubas, regido da Serra do Cipo, MG.

2.2 Objetivos especificos

- Identificar as espécies de flebotomineos presentes na area de estudo através

da taxonomia classica;

- Estabelecer a flutuagcdo mensal das espécies de flebotomineos e correlaciona-la

com algumas variaveis climaticas;

- Identificar possiveis flebotomineos infectados por Leishmania spp., através de
técnicas moleculares (“Nested PCR” para SSUrRNA);

- Caracterizar a(s) espécie(s) de Leishmania nos possiveis flebotomineos infectados

através da técnica de sequenciamento de DNA;

- Confirmar pelos métodos de diagnosticos DPP® e ELISA a infecgdo por
Leishmania nos caes, de modo a estabelecer a prevaléncia da LVC na area urbana

do municipio de Jaboticatubas;

- Demonstrar a distribuicdo espacial dos casos humanos e caninos de leishmaniose

na cidade de Jaboticatubas;

- Apontar as principais areas de risco para direcionar as acdes de controle da LVC.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Agentes etioldgicos

Os parasitos causadores das leishmanioses sao protozoarios do género
Leishmania, e apresentam em seu citoplasma uma organela caracteristica da ordem
Kinetoplastida, o cinetoplasto, composto de uma rede de moléculas de DNA
circulares (kDNA), que s&o divididos em maxicirculos e minicirculos (Simpson,
1987).

As principais espécies responsaveis pela LTA séo classificadas dentro do
subgénero Viannia e subgénero Leishmania. O subgénero Viannia compreende o
complexo braziliensis com as espécies Le. braziliensis e Le. peruviana e o complexo
guyanensis com as espécies Le. guyanensis, Le. panamensis, Le. lainsoni e Le.
naiffi, enquanto o subgénero Leishmania, apresenta as espécies viscerotropicas
agrupadas no complexo donovani e os representantes dermotrépicos do Velho
Mundo, em complexos (Le. tropica, Le. major, Le. aethiopica). As espécies do Novo
Mundo, Le. amazonensis e Le. mexicana, formam um unico complexo, 0 mexicana
(Rioux et al., 1990; Grimaldi & Tesh, 1993).

Atualmente nas Américas sao reconhecidas 11 espécies de Leishmania
causadoras da leishmaniose tegumentar humana (Costa, 2005). No Brasil ja foram
identificadas sete espécies, seis destas do subgénero Viannia e uma do subgénero
Leishmania. As trés principais espécies sao: Le. (V.) braziliensis, Le.(V.) guyanensis
e Le.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies Le. (V.) lainsoni, Le. (V.)
naiffi, Le. (V.) lindenberg e Le. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides
Norte e Nordeste.

O agente etiologico responsavel por causar a LV pertence ao subgénero
Leishmania, apresentando trés espécies principais: Le. (Leishmania) donovani, Le.
(L.) infantum e Le. (L.) chagasi (Melo, 2004). Nas Américas a LV é causada pela Le.
chagasi, espécie considerada sinonimia de Le. infantum (Mauricio et al., 2001).
Cunha e Chagas (1937) descreveram e incriminaram a Le. chagasi como uma nova
especie responsavel pela doenca nas Américas. Desde entdo, a posigao taxonémica
e a origem do agente etiologico da LV no Novo Mundo tem sido uma questédo
polémica e muito discutida. Alguns autores separam Le. infantum, o agente
etiolégico da LV no Velho Mundo, e Le. chagasi no Novo Mundo, sendo as duas
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espécies validas (Lainson & Shaw, 1987; Gramiccia et al., 1992, Shaw, 2002).
Outros acreditam que estes parasitos sao diferentes, mas decidiram separa-los em
duas subespécies: Le. (Leishmania) infantum chagasi e Le. (L.) infantum infantum
(Lainson & Rangel, 2005). E ainda, alguns pesquisadores que acreditam ser uma
unica espécie, Le. infantum importada da Europa no periodo da colonizagdo

portuguesa e espanhola (Rioux et al., 1990; Dantas-Torres, 2006).

3.2 Ciclo Evolutivo

O parasito apresenta duas formas evolutivas basicas: promastigotas e
amastigotas. As promastigotas estdo presentes no trato digestivo dos insetos e a
forma amastigota se multiplica dentro das células do Sistema Mononuclear
Fagocitario (SMF) dos mamiferos (Pimenta et al., 2003).

Durante o repasto sanguineo, realizado apenas pelas fémeas dos
flebotomineos, ha a inoculagédo na pele do hospedeiro, juntamente com a saliva, de
formas promastigotas do parasito. As células do SMF do hospedeiro endocitam
estas formas, que se transformam em amastigotas e comegam a se multiplicar no
interior do fagolisossomo por divisdo binaria longitudinal, infectando novas células do
SMF quando a célula hospedeira original se rompe.

Quando o flebotomineo realiza repasto sanguineo em um hospedeiro
infectado, o vetor ingere os macréfagos contendo as formas amastigotas, que
sofrem divisdo binaria no seu intestino, transformando-se em promastigotas. Estas
formas se dividem por divisdo binaria longitudinal, passando por mudancgas
morfoldgicas e fisioldgicas.

O primeiro estagio no vetor € chamado promastigota prociclica, que possui
baixa motilidade e se replica no interior da matriz peritrofica, estrutura quitinosa que
envolve o sangue ingerido, separando-o do epitélio intestinal (Secundino et al.,
2005). Apods alguns dias, os parasitos se diferenciam em formas alongadas e com
alta motilidade, chamadas nectomonas. Estas se dirigem para o exterior da matriz
peritrofica e se aderem ao epitélio intestinal. As nectomonas se diferenciam em
leptomonas, formas curtas que continuam a se replicar. A partir de entdo, alguns
parasitos se diferenciam em formas haptomonas e outros em promastigotas
metaciclicas (formas infectantes), que sao formas longas com um longo flagelo, alta

motilidade e ndo mais se dividem, entdo migram para a por¢ao anterior do tubo
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digestivo, alcangando a probdscide do inseto. Apds cada novo repasto sanguineo, o
relaxamento dos musculos responsaveis pela sucgdo provoca o refluxo das
promastigotas metaciclicas infectando o novo hospedeiro (Ashford, 2000; Choi &
Lerner, 2001; Bates, 2007).

3.3 Vetor

Os flebotomineos séo insetos cor-de-palha ou castanho-claro, de pequeno
porte (2 a 3 mm), os olhos sdo proeminentes, arredondados e bem separados, e as
antenas sao longas, formadas por 16 segmentos. O corpo é coberto de cerdas,
sendo facilmente reconhecidos pela posicdo de pouso, as asas se mantém
divergentes em posicédo semi-ereta, conferindo-lhe caracteristica peculiar (Forattini et
al., 1973). S&o conhecidos popularmente por “cangalha”, “tatuquira”, “asinha

” “

branca”, “mosquito-palha” e “birigui (Froés, 1935). Taxonomicamente pertencem a
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. O género
Phlebotomus é responsavel pela transmissdo no Velho Mundo enquanto o género
Lutzomyia € quem transmite no Novo Mundo (Langohr et al., 2000).

Existem duas classificacbes taxondémicas dos flebotomineos das Américas. A
primeira foi produzida por Young & Duncan (1994), intitulada “Guia para identificagao
e distribuicdo geografica de Lutzomyia no México, América do Sul e Central e oeste
da india”. Nesta proposta, o autor, subdivide o género Lutzomyia em 15 subgéneros
e 11 grupos (Caceres, 1993). Esta classificagdo é bastante pratica e prioriza a
identificacdo a partir da observagdo de estruturas essenciais como: genitalia
masculina, genitalia feminina e espermateca, cibario em fémeas, presenga ou nao
de espinhos femurais, tamanho dos segmentos da antena, entre outras.

Em 2003, Galati propds uma nova abordagem para classificagdao de
flebotomos do Novo Mundo. Nesta, a autora utiliza 88 caracteres morfologicos,
priorizando o uso das cerdas ao longo do corpo do inseto, aléem das outras
estruturas para uma melhor distribuigdo entre os grupos. Alguns grupos e
subgéneros anteriores a classificagdo foram elevados a género, mas a maior
mudanca ficou na fragmentagao do género antes conhecido como Lutzomyia (Beati
et al., 2004). Esta recente classificagdo publicada em “Flebotomineos do Brasil’
(Rangel & Lainson, 2003), traz alteragdes na classificagdo de quase todas as
espécies em relacao a publicagcao anterior.

Até 2003, o numero de espécies de flebotomineos descritas no mundo era
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464, e destas, pelo menos 229 eram encontradas no Brasil (Galati, 2003), sendo 19
delas vetoras de leishmanioses no pais (Santos et al., 1998; Rangel & Lainson,
2003). Em apenas nove anos apos esta publicagdo, o numero de espécies descritas
de flebotomineos no mundo praticamente dobrou, atingindo o patamar de 927
espécies conhecidas, sendo que 260 delas ocorrem no Brasil (Shimabukuro &
Galati, 2011).

O ciclo de vida é constituido de ovo, larva (quatro estadios), pupa e adulto. As
larvas sao terrestres e bastante ativas, movimentando-se com rapidez para buscar
alimento, com isso, provavelmente, se dissemina em uma grande area (Sherlock,
2003). Os flebotomineos se refugiam em locais com bom teor de umidade, pouca
ou nenhuma luminosidade, movimentacdo de ar e com matéria organica em
decomposicdo, o que dificulta seu combate e favorece sua adaptacido no ambiente
doméstico e peridoméstico (Aguiar & Medeiros, 2003). Em funcdo de sua
hematofagia para maturacdo dos ovarios, as fémeas possuem probdscide
desenvolvida, do tipo picador-pungitivo, constituida de um labro e um par de
mandibulas, hipofaringe, um par de maxilas e um labio. Ja os machos possuem
mandibulas rudimentares.

A espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é considerada a
principal vetora de Le. chagasi no Novo Mundo, embora as espécies Lu. evansi
(Zulueta et al., 1999; Travi et al., 1990) e Lu. cruzi (Mangabeira, 1938) (Santos et al.,
1998) sejam implicadas como possiveis vetoras em areas restritas.

Muitas espécies tém sido incriminadas na transmissdo da LTA, em
associagao com leishmanias dos subgéneros Viannia e Leishmania, porém somente
algumas tém sido consideradas importantes vetoras, com base no grau de
antropofilia, infecgdo natural por Leishmania e distribuicdo espacial coincidente com
a da doencga (Rangel & Lainson, 2003). Os principais flebotomineos transmissores
da LTA no Brasil sdo Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva, 1912); Lu.
migonei (Franga, 1920); Lu. (N.) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939); Lu.
(Pintomyia) fischeri (Pinto, 1926); Lu. (P.) pessoai (Coutinho & Barreto, 1940); Lu.
(Nyssomyia) umbratilis (Ward & Fraiha, 1977); Lu. (Psychodopygus) wellcomei
(Fraiha, Shaw & Lainson, 1971); Lu. (Trichophoromyia) ubiquitalis (Mangabeira,
1942); Lu. (P.) complexa (Mangabeira 1941); Lu. (P.) ayrozai (Barreto & Coutinho,
1940); Lu. (P.) paraensis (Costa Lima, 1941); Lu. (N.) flaviscutellata (Mangabeira,
1942).
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Os flebotomineos apresentam importancia médica como vetores naturais nao
s6 de Leishmania, mas também de outros agentes etioldgicos, como protozoarios
tripanossomatideos, bactérias do género Bartonella e varios arbovirus (Sherlock,
2003).

3.4 Reservatorios

Um animal considerado reservatorio da doenga tem seu sistema capaz de
manter populagdes do parasito que consigam sobreviver indefinidamente, mantendo
alta carga parasitaria e podendo transmitir o parasito a um hospedeiro susceptivel.
Alguns fatores determinam a susceptibilidade de um hospedeiro ao parasito, como a
densidade populacional do hospedeiro, a duragao da infec¢do de acordo com a
longevidade do hospedeiro, a localizagdo do parasito no seu interior e o estado
imunoldgico do hospedeiro apds a cura. O hospedeiro alberga o parasito em seu
corpo, mas nao consegue transmiti-lo a outros animais (Ashford, 2000).

No ambiente silvestre, os reservatorios de LV s&o principalmente raposas
(Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) (Deane, 1956; Lainson et al., 1990) e
marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis marsupiais) (Sherlock, 1996; Corredor
et al.,1989).

Nas regides rurais, periurbanas e urbanas, o cao doméstico (Canis familiaris)
€ o principal reservatorio da infecgao para o homem (Ramiro et al., 2003; Molano et
al., 2003). Segundo Caldas et al. (2001), os roedores constituem um dos grupos de
animais sinantrépicos mais procurados pelos fleb6étomos, o que reforca a
necessidade desses animais serem estudados como possiveis reservatorios de Le.
chagasi. Um estudo em uma area endémica de leishmaniose tegumentar e visceral
mostrou que as espécies Rattus rattus e Thrichomys apereoides foram encontrados
naturalmente infectados por espécies de Leishmania (Oliveira et al., 2005).
Evidéncias epidemiolégicas indicam roedores em geral, como possiveis
reservatorios peridomésticos de Le. chagasi, constituindo um importante elo entre o
ambiente silvestre e o domiciliar (Corredor et al., 1989).

Além de roedores também tém sido encontrados naturalmente infectados
gatos (Figueiredo et al., 2009), mas pouco se sabe sobre a importancia

epidemioldgica destes animais como reservatorios da doencga.
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Forattini, na década de 50, no estado de Sdo Paulo, em area endémica para
LTA, capturou 928 animais, a maioria roedores, e encontrou paca (Cuniculus paca),
cutia (Dasyprocta azarae) e rato-da-taquara (Kannabateomys amblyonyx) positivos
ao exame parasitologico de pele e hemocultura. Guimardes et al. (1968)
encontraram resultado semelhante quando pesquisaram a infeccdo natural por
Leishmania em roedores, na floresta de Utinga, municipio de Belém, Para.

O envolvimento de animais domeésticos na epidemiologia da LTA ja é
conhecido desde o inicio do século (Falqueto et al., 1986; Brumpt & Pedroso, 1913).
Entretanto, a discussdo do papel do cdo na epidemiologia da LTA é ainda
controversa. Alguns autores consideram o cdo apenas um hospedeiro acidental,
assim como o homem (Lainson & Shaw, 1970). Outros acreditam no papel do c&o
como elo entre animais silvestres e homem no ciclo epidemiolégico da doenca
(Coutinho et al., 1985; Pirmez et al., 1988). Falqueto et al. (1986) observaram no
Espirito Santo nitida relagao entre presenca de caes infectados e surgimento de
novos casos humanos da doenca. Mas ainda, pouco se sabe sobre os aspectos
clinicos, parasitoldgicos e imunoldgicos do curso da infecgdo pela Le. braziliensis em
caes (Reithinger & Davies, 1999).

Em relagdo a LV, a cadeia epidemioldgica inclui, numa area endémica, a
presenga concomitante do vetor, do reservatorio e do hospedeiro susceptivel.
Conforme supracitado, o hospedeiro doméstico (Canis familiaris) tem sido
incriminado como o principal reservatorio da LV para o homem em areas préximas
aos centros urbanos. O papel do cdo na transmissdao da doenca no Brasil foi
elucidado com os trabalhos de Deane & Deane (1954, 1955, 1956) em Sobral,
Ceara, onde descreveram a leishmaniose visceral canina urbana e o papel definitivo

do cdo como reservatério doméstico.

3.5 Leishmaniose Tegumentar Americana

O primeiro a identificar a enfermidade e a suspeitar do papel dos
flebotomineos como vetores foi Alexandre Cerqueira, em 1885, na Bahia. Em 1911,
Gaspar Vianna, propds a denominagao de Le. braziliensis para o agente etiolégico
da leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil (Viannia, 1912).

O sintoma caracteristico da LTA é o aparecimento de pequena lesao
eritemato-papulosa no local da picada do vetor, onde ha a multiplicagdo de
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protozoarios. Posteriormente ha a formagdo de um ndédulo que da origem a uma
Ulcera, formando a ulcera leishmanidtica classica, de formato arredondado, com
bordas elevadas e infiltradas (Deane & Deane, 1954).

A LTA atinge o homem em qualquer idade, havendo prevaléncia do sexo
masculino devido ao modo de vida, que oferece maior exposi¢ao ao contagio. Em
algumas regides do pais, como Sao Paulo, intensas modificagdes do ambiente
ocorreram devido a agdo do homem, em sua atividade agricola e pastoril, o que
levou ao quase desaparecimento da leishmaniose tegumentar no final da década de
40. Entretanto, a partir das décadas de 70 e 80 a leishmaniose reaparece, nestas
regides, com aumento significativo no numero de casos e com o surgimento de
novas areas endémicas. Com a eliminacdo de predadores e o deslocamento das
comunidades nativas, certas espécies passam a invadir e colonizar novos habitats.
O quadro epidemiolégico atual € representado por um complexo de espécies de
Leishmania, animais reservatérios e insetos transmissores, compondo diferentes
ciclos de transmisséo (Negrao & Ferreira, 2009).

A presencga de Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. migonei e Lu. fischeri em
ambientes antropicos tem sido observado no Estado de Sao Paulo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Espirito Santo (Teodoro et al., 1991). Lutzomyia whitmani e Lu.
migonei sao considerados importantes vetores de LTA encontrados no peridomicilio
de regides do sudeste (Gomes & Galati, 1989; Rocha et al., 2007) bem como regido
Nordeste (Brandao-Filho et al., 2011) e Centro-Oeste (Missawa et al., 2008). A
espécie Lu. whitmani estd entre os mais importantes vetores de LTA no Brasil
(Rangel & Lainson, 2009).

3.6 Leishmaniose Visceral

A LV foi descrita primariamente na Grécia em 1835, quando entdo foi
denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Em 1869, na india, recebeu o nome de
“kala-jwar” ou Kala-azar, em virtude do discreto aumento da pigmentacéo da pele
nos acometidos, sendo essa caracteristica o tipo classico da doencga, denominada
doencga negra. A enfermidade ficou conhecida como uma doencga de alta letalidade
(Marzochi et al., 1981). William Leishman (1900) identificou um protozoario no bago
de um soldado que faleceu na india, em decorréncia de uma febre local conhecida
como febre “Dum-dum” ou “Kala-azar. Donovan (1903) encontrou 0 mesmo parasito
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em outro paciente, e Laveran & Mesnil (1903) descreveram o protozoario com o
nome de Piroplasma donovani, uma vez que as observagcbdes de Leishman nao
foram publicadas. Leonard Rogers foi o primeiro a cultivar o parasito e observou
formas flageladas nas culturas. Patton (1907) observou as formas leishmanias
(amastigotas) em mondcitos e as formas leptomonas (promastigotas) no intestino de
insetos que se alimentavam em pacientes com calazar. Entretanto, a constatacédo da
existéncia de um vetor e nomeado flebotomineo sé ocorreu em 1931. Em 1934,
Penna relatou o primeiro caso de LV no Brasil quando foram observados cortes
histolégicos de figado de pessoas que vieram a Obito com suspeita de febre
amarela. Em 1955, Deane & Deane, publicaram um estudo classico sobre a
epidemiologia da doenga no estado do Ceara, quando houve o primeiro surto da
doencga.

A LV é uma doenga crbnica grave, potencialmente fatal para o homem, cuja
letalidade pode alcangar 10% quando nao se institui o tratamento adequado (Gontijo
& Melo, 2004).

No Brasil, a transmissao da LV se da através da picada das fémeas de Lu.
longipalpis infectados pela espécie Le. (L.) chagasi. Entretanto, em 1998, Lu. cruzi
foi considerada a espécie vetora de LV nos municipios de Ladario e Corumba, (MS)
(Santos et al., 1998; Elkhoury, 2005; Lainson & Rangel, 2005).

Alguns autores acreditam na transmissdo entre c&es através de
ectoparasitos, sugerindo a capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (Coutinho &
Linardi, 2007; Paz et al., 2010). Outros autores sugerem que a transmissao possa
ocorrer através de mordeduras, copula ou transmissao vertical entre os caes, porém
nao existem evidéncias sobre a importancia epidemiologica destes mecanismos de
transmissao (SiLV et al., 2009).

A urbanizacao da LV no Brasil, apds a década de 80, se deve, possivelmente,
a uma mudanca de comportamento do homem, ocorrida em fungao de modificagdes
sécio-ambientais, como o desmatamento que reduziu a disponibilidade de animais
para servir de fonte de alimentagao para o vetor. Dessa forma, o cao e 0 homem se
tornaram alternativas mais acessiveis. Outro fator € o processo migratério, que levou
para a periferia das cidades populagdes humana e canina, oriundas de areas rurais
onde a doenga era endémica (Barata et al., 2005; Monteiro et al., 2005; Missawa &
Dias, 2007).
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A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doencga sistémica grave, de
evolugao lenta e inicio insidioso. Os sinais clinicos podem variar de cao para cao
dependendo da resposta imunoldgica. Geralmente, os caes infectados apresentam
um acentuado emagrecimento; por outro lado, algumas vezes, apresentam-se
aparentemente normais, mas com alto grau de parasitismo na pele integra e
visceras (Deane & Deane, 1955).

Nicolle (1908) na Tunisia anunciou que havia conseguido infectar um cé&o
jovem com o parasito da leishmaniose visceral infantil. O c&o foi sacrificado 159 dias
apos o inéculo, apresentando numerosos parasitos na medula. Em seguida, foi
realizado em Tunis um inquérito canino para verificar se a doenca ocorria
naturalmente entre estes animais. Foram examinados 145 cdes através do exame
de esfregacos da medula éssea, e encontrados trés animais positivos, ficando assim
evidenciado, o primeiro foco de leishmaniose visceral canino no mundo, fato este
consolidado pelo encontro posterior de outros focos em outras regides (Genaro,
1993).

Classicamente, a LVC inicialmente é acompanhada por febre, descamacéo e
eczema, especialmente, no espelho nasal e na orelha. Muitas vezes apresentam
pélo opaco, pequenas Uulceras rasas localizadas, frequentemente ao nivel das
orelhas, focinho, cauda e articulagbes. Com a evolugdo da doenca € comum ocorrer
esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites, ulceras de pele, onicogrifose,
ceratoconjutivite, coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema das patas,
vomito, além do aparecimento de areas de hiperqueratose, especialmente na ponta
do espelho nasal (Paz, 2010). Na fase final da infecgao ocorre em geral, a paresia
das patas posteriores, caquexia, inanicdo e morte (Deane & Deane, 1955; Brener,
1957; Marzochi et al., 1985). Em fungdo da variedade de sintomas, os animais
podem ser classificados em assintomatico (auséncia de sinais e sintomas clinicos
sugestivos de infecgao por Leishmania), oligossintomatico (com até trés dos sinais
clinicos caracteristicos da infecgdo) e sintomatico (mais de trés sinais clinicos
caracteristicos da infec¢ao) (Genaro, 1993).

Entretanto, para uma melhor classificagdo dos caes como oligossintomaticos
ou sintomaticos é preciso haver a presenga de um ou mais sinais patognomaonicos
da infeccdo, principalmente quando o animal se origina de regides endémicas
estabelecidas. No entanto, € importante salientar, que diversos fatores podem estar

associados, especialmente parasitos e desnutricdo, modificando ou mascarando o
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quadro clinico da LVC, principalmente em zonas rurais (Brener,1957).

O papel do cao como reservatério tem sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores e conforme ja descrito por Deane (1956), representa um importante
elo de transmissdo da leishmaniose visceral, sendo, em meio urbano, o principal
reservatorio do agente etioldégico (Monteiro et al., 2005; Dantas-Torres, 2007).
Dentre as razbes podem ser citadas a proximidade com o homem, é facil fonte de
repasto para o vetor, atraindo-o para perto do homem e a persisténcia desse
parasitismo cutaneo depois do desaparecimento das leishmanias nas visceras
(Deane, 1956). Os caes infectados, mesmo assintomaticos, sao fonte de infecgao
para os flebotomineos e, consequientemente, tém papel ativo na transmissao de
Leishmania (Michalsky et al., 2007).

Do ponto de vista epidemiolégico, a LVC é considerada, no Brasil, mais
importante do que a doenca humana. Normalmente antecede o acometimento de
casos humanos (Madeira et al., 2004; Nunes et al., 2010), sendo a infecgdo nos
caes mais prevalente que nos humanos (Deane & Deane, 1955; Marzochi &
Marzochi, 1994; Galimbertti et al., 1999). Estudos destacam o cdo no ciclo de
transmissao da LV para o homem associados a altas taxas de soropositividade
canina e presenga de LV humana, numa determinada area (Deane & Deane, 1955;
Dye et al., 1992).

A LVC vem aumentando sua prevaléncia no Brasil, ndo s6 em numero de
casos, mas também na dispersao geografica. A alta prevaléncia de infeccdo canina
em areas endémicas, a estreita convivéncia entre humanos e caes e a mesma
identidade dos parasitos isolados de casos humanos e caninos, reforcam a
participacdo destes animais como reservatorios da infecgdo (Oliveira et al., 2001,
Silva et al., 2001).

O diagnéstico da LVC compreende a associagdo entre dados clinicos,
laboratoriais e epidemioldgicos. Os testes laboratoriais séo utilizados para evidenciar
o0 parasita ou para detectar componentes da resposta imune, como anticorpos
especificos ou reacdes de tipo celular. Os testes disponiveis incluem os métodos
parasitologicos, sorolégicos, imunocromatograficos, imunohistoquimicos e
moleculares. Para o diagndéstico parasitolégico de caes, obtém-se espécimes
clinicos a partir de aspirado de medula 6ssea, de bacgo, de figado, de linfonodos, e
em alguns casos, bidpsias de pele integra. Entre os métodos sorologicos mais

utilizados estdo a reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio
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imunoenzimatico (ELISA), muito utilizados em estudos epidemioldgicos e inquéritos
para medidas de controle da LV, devido a possibilidade de utilizar amostras de
sangue em papel, algo que facilita a coleta e baixa o custo (Nunes et al., 2001;
Almeida et al., 2005). Um dos problemas desses métodos € a baixa sensibilidade, o
que leva a taxas de infecgcdes subestimadas e consequentemente permitindo a
manutencdo de animais infectados em area endémica (De Paula et al., 2003;
Porrozzi et al., 2007).

Novos métodos tém sido testados utilizando antigenos recombinantes de Le.
chagasi (k9, k26 e k39) para o diagndstico de leishmaniose visceral humana (el
Hassan et al., 1998) e canina (Rosati et al., 2003). O desempenho da sensibilidade e
especificidade destes testes tém se mostrado mais elevada em relagcdo aos testes
sorolégicos convencionais. Dessa forma, o Instituto de Biotecnoldgicos da Fiocruz
(Biomanguinhos) vem desenvolvendo testes imunocromatograficos voltados para o
diagnodstico da LVC. Inicialmente, foi desenvolvido o teste denominado “lateral flow”
(LF), mas sua tecnologia tem sido substituida pela técnica de imunocromatografia
rapida de duplo percurso TR DPP (Schubach, 2012), atualmente preconizada pelo
Ministério da Saude como técnica de triagem para diagnostico de LVC. Em 2011
foram realizados trabalhos de validagdo desta técnica para diagnéstico da LVC
(Schubach, 2012; Queiroz-Junior, 2011).

Dual Path Platform (DPP®) é uma inovadora tecnologia de imunoensaio
cromatografico para testes de diagndstico rapido, que foi desenvolvido pela empresa
norte americana Chembio® e a empresa nacional Bio-Manguinhos®, Rio de Janeiro,
Brasil (Queiroz-Junior, 2011).

O DPP® é o unico disponivel no mercado atual que oferece resultado em 15
minutos. E de facil manipulacdo, pois ndo necessita de pessoa especializada para a
sua execucdo e pode ser realizado em campo, desonerando, desta forma, o
laboratério. Possui uma tecnologia de alta sensibilidade, o que agrega precisdo ao
diagnodstico da LVC em sangue soro, plasma ou sangue total.

O teste DPP® utiliza a proteina recombinante K39 (rK39) como antigeno, uma
sequéncia de 39 aminoacidos clonada da regidao quinase especifica de Le. chagasi
que tem sido largamente avaliada no diagnéstico da LVC (Burns-Junior et al., 1993).
Ja o ensaio imunoenzimatico (ELISA) é bastante util para analises de laboratorio,
possibilitando a andlise de grande quantidade de amostras em pouco tempo (Maia &

Campino, 2008), sendo, por isso, um teste mais rapido e de facil execugao
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(Camargo & Langoni, 2006) quando comparado a RIFI. A técnica de ELISA permite
detectar baixos titulos de anticorpos e € acurado na identificacdo de casos
assintomaticos (Candido et al., 2008).

Em 2012, foi preconizado pelo Ministério da Saude (MS) o uso do DPP®
como método de triagem e do ELISA para confirmagdo do diagnéstico de

leishmaniose visceral canina.

3.7 Influéncia dos fatores climaticos sobre as populacdes de f
lebotomineos

A densidade populacional é passivel de grande interferéncia pela variagéo
das estacgdes do ano (Oliveira et al., 2003). Os locais de abrigo e criadouro dos
flebotomineos sofrem uma pequena variagdo na temperatura e umidade,
caracteristica esta que favorece a presenca dos mesmos e pode alterar a dinamica
das populagdes destes insetos (Dias et al., 2007). Geralmente, estes locais
correspondem aqueles onde as fémeas encontram os hospedeiros vertebrados e
realizam seu repasto sanguineo (Basimike et al., 1991; Comer & Brown, 1993).

Em areas tropicais, a densidade populacional de flebotomineos aumenta
durante ou apds periodos chuvosos, pois € a alta umidade resultante das primeiras
chuvas que proporciona a eclosdo dos adultos, também ha maior atividade destes
insetos fora de seus abrigos nesse periodo (Almeida et al., 2010). Em contrapartida,
€ comum haver uma redugao populacional durante longos periodos secos (Tesh,
1988), o que configura um complexo dependente de fatores bidticos, fisicos e
ambientais (Lewis, 1974).

Barata et al. (2004) mostraram a interferéncia de fatores climaticos sobre a
populagcdo de flebotomineos na cidade de Porteirinha (MG). Observaram uma
correlacgao significativa entre o numero de flebotomineos capturados e a umidade e
pluviosidade. Outros autores observaram que ha um aumento na densidade desses
insetos apds o periodo de chuvas (Missawa & Dias, 2007; Dias et al.,, 2007;
Michalsky et al., 2009).

Segundo Dias-Lima et al. (2003), os flebotomineos apresentam uma nitida
variagdo sazonal, sendo que as chuvas em niveis moderados, a temperatura,
insolacdo e evaporagdo mais baixos e a umidade alta, favorecem o aumento da

densidade de flebotomineos. Corroborando com esses resultados, em Sobral,
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Ceara, os flebotomineos apresentaram uma distribuicdo sazonal associada aos
indices pluviométricos e de umidade, com aumento de densidade no periodo
chuvoso (Macedo et al., 2008). Em estudo realizado em uma floresta primaria no
Parana, a temperatura média mensal, a pluviosidade e a temperatura nas noites de
coleta influenciaram significativamente no numero de determinadas espécies
capturadas e em relacdo ao sexo dos flebotomineos. Entretanto, a altitude néao
influenciou da mesma maneira (Marcondes et al., 2001).

O estudo da variagao sazonal da fauna flebotominica se faz necessario para
melhor compreensao da biologia do vetor e sua importancia epidemioldgica, da
relagdo entre a espécie e seu habitat, visando estabelecer medidas de controle da
leishmaniose que possam diminuir a densidade de flebotomineos em determinados
locais (Macedo et al., 2008).

3.8 Epidemiologia e controle das leishmanioses

As leishmanioses manifestam-se nas populag¢des tropicais e subtropicais da
América Latina de forma endémica. Os surtos sdo decorrentes de resposta imune
precaria por parte dos hospedeiros (Grimaldi & Tesh, 1993) ou de situagcbes eco-
epidemiologicas que favorecam o aumento da quantidade de vetores infectados
(Tesh & Papaevangelou, 1977).

As leishmanioses tém ampla distribuicdo nos cinco continentes e sao
consideradas endémicas em 88 paises, porém a notificagdo € obrigatéria somente
em 32 paises (WHO, 2010). Colémbia, Bolivia, Equador, Peru, Venezuela e Brasil
apresentam prevaléncia mais elevada (Aguillar et al., 1998; Davies et al., 2000). Nas
Américas, a LV ocorre desde o México até a Argentina, sendo 90% dos casos
humanos descritos procedentes do Brasil, sendo que 24 de suas 27 Unidades
Federativas apresentaram casos humanos e ainda nao existe estratégia eficiente de
controle (Queiroz et al., 2012; Quaresma, 2011).

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV
ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenca se expandiu para as outras
regides e atingiu areas urbanas e periurbanas, esta situagdo se modificou e, no
periodo de 2000 a 2002, a Regido Nordeste apresentou uma reducgéo para 77% dos

casos do pais (Brasil 2006a). A proporgdo dos casos confirmados de LV no pais
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aumentou nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Norte. A regido Sul, embora com
aumento, mantém um numero pequeno de casos autéctones (Brasil, 2010). Surtos
epidémicos de LTA tém ocorrido nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste,
Norte e, mais recentemente, na regido Sul. Nos ultimos anos, o Ministério da Saude
registrou média anual de 35 mil novos casos de LTA no pais (Brasil, 2007).

Durante muitos anos, o impacto das leishmanioses na saude publica foi
subestimado. Atualmente ha uma incidéncia de 2 milhdes de casos por ano (1,5
milhdées da forma tegumentar e 500 mil de forma visceral), com uma estimativa de 14
milhdes de pessoas infectadas (WHO, 2010).

O tratamento de primeira escolha para todas as formas da doenca se faz
através de antimoniais pentavalentes, de forma sistémica. Entretanto, é importante
se conhecer a epidemiologia do local em relagdo a suscetibilidade do parasito as
diferentes drogas, o entendimento da farmacocinética do medicamento, assim como
uma criteriosa avaliagdo clinica do paciente, levando em consideragao
caracteristicas imunologicas e aspectos socioecondémicos. Estes aspectos sé&o
fundamentais na escolha da terapia e, consequentemente, no sucesso da mesma
(Tuon et al., 2008).

A eliminagao do parasito no homem em estagios iniciais de instalagao reduz a
letalidade apesar de ndo diminuir a incidéncia da doencga (Monteiro et al., 1994). A
epidemia devastadora do Sud&o, onde populagbes deslocadas pela guerra civil
tinham pouco acesso a medicagao para LV (Seaman et al., 1996), deixou claro que
a ampla distribuicao gratuita do tratamento especifico é crucial para a prevencgao da
morte, particularmente entre os mais pobres, contingente que constitui a maioria das
vitimas de LV.

No Brasil, até a década de 80, a LV apresentava um carater eminentemente
rural ou silvestre, mas atualmente a doenga vem se expandindo alterando seu perfil
epidemioldgico, atingindo regides urbanizadas (Gontijo & Melo, 2004; Maia-Elkhoury
et al., 2008). Isso é comprovado pela ocorréncia de casos da doenga em cidades de
grande e médio porte como Aragatuba (SP), Corumba (MT), Campo Grande (MS),
Palmas (TO), Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG) (Brasil, 2006). Fortaleza (CE)
apresentou grande numero de casos em 2009 (309), contribuindo com a elevada
letalidade da LV no estado (5,6% em 2008 e 5% em 2009) (Ceara, 2009; Ceara,
2011). Também nos ultimos anos foram relatados casos de LV no Parana (Thomaz-

Soccol et al., 2009) e no Rio Grande do Sul, areas consideradas até entao livres da

36



doenca (Krauspenhar et al., 2007; Ministério da Saude, 2010).

A importancia do cao como reservatorio da Le. chagasi é por apresentaR
intenso parasitismo cutédneo e ser potencialmente capaz de transmitir o parasita ao
vetor mesmo quando se apresenta assintomatico, por isso, constitui-se elo
fundamental da transmisséo da LV. (Madeira et al., 2004; Nunes et al., 2010).

O controle da LV no Brasil tem sido baseado em uma triade de acbes
recomendado pela OMS associado a uma rigorosa vigilancia epidemioldgica, a
saber: tratamento dos casos humanos; eliminacdo dos reservatérios domésticos
(caes soropositivos) e combate ao vetor para reduzir a sua densidade populacional,
utilizando-se inseticidas residuais aspergidos no domicilio e peridomicilio. Porém,
estas medidas, aplicadas isoladamente, ndo se mostram efetivas para a redugao da
incidéncia da doenca (Brasil, 2003).

O Ministério da Saude em parceria com o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento publicaram em 11 de julho de 2008 a Portaria Interministerial n°® 1426
que "proibe o tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso
humano ou n&o registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento”
(Brasil, 2008; Brasil, 2009). Considerando isso, a vacina surge como uma alternativa
para o controle (Gontijo & Melo, 2004). Atualmente existem algumas vacinas no
mercado, uma utilizando o antigeno protéico A2; outra o antigeno glicoproteico FML
(ligante de manose-fucose), mas ensaios clinicos e epidemiologicos ainda s&o
necessarios para provar a sua eficacia (Oliveira et al., 2008).

Apesar de os caes portadores de Leishmania serem considerados, de uma
forma geral, fonte de infecgdo para os flebotomineos, e grandes responsaveis pela
persisténcia da LV em diversas regides (Abranches et al., 1991), esta questdo ainda
necessita de maiores estudos. O impacto da remocao de céaes infectados, durante
campanhas de controle, na reducdo de casos humanos & controverso e tem sido
questionado por varios autores (Dietze et al.,, 1997). No Brasil, no municipio de
Caratinga, Vale do Rio Doce (MG), uma agao controlada envolvendo o sacrificio de
todos os caes soropositivos, culminou com o controle da LV, apés 10 anos de
intensivos trabalhos, além da rigorosa manutengdo da vigilancia epidemioldgica
(Magalhaes et al., 1980). Um resultado semelhante foi observado na Asia e Europa
com o decréscimo da incidéncia de LV, apds a eliminacido de cédes infectados
domiciliados nas areas endémicas (Ashford, 1996). Ja Ashford et al. (1998), em

trabalho na Bahia, relataram que eliminar caes positivos € insuficiente para o
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controle da LVC, mas a forca da infecgdo entre caes pode diminuir, bem como, a
incidéncia de LVH, com esta estratégia. A transmissdo continuada pode estar
relacionada com a baixa aceitacdo da eutanasia dos cées pelos proprietarios e o
tempo que leva para remogédo de cées sorologicamente positivos e pela viragem
soroldgica dos mesmos (Ashford et al., 1998; Romero & Boelaert, 2010).

Teodoro et al. (2003) mostraram que, tanto a desinsetizacdo quanto a
reorganizagdo do ambiente contribuem significativamente para reduzir a densidade
de flebotomineos no domicilio e peridomicilio. Assim, a limpeza de matéria organica
acumulada no solo, representada por frutos e folhas em decomposicdo, corte de
algumas arvores ao lado da residéncia do morador e a drenagem do solo com
elevada umidade constituem medidas complementares que podem auxiliar no
controle destes insetos. Tem sido demonstrado que nas areas com solos Umidos e
acumulo de matéria organica de origem animal e vegetal ha condigdes para a
formagdo de criadouros e para a concentracdao de flebotomineos no ambiente
peridomiciliar ( Forattini, 1953).

Apesar do grande esforgo realizado na execugédo das medidas tradicionais de
controle, ndo é possivel a erradicacdo da doenca. Estas acbes sistematizadas
apresentam resultados satisfatorios se mantidas durante longos periodos de tempo,
e mesmo assim, € frequente a reativacdo dos focos. Além disso, outras variaveis
nao estdo sendo consideradas no processo de transmissdo do parasita e
consequentemente, no planejamento das agdes de controle das leishmanioses.

A complexidade do controle € mais evidente quando consideramos que
existem lacunas no conhecimento sobre cada aspecto estudado, incluindo a
distribuicdo geografica do parasito, insetos vetores, fontes de infec¢do, fatores
histéricos e socioeconémicos, integragdo dos servigos de saude, técnicas utilizadas
para o diagnéstico, tratamento e imunoprofilaxia (Franga-Silva,1997). Desta forma,
as caracteristicas peculiares de cada elemento da cadeia de transmissao aliadas a
variedade de situagbes epidemiologicas, tém mostrado que estratégias de controle
devem ser flexiveis e designadas, especialmente, para cada area endémica
(Marzochi,1992). Claramente, o conhecimento da histéria natural da doenga forma
uma base essencial para o controle das leishmanioses. Entretanto, o planejamento
deve ser refinado, fornecendo informacgao quantitativa basica sobre a prevaléncia, a

incidéncia e o indice de reprodugao basal da doenga (Dye et al.,1992).
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3.9 Geoprocessamento - distribuicdo de doencas parasitarias

A utilizagdo de mapas relacionando-os com a distribuicdo geografica de
doencas tém inicio em um passado remoto. Hipdcrates ha 480 a.C no seu livro “Dos
ares, dos mares e dos lugares” destacou a importancia do modo de vida dos
individuos, analisou a influéncia dos ventos, agua, solo e localizagédo das cidades em
relacdo ao sol, na ocorréncia de doengas (Medronho, 1995; Costa & Teixeira, 1999).
Dr John Snow, em 1854, conseguiu controlar a epidemia de colera em Londres, sem
utilizar nenhum recurso tecnologico e tendo o espago como a principal variavel ao
estudar a epidemiologia da doencga.

Com o avancgo tecnolégico, a cartografia passa a ser dindmica, a coleta de
informacdes sobre distribuicdo geografica deixa de ser analisada somente com
documentos e mapas de papel, hoje ela conta com a ajuda de computadores, o que
€ promissor para setores de saude publica.

Neste quadro de evolugéo da ciéncia geografica, o geoprocessamento € uma
tecnologia de grande significado para as pesquisas na area da saude. Tal técnica
pode ser destrinchada nos seguintes ramos: analise dos padrbdes de distribuigao
espacial e temporal das doengas; mapeamento das doengas; ecologia das doencgas;
e aplicagcdo de conceitos geograficos ao planejamento para a localizagédo e
administracao de servigos de saude.

O geoprocessamento € um termo amplo, que envolve um conjunto de
técnicas de coleta, tratamento de imagens e exibicdo de informagdes
georreferenciadas que permitem identificar variaveis relacionadas as estruturas
sociais, econbmicas e ambientais que podem oferecer risco a saude (Medronho &
Perez, 2002; Barcellos & Bastos, 1996). Dentre essas tecnologias, se destacam: o
sensoriamento remoto, a digitalizagdo de dados, a automagdo de tarefas
cartograficas, a utilizagdo de Sistemas de Posicionamento Global — GPS, os
Sistemas de Informagbes Geograficas — SIG e a utilizacdo de modelos matematicos
inseridos na estatistica espacial (Kitron, 1998; Umunbo et al., 2002; Margonari et al.,
20006).

O conhecimento da variagao espacial e temporal da incidéncia das doencas
que ocorrem simultaneamente com situacdes ambientais especificadas € importante

para o planejamento de agdes de prevengao e controle das mesmas, mesmo nao
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sendo possivel inferir diretamente fatores causais do ponto de vista etiolégico
(Margonari et al., 2006 ).

Estudos revelam o potencial do geoprocessamento como importante
ferramenta para analise epidemiologica, visando o planejamento de acgdes
especificas para o controle de doengas (Godoy et al., 2007).

Essa tecnologia permite aos pesquisadores o mapeamento de vetores e
analises de fatores ambientais que afetam a distribuicdo espacial e temporal dos
insetos. Estudos utilizando técnicas de geoprocessamento, foram realizados com
mosca Tsé-tsé, Glossina spp. (Rogers, 1991), Aedes (Medronho 1995, Gleiser et al.
1997), Anopheles gambiae (Thomson et al. 1997), Phlebotomus papatasi (Cross et
al. 1996), todos eles artropodes de importancia meédica. Essas técnicas também tém
sido utilizadas para monitorar doengcas como malaria, tripanossomiases e
leishmanioses (Elnaiem et al., 2003; Thomson & Connor, 2000; Umunbo et al.,
2002). No caso desta ultima, o geoprocessamento tem sido utilizado por varios
pesquisadores.

Werneck & Maguire (2002) utilizaram analises espaciais ao estudar
determinantes ambientais e socio-econdmicas da incidéncia de LV na cidade de
Teresina, Pl. Kawa & Sabroza (2002), em estudo no Rio de Janeiro, também
utilizaram ferramentas espaciais e observaram que o movimento urbano favoreceu a
intensificagdo da endemia em focos bem definidos, onde o processo de trabalho
possibilitou maior contato entre individuos susceptiveis e vetores. Esta mesma
abordagem mostrou a rota de dispersédo da LV, bem como os fatores a ela
relacionados em Mato Grosso (Antonialli et al., 2007). Franca-Silva (2003),
semelhantemente, utilizando ferramentas de analise espacial e temporal em
Porteirinha (MG) encontrou um “cluster” bem definido de casos caninos coincidentes
com casos humanos e percebeu que a maior parte dos casos humanos ocorreu nos
sopés dos morros.

No Suddo, a partir de resultados de estudos que utilizaram técnicas de
geoprocessamento relacionando LV, fatores ecoldgicos e pluviométricos, criaram um
mapa de risco de se adquirir LV no pais (Thomson et al., 1999; Elnaiem et al., 2003).
Semelhantemente, no Brasil, Peterson & Shaw (2003) demonstraram a distribuicao
dos principais vetores de LTA em seu cenario geografico e climatico em um raio de
30 anos.

A partir de dados coletados pela Fundagao Nacional de Saude (FUNASA) em
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2002, foram realizadas analises de distribuicdo espaco-temporal da LTA no Brasil,
através de técnicas de geoprocessamento e estatistica. Oliveira et al. (2001)
estudaram a distribuicdo espacial da LV em Belo Horizonte apdés o
georreferenciamento de 11.048 caes positivos e 158 casos humanos no periodo
entre 1994 e 1997. Ainda em Minas Gerais, Margonari et al. (2006) estudaram a
epidemiologia da LV em Belo Horizonte, através da analise espacial no periodo de
abril de 2001 a margo de 2002. Observaram que 84% dos casos de leishmaniose
humana se relacionam com casos caninos. Prado (2011) descreveu a distribuigdo
espacial da LV humana e canina na area urbana do municipio de Montes Claros, no
periodo de 2007 a 2009. Através de mapa de Kernel verificou-se a relagdo de casos
humanos e caninos no periodo estudado. Estudo semelhante foi realizado, utilizando
analise espacial, em Aragatuba, estado de S&o Paulo, entre 1998-1999. Os autores
observaram que a transmissdo da LV nao foi homogénea no municipio: a
transmissdao humana ocorreu nas areas com maiores taxas de prevaléncia canina
(Camargos-Neves et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos associados a fatores bioclimaticos vém contribuindo
para o monitoramento e identificacdo das prioridades e formas efetivas de utilizacao
de tecnologias e conhecimento cientifico para a prevengao das doencas tropicais.
Dessa forma, métodos geocomputacionais demonstram extrema relevancia para

analise de um grande volume de dados de saude coletados (Margonari et al., 2006).
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4 METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Jaboticatubas, Serra do Cip6, Minas
Gerais, que esta localizado a 63 km de Belo Horizonte, na Cadeia do Espinhaco e
apresenta uma populagado de 17.134 habitantes, com uma densidade demografica
de 15,37 hab/km? (IBGE, 2010) (Figura 1). O Parque Nacional da Serra do Cip6
possui uma area aproximadamente de 33.800 ha em um perimetro de 154 km,
enquanto Jaboticatubas apresenta uma area de 1.114 km?2. Além de Jaboticatubas,
também circundam o Parque os municipios de Santana do Riacho, Morro do Pilar,
ltambé do Mato Dentro. Segundo Curi (2006), a presencga de habitagcbes humanas e
animais domeésticos dentro do Parque € resultado da situacdo fundiaria, somente
57% da area do total do Parque esta regularizada.

O clima da Serra do Cip6 é do tipo tropical de altitude com verdes frescos e
estacao seca bem definida. As temperaturas médias anuais ficam em torno de 21, 2°
C e apresenta precipitagdo média anual de 1.622 mm (IBAMA, 2006a). E uma regi&o
montanhosa, possui estrutura rochosa de natureza quartzitica e alguns afloramentos
de calcario. O solo é predominantemente raso e arenoso permitindo o crescimento
de formagdes vegetais como campos rupestres, matas ciliares e cerrado (Eterovick
& Fernandes, 2001). A fauna da regido é bastante rica, com alto grau de
endemismo, destacando-se insetos e anfibios, porém ainda é pouco conhecida
(IBAMA, 2006Db).

Os critérios de inclusao para exposicdo das armadilhas foram residéncias
com ocorréncia de casos humanos de LV ou LTA e residéncias que possuiam
condigbes favoraveis para a presenca do vetor. Com isso foram selecionadas 10
casas, localizadas em oito bairros do municipio de Jaboticatubas: Sagrada Familia,
Sao Tarcisio, Bom Jesus, Bosque dos Coqueiros, Santo Anténio, Sao Sebastido,
Balneario Maré Mansa e Canto da Siriema (Figura 2). As capturas entomolégicas

foram realizadas no periodo de maio de 2012 a abril de 2013.

: f5%
=2

Figura 1: Municipio de Jaboticatubas, Minas Gerais. Fonte: Google
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Figura 2: Distribuicdo espacial dos pontos de captura entomoldgicos na cidade de
Jaboticatubas/MG (A- Sagrada familia; B- Sdo Tarcisio; C- Bom Jesus; D- Bosque
dos Coqueiros; E- Bom Jesus; F- Santo Anténio; G-Balneario Maré Mansa; H-Santo
Antbnio; I-S&o Sebastido; J-Canto da Siriema). Créditos: Ailton Costa.

4.2 Estudo da fauna de flebotomineos

As capturas entomolégicas foram realizadas no peridomicilio com armadilhas
luminosas do tipo HP (Pugedo et al., 2005) durante trés noites consecutivas por
més, pelo periodo de um ano, correspondendo a maio de 2012 a abril de 2013. As
armadilhas foram colocadas em locais sombreados, proximos a galinheiros e a
outros animais domésticos (Figura 3). Os moradores dessas residéncias estavam de
acordo com a pesquisa e assinaram o TCLE (Termo de Consentimento Livre
Esclarecido), conforme Anexo 1.

Os machos foram acondicionados em tubos de hemdlise contendo alcool
70%, preparados e montados entre laminas e laminulas, enquanto as fémeas foram
acondicionadas em “eppendorfs” de 1,5 ml contendo dimetil-sulfoxido (DMSO) a 6%,
para posterior estudo de infeccao natural.

A cabeca e os trés ultimos segmentos das fémeas foram dissecados e
montados entre laminas e laminulas para identificacdo taxonémica e o restante do
corpo do inseto foi utilizado para extragao de DNA (item 4.4.1).

Utilizou-se liquido de Berlese para montagem de machos e fémeas de acordo
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com a técnica de Langeron (1949) modificada (Tabela 1). Neste estudo, as fémeas
ndo passaram pelo processo de clarrificagdo como os machos, uma vez que foram
armazenadas com DMSO a 6%.

A identificacdo dos exemplares foi realizada de acordo com a classificagao
proposta por Young e Duncan (1994) e comparagdes com exemplares de referéncia
depositados na Colegao do Laboratério de Leishmanioses/ CPgRR.

Parte do material ndo nos permitiu chegar a espécie, devido a néo integridade

de alguns exemplares, sendo entado identificados apenas no ambito genérico.

Figura 3. Exemplos dos ecotopos peridomiciliares onde foram expostas armadilhas
entomoldgicas, no municipio de Jaboticatubas, Minas Gerais. Créditos: Rosana S.
Lana.

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

Flebotomineos (machos)

Potassa 10% 3h
Acido acético 10% 20 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Lactofenol 24 h
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4.3 Dados climaticos

Para verificar a influéncia do clima sobre a densidade de flebotomineos no
municipio, foram utilizados os dados climaticos de temperatura (°C), umidade
relativa do ar (%) e pluviosidade (mm®) referentes ao periodo de maio de 2012 a
abril de 2013. As variaveis climaticas foram obtidas junto ao Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET).

Foi verificada a oscilagdo das variaveis climaticas ao longo do ano através do
célculo da média, desvio padrao e coeficiente de variacdo (SDx100/média). Foram

considerados os valores das médias mensais para cada uma delas.

4.4 Estudo da Infeccdo natural dos flebotomineos

As fémeas que foram acondicionadas em tubos contendo DMSO a 6% e
congeladas a - 20° C, posteriormente foram dissecadas para montagem de “pools”
com segmentos do abdémen (conforme supracitado). Cada “pool” foi formado por

exemplares da mesma espécie, capturados na mesma residéncia e no mesmo més.

4.4.1 Extracdo de DNA total das fémeas de flebotomineos
capturadas

As fémeas, depois de dissecadas e identificadas, foram agrupadas em “pools”
de no maximo 10 individuos para extracdo de DNA total. Esta foi realizada através
de kit de extracao de tecido e células (GE HealthCare) e os DNAs extraidos foram
armazenados a - 20° C até a realizagcao de amplificacdo pela reacédo em cadeia da
polimerase (PCR).

4.4.2 Deteccéo dataxa de infeccdo natural dos flebotomineos por
Leishmania spp.
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As amostras de DNA extraidas dos “pools” de flebotomineos foram analisadas
através da técnica “Nested PCR” (LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA (pequena
subunidade ribossomal RNA) de Leishmania, que amplifica um fragmento
conservado em todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al.,
2002, 2006).

Inicialmente foi realizada a amplificaco de um fragmento de
aproximadamente 603pb, utilizando-se os iniciadores R1 (5" GGT TCC TTT CCT
GAT TTA CG 3) e R2 (6° GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3’), seguida de
amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 353pb, a partir do produto
amplificado da primeira reacao, utilizando-se os iniciadores R3 (5" TCC CAT CGC
AAC CTC GGT T 3") e R4 (5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 37), como mostrado

na Figura 4.

Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela PCR utilizando
os iniciadores R1 e R2 (1° reagéo)

e N
o N
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Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela PCR utilizando
os iniciadores R3 e R4 (2% reagdo)

Figura 4. Desenho esquematico do resultado da LnPCR destinada a amplificar um
fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania.

A primeira reacgao foi preparada para um volume final de 25 pl contendo 10pl
de DNA da amostra a ser testada. Em tubos contendo 1 ml de H,O foram diluidos 25
gl de produto da primeira reagcdo, para serem utilizados como molde na segunda

PCR. Esta foi preparada para um volume final de 25 ul contendo 10ul do produto
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amplificado diluido. As duas reacdes foram preparadas utilizando o kit PCR Beads
(GE Healthcare).

A amplificacdo foi processada em termociclador automatico, da seguinte
forma: desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minutos, seguida de 30 ciclos 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 reagdo. Na segunda reacgao a
temperatura de anelamento foi elevada para 65°C, mantendo-se as outras
condigdes. A etapa de extensao final foi realizada a 72°C por cinco minutos, para
ambas as reacodes.

Em todas as reacbes utilizou-se 20 ng de DNA extraido de cultura de Le.
chagasi = Le. infantum, como controle positivo. Como controle negativo (sem DNA) a

amostra de DNA foi substituida por volume equivalente de H,O destilada estéril.

4.4.3 Analise dos produtos amplificados pela PCR

Os produtos amplificados na etapa anterior foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e examinado em

exposicao a luz ultravioleta (UV) (Sambrook, 1989).

4.4.4 Sequenciamento SSUrRNA para determinacéo da
espécie de Leishmania

Para a identificacdo das espécies de Leishmania presentes no vetor foi
realizado o sequenciamento do produto de aproximadamente 353pb, amplificado na
segunda reagdo da LnPCR. Para isso, todas as bandas correspondentes, com
intensidade consideravel, foram extraidas do gel e purificadas utilizando o kit
comercial QIAquick PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as especificagdes do
fabricante. O produto purificado foi eluido em 20 pl de H,O destilada estéril e
utilizado como molde para amplificagcao anterior ao processo de sequenciamento.

A reacao de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final
de 10 pl, formados por 4 yl do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 ul do

iniciador R3 e R4 na concentracao de 3,2 pmol e 5 pl do produto purificado na etapa
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anterior. A mistura foi amplificada em um termociclador Eppendorf Master Cycler
Gradient ® com o seguinte programa: 94°C por trés minutos, seguido de 25 ciclos de
96°C por um segundo, 65°C por 5 segundos e 60°C por quatro minutos. O
sequenciamento propriamente dito foi realizado, posteriormente, em sequenciador
automatizado Megabace.

A analise bioinformatica (edicao e alinhamento) das sequéncias obtidas foi
realizada utilizando-se o programa computacional BIOEDIT. As sequéncias editadas
foram alinhadas com sequéncias depositadas no GenBank para Leishmania

braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi.

4.4.5 Célculo da taxa minima de infeccao natural

Por estarem acondicionados em “pools”, a taxa minima de infecgao natural
(TMI) para a espécie de flebotomineo foi calculada pela seguinte formula (Paiva et
al., 2006):

TMI = N° de “pools” positivos de cada espécie x 100

N° total de individuos da espécie

4.5 Inquérito canino censitario

4.5.1 Coleta de amostras de sangue

Foram avaliados todos os caes domiciliados pertencentes a area urbana de
Jaboticatubas para levantamento da infecgdo canina do municipio. Foram visitadas
todas as casas do municipio e aquelas que estavam fechadas, foram novamente
visitadas em um segundo momento na tentativa de encontrar o cao para coleta de
sangue. Se em duas tentativas ainda ndo se encontrasse o morador, a casa era
descartada do inquérito.

Os caes foram submetidos a exames clinicos para coleta de amostras de
sangue por veterinarios da Universidade Federal de Minas Gerais e da Secretaria

Municipal de Saude de Jaboticatubas. O sangue foi obtido através de coleta de
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sangue da veia radial do cdo. Cada amostra foi devidamente identificada, e junto
com ela foi preenchida uma ficha clinico-epidemiolégica com informacdes referentes
ao estado clinico do animal e os seguintes dados: proprietario, enderego, nome do
cao, codigo da amostra, sexo, raca, idade, tamanho do pélo, porte e se foi vacinado
contra raiva (Anexo 2).

ApoOs a coleta de sangue total, este foi acondicionado em caixa térmica para
posterior centrifugacdo, e obtencdo de soro, no laboratério da prefeitura de
Jaboticatubas. Os soros obtidos foram encaminhados para o laboratério da

Fundacao Ezequiel Dias (FUNED), onde foram realizados os testes soroldgicos.

4.6 Diagnostico sorolégico

Foi utilizado o seguinte protocolo para o diagndstico sorolégico da LVC: 1)
Teste de Triagem: TR DPP (Bio-Manguinhos) - Teste imunocromatografico de uso
unico para detecgao, em caes, de anticorpos especificos para Leishmania, em soro,
plasma ou sangue total. 2)Teste Confirmatdrio: EIE® LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA (Bio-Manguinhos) - Ensaio imunoenzimatico ELISA - utilizado na deteccao
de anticorpos contra Leishmania major like, em soros ou plasma de cées. O
resultado foi obtido através da visualizacdo da alteracdo de cor com o auxilio de
equipamentos mensuradores de absorbancia. A execugao de ambos os testes foi
realizada por profissionais devidamente qualificados.

Em seguida foi realizada a eutanasia de uma amostra aleatoria de 11 cées
sorologicamente reativos nos dois testes. Os proprietarios dos cdes assinaram um

termo de autorizagao para eutanasia dos animais (Anexo 3).

4.7 Diagnostico parasitologico direto

4.7.1 Cultura

Para o isolamento e manutencao das cepas de Leishmania foram semeadas
amostras de liquor medular em meio de cultura agar sangue de Novy & McNeal
modificado por Nicolle - NNN/LIT, para o crescimento dos parasitos. As culturas

foram examinadas a cada sete dias e feitos repiques para a manutencao das cepas.
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4.7.2 Aposicdes em laminas de bidpsias (“imprints”) obtidas de cées

soropositivos

Foram confeccionadas laminas a partir de bidpsia de pele e medula dssea
dos caes soropositivos para analise em microscoépio optico, utilizando aumento de
100x. Para cada cao eutanasiado, foi realizado um esfregaco da medula sobre uma
area equivalente a uma aposicido da bidépsia da lamina, sendo esta operagao
repetida em mais duas areas da lamina. A area foi fixada com metanol e corada com
Giemsa. O mesmo procedimento foi realizado com tecido de pele dos caes
soropositivos. Em seguida, o material (medula e pele) foi transferido para tubos
“‘eppendorfs” devidamente etiquetado, para extracdo de DNA e diagndstico
molecular. As laminas foram estocadas em uma caixa para posterior analise

microscopica.

4.7.3 PCR para Leishmania spp. em tecidos de cdes soropositivos

A PCR foi realizada com o objetivo de confirmar os resultados da sorologia.
As amostras de DNA extraidas a partir de aposi¢cdes de bidpsias de pele e medula
Ossea dos caes soropositivos foram analisadas através da técnica “Nested PCR”
(LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um fragmento
conservado em todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al.,
2002, 2006). A mesma técnica utilizada para amplificagdo de DNA de flebotomineos.
Foi modificado apenas o kit de extracao, nesse caso utilizado o kit de extracido de
sangue (GE HealthCare) e os DNAs extraidos foram armazenados a —20° C até a
realizacdo de amplificacao pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Em cada conjunto de reacdo de PCR foi incluido um controle negativo e um
controle positivo. Como controle negativo da reagéo, foi utilizado um tubo que
continha o mix (solugéo tampao, iniciadores, dNTPs, DNA polimerase, H,O destilada
estéril) exceto o DNA e no controle positivo, foi adicionado DNA purificado da cepa
referéncia de Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903).

Os produtos amplificados pelo LnPCR foram analisados através de

eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e examinado em
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exposicao a luz UV, da mesma forma realizada com DNA de flebotomineos

Os resultados do diagndstico foram transferidos para a ficha epidemiolégica e
remetidos para o Centro de Pesquisas René Rachou e inseridos em um banco de
dados (Anexo 3).

4.8 Georreferenciamento dos casos humanos, caninos e pontos de
coletas entomologicas

Todos o0s caes sorologicamente reagentes, nos dois testes, foram
georreferenciados, bem como todos os pontos de capturas entomoldgicas,
coincidentes com os casos humanos de LV e LTA ocorridos nos ultimos seis anos
(2008 a 2013) de acordo com dados da prefeitura de Jaboticatubas.

Os dados geoespaciais foram obtidos utilizando um GPS, modelo GARMIM-
ETREX, e transferidos para o programa ArcGIS 9.3 (ESRI, Redlands, California,
USA) juntamente com a extensdo de Analise Espacial para produgdo dos mapas de

densidade de infec¢cdo segundo estimador de Kernel.

4.8.1 Célculo dataxa de infeccao canina

Para a medida da frequéncia da leishmaniose visceral canina no municipio de

Jaboticatubas foi calculada a taxa de prevaléncia, segundo a férmula:

Taxa de prevaléncia canina = N° de casos existentes no periodo x 100

Populagao no periodo
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5 RESULTADOS

5.1 Flebotomineos
5.1.1 Fauna

Durante o periodo de maio de 2012 a abril de 2013 foram coletados 3.104
espécimes distribuidas em dois géneros (Brumptomyia e Lutzomyia), sendo 17
espécies do género Lutzomyia: Lu. sallesi (Galvdao & Coutinho, 1939) e Lu.
cortelezzii (Bréthes, 1923) que foram consideradas complexo cortelezzii (Galati et
al., 1989), Lu. aragaoi (Costa Lima, 1932), Lu. evandroi (Costa Lima & Antunes,
1936), Lu. fischeri (Pinto, 1926), Lu. intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Lu. lenti
(Mangabeira, 1938), Lu. lloydi (Antunes, 1937), Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912),
Lu. lutziana (Costa Lima,1932), Lu. migonei (Franga, 1920), Lu. pessoai (Coutinho &
Barretto, 1940), Lu. quinquefer (Dyar, 1929), Lu. renei (Martins, Falcao & Silva,
1957), Lu. sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927), Lu. termitophila (Martins, Falcdo &
Silva, 1964) e Lu. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) (Tabela 2). No complexo
cortelezzii estdo incluidas as espécies Lu. sallesi (Galvao & Coutinho, 1939) e Lu.
cortelezzii (Bréthes, 1923), uma vez que as fémeas dessas espécies sao
morfologicamente indistinguiveis e, portanto, foram consideradas como complexo.
As espécies do género Brumptomyia (Franga e Parrot,1921) também sé foram
identificadas no ambito genérico devido a grande semelhanga morfolégica das
fémeas.

A Tabela 2 mostra a diversidade de espécies de flebotomineos encontradas
no municipio bem como a quantidade capturada por sexo, sendo que do total de
3.104 espécimes capturados 941 foram fémeas (30,32%) e 2.163 machos (69,68%).
As principais espécies de importancia médica e mais numerosas capturadas foram
Lu. intermedia (14,60%), Lu. longipalpis (7,96%) e Lu. whitmani (33,80%) e estédo
representadas na Figura 5. A espécie Lu. pessoai nao foi considerada importante do
ponto de vista médico porque ainda necessitam de mais estudos a respeito desta

espécie como vetora de parasitos das leishmnioses.
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Tabela 2: Espécies de flebotomineos capturados no municipio de Jaboticatubas, no
periodo de maio de 2012 a abril de 2013, utilizando armadilha luminosa HP.

Espécies Machos Fémeas Total %
Brumptomyia sp. - 2 2 0,06%
Complexo cortelezzii 76 105 181 5,80
Lutzomyia aragaoi 1 1 2 0,06
Lu. evandroi - 1 1 0,03
Lu. fischeri 1 1 2 0,06
Lu. intermedia 376 77 453 14,60
Lu. lenti 482 260 742 23,90
Lu. lloydi - 1 1 0,03
Lu. longipalpis 197 50 247 7,96
Lu. lutziana 2 4 6 0,19
L. migonei 31 5 36 1,16
Lu. pessoai 194 76 270 8,70
Lu. quinquefer 1 - 1 0,03
Lu. renei - 2 2 0,06
Lu. sordellii 4 28 32 1,03
Lu. termitophila 1 7 8 0,26
Lu. whitmani 785 264 1049 33,80
Lutzomyia spp. 12 57 69 2,22
Total (%) 2163 (69,68%) 941(30,32%) 3104 100
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B Lutzomyia whitmani

B Lutzomyia intermedia

m Lutzomyia longipalpis

® Demais espécies

Figura 5: Porcentagem das principais espécies de importancia médica e mais
numerosas capturadas em relagao as demais espécies capturadas no municipio de
Jaboticatubas, no periodo de maio de 2012 a abril de 2013, utilizando armadilha
luminosa HP.

O maior numero de flebotomineos capturados foi observado no més de
dezembro, com 1.118 exemplares (36,02%) e nos bairros Canto da Siriema, com
529 (47,32%) exemplares, Balneario Maré Mansa com 256 (22,90%) e Bosque dos
Coqueiros, com 238 (21,29%), totalizando mais de 91% de espécimes capturados
nesses trés bairros (Tabela 3).

Considerando todo o periodo estudado, de modo geral, os barirros Balneario
Maré Mansa e Canto da Siriema foram os que apresentaram o maior niumero de

exemplares capturados, com 1.180 e 1.053 espécimes, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3: Numero de flebotomineos capturados no municipio de Jaboticatubas,
porm més e bairro no periodo de maio de 2012 a abril de 2013, utilizando armadilha

luminosa HP.

Ano Més Balneario Bom Bosque Canto Sagrada Santo Sao Sao Total
Maré Jesus dos da Familia Anténio Sebastido Tarcisio
Mansa Coqueiros Siriema
Mai 13 - 25 31 - 6 - - 75
Jun 51 1 5 21 - 13 1 - 92
Jul 55 - 12 44 - 8 5 - 124
Ago 18 4 21 16 1 7 3 1 71
2012 Set 87 2 20 5 8 1 1 - 124
Out 148 4 11 22 13 12 7 4 221
Nov 355 1 70 30 12 12 10 53 543
Dez 256 11 238 529 17 19 7 41 1118
Jan 61 8 7 51 9 10 6 8 160
Fev - 12 6 196 1 6 3 7 231
2013 Mar 115 16 3 69 7 11 1 11 233
Abr 21 8 11 39 1 9 - 23 112
Total 1180 67 429 1053 69 114 44 148 3104

A relagéo de flebotomineos coletados mensalmente, de acordo com a espécie
esta representada na Tabela 4. As espécies consideradas de importancia médica
neste estudo foram capturadas em todos os meses de estudo, sendo Lu. whitmani a
espécie predominante, totalizando 1.049 exemplares.

A relacao de flebotomineos capturados por bairros de acordo com a espécie
pode ser visualizada na Tabela 5, onde mostra que em todos os bairros de estudo
foram capturados Lu. longipalpis e Lu. whitmani. O Uunico bairro que nao foi

capturado Lu. intermedia no periodo estudado foi o Sagrada Familia.
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Tabela 4: Espécies de flebotomineos capturados por més

Jaboticatubas, utilizando armadilha luminosa HP.

no periodo de maio de 2012 a abril de 2013, no municipio de
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£ 9= 8 B 5 £ - £ 5 & & 2 _ 35 £ ¢E g
S 8§ &g 8 = & ° £ 88 £ Tt E 2 ¢
o B_Q e S 8 - c 8‘ [ b = O 5 % B = = e
e co RQ v = &£ Q = k=) = E o o 2 & ) = Q T
= Q5 5 5 5 S S S S S S S S S S S S 5 °
m O o — — 4 | | — — — — — — | — | — - -
Mai 1 2 - - - 7 3 1 5 - - 1 - - - - 51 4 75
Jun - 7 - - - 32 - - 7 1 1 8 - - - - 35 1 92
Jul - 7 - - - 46 1 - 13 - - 2 - - - - 52 3 124
Ago - 4 - - - 7 2 - 22 1 - 3 - 1 - - 27 4 71
2012 Set - 4 - - - 20 1 - 23 1 - 2 - 1 1 - 68 3 124
Out - 33 - - - 35 12 - 2 1 2 22 -- - 1 1 107 5 221
Nov 1 50 - - 2 120 21 - 53 - 9 79 - - 3 - 199 6 543
Dez - 41 - 1 - 111 484 - 69 1 13 9N 1 - 10 4 271 24 1118
Jan - 11 1 - - 17 28 - 13 - 6 19 - - 13 1 50 1 160
Fev - 4 - - - 3 122 - 20 - - 6 - - - 1 69 6 231
2013 Mar - 13 - - - 40 65 - 9 - 3 36 - - 4 1 57 5 233
Abr - 5 1 - - 15 3 - 15 1 2 1 - - - - 63 6 112
Total 2 181 2 1 2 453 742 1 247 6 36 270 1 2 32 8 1049 69 3104
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Tabela 5: Espécies de flebotomineos capturados por bairro, no periodo de maio de
2012 a abril de 2013, no municipio de Jaboticatubas, utilizando armadilha luminosa
HP (B. Maré Mansa= Balneario Maré Mansa).

@ e 8 o
= o
© »n © 9 ) ® Q 8 ) _
Espécies = o 0D - < Q @ s
0 2 35 ®© © [ - S
© S 23 © ° °) 2 [
= Q =X &) i) o IS @] 18
Bai : o 0 c > = @ N
airros m S 3 n
Brumptomyia sp. - - 2 - - - - - 2
complexo 8 18 42 3 23 41 18 28 181
cortelezzii
Lutzomyia aragaoi - - - - - 1 - 1 2
Lu. evandroi - - - 1 - - - - 1
Lu. fischeri 2 - - - - - - - 2
Lu. intermedia 421 1 1 10 - 1 1 18 453
Lu. lenti 7 8 167 511 16 16 12 5 742
Lu. lloydi - - - 1 - - - - 1
Lu. longipalpis 5 20 163 17 9 12 9 12 247
Lu. lutziana 1 - - 3 1 1 - - 6
Lu. migonei 10 - 1 - - - - 25 36
Lu. pessoai 235 1 1 22 - - - 11 270
Lu. quinquefer - - - - 1 - - - 1
Lu. renei 1 - - - - 1 - - 2
Lu. sordellii 4 6 - 4 12 3 - 3 32
L. termitophila - - - 8 - - - - 8
L. whitmani 468 11 41 444 4 36 3 42 1049
Lutzomyia spp. 18 2 11 29 3 2 1 3 69
Total 1180 67 429 1053 69 114 44 148 3104
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5.1.2 Influéncia das variaveis climaticas na populacédo de flebotomineos

A oscilagao das variaveis climaticas: precipitacao, temperatura e umidade ao
longo do ano bem como a média, desvio-padrdo e coeficiente de variagdo estao

representadas na Tabela 6.

Tabela 6: Variaveis climaticas mensais no municipio de Jaboticatubas, MG, entre os
meses de maio de 2012 a abril de 2013.

Temp
Precipitacéo Compensada Umidade Relativa
total Média Média
Més (mm) (°C) (%)
maio 61,1 19,6 67,8
junho 17,0 20,6 64,7
julho 0,0 19,9 54,3
agosto 0,0 19,4 55,5
setembro 22,8 22,4 49,3
outubro 32,1 23,9 50,9
novembro 310,0 22,7 69,6
dezembro 143,0 25,2 60,4
janeiro 426,8 23,1 72,2
fevereiro 75,4 24,5 59,5
margo 127,9 23,4 68,9
abril 99,4 21,3 67,8
Média 109,625 221 61,7
SD 132,1 1,9 7,5
CV (%) 120,5 8,6 12,2

A temperatura teve pouca oscilagdo, com coeficiente de variagao (CV) inferior
a 10%. Ja a umidade teve CV em torno de 12%, que também é baixo e resulta
diretamente da pluviometria.

Para facilitar a analise, foi feito um delineamento de estagdes (quente e seca,
guente e umida, fria e seca, e fria e umida), utilizando-se quadrantes, tomando como

referéncia as médias de cada variavel (Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 6: Numero mensal de flebotomineos coletados em relagdo as variaveis

climaticas (temperatura e precipitagao), no periodo de maio de 2012 a abril de 2013,
no municipio de Jaboticatubas, MG.
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Figura 7: Numero mensal de flebotomineos coletados em relagao as variaveis

climaticas (umidade e precipitacédo), no periodo de maio de 2012 a abril de 2013, no
municipio de Jaboticatubas, MG.
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Figura 8: Numero mensal de flebotomineos coletados em relagao as variaveis
climaticas (umidade e temperatura), no periodo de maio de 2012 a abril de 2013, no
municipio de Jaboticatubas, MG.

De uma forma geral, observa-se que os meses com captura de um maior
numero de flebotomineos agrupam-se em um mesmo quadrante.

Ja as chuvas tiveram grande variacdo ao longo do ano e, conhecendo que
essa variavel tem mesmo grande influéncia sobre a populagéo de flebotomineos, foi
feita a analise mais detalhada dessa variavel.

Para facilitar a comparacao entre chuva e flebotomineos, que tinham escalas
numéricas diferentes, os dados foram normalizados, tomando o total anual tanto de

chuva quanto de insetos como 100% (Tabela 7).
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Tabela 7: Normalizacdo dos dados mensais de pluviometria e flebotomineos
capturados em Jaboticatubas, MG, no periodo de maio de 2012 a abril de 2013.

Precipitacéo Flebotomineos
Numero
Més Total % do total anual capturado % do total anual
maio 61,1 4,6 75 2,4
junho 17,0 1,3 92 3,0
julho 0,0 0,0 124 4,0
agosto 0,0 0,0 71 2,3
setembro 22,8 1,7 124 4,0
outubro 32,1 2,4 221 71
novembro 310,0 23,6 543 17,5
dezembro 143,0 10,9 1118 36,0
janeiro 426,8 32,4 160 5,2
fevereiro 75,4 57 231 7.4
margo 127,9 9,7 233 7,5
abril 99,4 7,6 112 3,6

Assim, o total de chuva no ano foi de 1315.5 mm3. No més de maio, a
precipitacdo correspondeu a 4,6% do total que choveu no ano (61.1 x100/1315.5).
Da mesma forma nesse més, o numero de flebotomineos correspondeu a 2.4 do
total capturado no ano.

A associacao entre a pluviometria e o numero de flebotomineos capturados,

apo6s normalizagado dos dados esta mostrada na Figura 9.
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Figura 9: Numero mensal de flebotomineos coletados em relagéo a precipitagéo, no
periodo de maio de 2012 a abril de 2013, no municipio de Jaboticatubas, MG.
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No periodo estudado, a populacéo de flebotomineos se mostrou mais elevada
durante a estagao chuvosa, entre os meses de novembro a margo, correspondendo
a 73,61% dos espécimes capturados. O més de dezembro correspondeu ao maior

numero de espécimes coletados, 36,02%.

5.1.3 Estudo da infec¢&o natural de flebotomineos

Para a verificacdo da infecgdo natural de flebotomineos por Leishmania foram
capturadas 941 fémeas, sendo distribuidas em 249 “pools”. Os “pools” formados
variaram de 1 a 10 espécimes (item 4.4).

As amostras foram analisadas através da PCR dirigida ao gene SSUrRNA de
Leishmania para amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 603pb,
seguida da Nested PCR, que amplifica um fragmento de aproximadamente 353pb,
caracteristico do género Leishmania spp. a partir do produto amplificado da primeira
reacao. Amostras de produtos de amplificacdo de DNA de flebotomineos em gel de

agarose 2% corado com brometo de etideo podem ser visualizadas na Figura 10.

& 7 8 9 10 11 12 13 14

O e e o e = 353 pb

353 pb

Figura 10: Exemplos de amostras de produtos de amplificagdo de DNA de
flebotomineos obtidos com iniciadores para o gene SSUrRNA da PCR R3R4
(353 pb) visualizados apos gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio.
Canaletas: M- marcador. 1 a 15- Amostras positivas de DNA de Leishmania
spp. CN- Controle negativo (sem DNA). CP- Controle positivo: Leishmania
chagasi.
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Foi detectada a infeccdo natural em 32 “pools” de flebotomineos,
correspondentes as espécies do Complexo cortelezzii (11), Lu. intermedia (2), Lu.
lenti (4), Lu. longipalpis (6), Lu. migonei (1), Lu. pessoai (4), Lu. sordellii (1), Lu.
whitmani (3). Desses, 12 “pools” correspondem a espécies ja conhecidas de
importancia médica: Lu. intermedia com dois “pools”, Lu. longipalpis com seis, Lu.
migonei com um “pool”, Lu. whitmani com trés, ficando a taxa de infecgao natural
para Leishmania em 2,60%, 12,0%, 20%, 1,14%, respectivamente. A taxa de

infeccao geral ficou em 3,40% (Tabela 8).

Tabela 8: Fémeas de flebotomineos capturadas com armadilha luminosa tipo HP,
nos meses de maio de 2012 a abril de 2013 (fémeas capturadas, numero de “pools”
e numero de “pools” positivos, taxa minima de infecgdo natural - TMI) no municipio
de Jaboticatubas, MG.

N° "pools"
Espécies N° fémeas N°"pools" positivos  TMI(%)

Brumptomyia sp. 2 2 0 0
complexo cortelezzii 105 52 11 10,48
Lutzomyia aragaoi 1 1 0 0
Lu. evandroi 1 1 0 0
Lu. fisheri 1 1 0 0
Lu. intermedia 77 20 2 2,6
Lu. lenti 260 43 4 1,54
Lu. longipalpis 50 25 6 12
Lu. lloydi 1 1 0 0
Lu. lutziana 4 4 0 0
Lu. migonei 5 5 1 20
Lu. pessoai 76 19 4 5,26
Lu. renei 2 2 0 0
Lu. sordellii 28 15 1 3,57
Lu. termitophila 7 4 0 0
Lu. whitmani 264 54 3 1,14
Lutzomyia spp. 57 0 0 0

Total 941 249 32 3,40

Através do alinhamento das sequéncias de DNA encontradas nas amostras
positivas para Leishmania spp. de flebotomineos foi realizada a caracterizagao da
especie de Leishmania spp.. No Anexo 4 pode ser visualizado o alinhamento de

todas as sequéncias de DNA.
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A espécie Le. chagasi esteva presente em sete “pools”, sendo dois deles do
complexo cortelezzii; e em um “pool” de cada uma das seguintes espécies: Lu. lenti,
Lu. longipalpis, Lu. migonei, Lu. pessoai, Lu. whitmani. Ja a espécie Le. braziliensis
esteve presente em 21 “pools”, divididos entre as espécies do complexo cortelezzii,
Lu. intermedia, Lu. lenti, Lu. longipalpis, Lu. pessoai. Lu. sordellii e Lu. whitmani. A
espécie do Complexo cortelezzii foi a que apresentou maior numero de “pools”
apresentando Le. braziliensis (8). N&o foi possivel realizar a caracterizagdo da
espécie de Leishmania spp. em quatro “pools”, provavelmente no processo de
purificacdo de DNA obteve-se pouca quantidade de DNA dessas amostras ou houve
degradacdo de DNA. O encontro de flebotomineos infectados foi observado em

todos os bairros estudados (Tabela 9).
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Tabela 9: Amostras de “pools” positivos para Leishmania chagasi e Le.braziliensis
de acordo com a espécie de flebotomineo e bairro de captura no periodo de maio de

2012 a abril de 2013, no municipio de Jaboticatubas, MG.

Agentes
Amostras Vetores etiolégicos Bairros
52 Lu. pessoai Le. chagasi Balneario Maré Mansa
104 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Sagrada Familia
106 Lu. intermedia Le. braziliensis Balneario Maré Mansa
107 Complexo cortelezzii Le. chagasi Santo Antbénio
108 Lu. pessoai Le. braziliensis Balneario Maré Mansa
109 Lu. migonei Le. chagasi Bosque dos Coqueiros
110 Complexo cortelezzii Le. braziliensis S&o Sebastido
111 Lu. whitmani Le. chagasi S&o Tarcisio
112 Lu. lenti Le. braziliensis Canto da Siriema
113 Lu. intermedia Le. braziliensis Sao Tarcisio
114 Lu. longipalpis Le. chagasi Bom Jesus
115 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Santo Anténio
117 Complexo cortelezzii Le. chagasi Bom Jesus
125 Lu. lenti Le. chagasi Canto da Siriema
126 Lu. lenti Le. braziliensis Canto da Siriema
128 Lu. lenti Nao sequenciado Bosque dos Coqueiros
135 Lu. longipalpis N&o sequenciado Bosque dos Coqueiros
137 Lu. whitmani N&o sequenciado Bosque dos Coqueiros
138 Complexo cortelezzii Nao sequenciado Bom Jesus
211 Lu. whitmani Le. braziliensis Canto da Siriema
214 Lu. longipalpis Le. braziliensis Sagrada Familia
216 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Balneario Maré Mansa
217 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Santo Antdnio
218 Lu. longipalpis Le. braziliensis Sagrada Familia
220 Lu. pessoai Le. braziliensis Balneario Maré Mansa
221 Lu. sordellii Le. braziliensis Sagrada Familia
223 Lu. longipalpis Le. braziliensis Bosque dos Coqueiros
224 Lu. pessoai Le. braziliensis Balneario Maré Mansa
226 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Bosque dos Coqueiros
227 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Sagrada Familia
229 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Santo Antdénio
230 Lu. longipalpis Le. braziliensis Balneario Maré Mansa
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5. 2 Inquérito canino censitéario

5.2.1 Coleta de amostras de sangue e analise do diagnéstico soroldgico

No inquérito canino sorolégico foram examinados 1.105 caes domiciliados nos
bairros da zona urbana do municipio de Jaboticatubas, no periodo de julho de 2012
a junho de 2013. Desses, 175 apresentaram sorologia positiva para LVC através do

teste DPP®; desses 86 foram confirmados pelo ELISA.

5.2.2 Prevaléncia da leishmaniose visceral canina em Jaboticatubas

A prevaléncia da LVC foi baseada no resultado positivo dos dois testes
soroldgicos, que mostrou que dos 1105 cédes examinados, 86 foram positivos para
LVC.

A prevaléncia canina se distribuiu de forma variada nos bairros estudados,
ficando em 7,78% a taxa de infeccdo total do municipio, sendo que o bairro Santo
Anténio registrou um indice de prevaléncia de 3,17%, enquanto que o bairro Bom
Jesus registrou 1,54% de prevaléncia, sendo os bairros com maior soroprevaléncia.

O bairro com menor prevaléncia foi o Sao Vicente, com 0,36% (Tabela 10).

Tabela 10: Inquérito canino realizado em caes domiciliados na area urbana do
municipio de Jaboticatubas, no periodo de julho de 2012 a junho de 2013.

Total de  Cées positivos  Prevaléncia da

Bairros caes (DPP® e ELISA) LVC(%)
Bom Jesus 187 17 1,54
Centro 66 5 0,45
Sagrada

Familia 101 6 0,54
Santo

Antdnio 431 35 3,17
Sao Benedito 118 12 1,09
Sao Tarcisio 78 7 0,63
Sao Vicente 124 4 0,36
Total 1.105 86 7,78
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5.2.3 Retirada sistematica de caes com LV na cidade de Jaboticatubas

Durante o periodo de estudo ndo houve nenhuma ag¢ao de controle da
leishmaniose visceral nos domicilios. Em novembro de 2013 uma amostra aleatéria
de caes com LV foi selecionada (11) e os caes foram transportados para o Parque
de Exposicbes da cidade, uma vez que o municipio ndo possui um Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ), onde foram eutanasiados de acordo com as

recomendag¢des do MS.

5.3 Andlise do diagnéstico parasitolégico
5.3.1 Cultura

Parasitos de Leishmania foram detectados através de aspirados de medula
Ossea obtidas dos caes soropositivos em cultura de parasitos. Dos 11 caes
sorologicamente positivos, trés apresentaram crescimento de Leishmania em
cultura, representando 27,27% de positividade (Tabela 11). Esses trés cées eram

sintomaticos para LVC.

5.3.2 Deteccéo de Leishmania em aposi¢fes de biopsias de cdes
soropositivos em laminas (“imprints™)

Foram confeccionados 44 esfregagos em laminas, sendo 22 de cada 6rgao
(medula e pele), que foram analisados através de leitura em microscépio. As
amostras de pele de quatro caes apresentaram formas de Leishmania enquanto em
nenhuma amostra de medula em lamina foi encontrada tal parasita, provavelmente
porque havia muito sangue periférico e pouco aspirado de medula. Dessa forma, a
taxa de positividade da pele foi de 36,36% (Tabela 11). Desses cdes somente um

cao nao era sintomatico.

5. 4 Analise do diagndéstico molecular

5.4.1 Deteccao de Leishmania através da PCR

Foi realizada PCR das amostras de pele e medula. As amostras de medula de

sete caes (63,6%) apresentaram positividade (Figura 11), enquanto somente uma
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amostra de pele (9%) foi positiva. Trés dos sete caes supracitados néao

apresentavam sintomas da doenca.

Na Tabela 11 é possivel visualizar os resultados de todas as técnicas

utilizadas neste estudo.

M 1M 5M &M M EM SM 11M

353 pb

Figura 11. Exemplos de amostras de produtos de amplificacdo de DNA de caes
cominiciadores para o gene SSUrRNA da PCR R3R4 (353 pb) visualizados apds gel
de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio. Canaletas: M- marcador. 1M a 11M-
Amostras de medula positivas de DNA de Leishmania spp. CN- Controle negativo
(sem DNA). CP- Controle positivo: Leishmania chagasi.

Tabela 11: Deteccao de positividade através de diagndstico parasitolégico (cultura e
imprints) e molecular (técnica de PCR), de amostras de bidpsias de caes
soropositivos, provenientes de Jaboticatubas, MG.

Caes PCR Imprints Cultura

Pele Medula Pele Medula Medula
1 - + - - -
2 - - + - -
4 - - + - -
5 - + - - +
6 - + + - +
7 - + + - -
8 - + - - -
9 - + - - -
10 + - - - -
11 - + - - +
12 - - - - -

Total  1(9%) 7(63,6%) 4(36,36%) 0(0%) 3(27,27%)
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5.5 Georreferenciamento e Analise espacial

5.5.1 Distribuicéo espacial dos domicilios com casos caninos de LVC na

area urbana da cidade de Jaboticatubas

Somente entraram nesta analise, os animais soropositivos para LVC
diagnosticados entre o més de julho de 2012 a junho de 2013, na zona urbana da
cidade. Enderecos de 86 caes soropositivos para leishmaniose visceral foram
georreferenciados nos bairros da cidade de Jaboticatubas, onde foram notificados
casos de LVC.

O menor numero de domicilios com casos de LVC foi observado no bairro
Sao Vicente (4 domicilios). O Centro também apresentou um numero baixo (5
domicilios), mas devido ao grande numero de casas fechadas/recusa dos moradores
0 numero pequeno pode nao refletir a realidade local. O maior numero de domicilios
foi observado no bairro Santo Antonio (35 domicilios).

Dos 86 caes com LVC, trés sao da raga americano, dois sao pastor aleméao,
dois pinscher, um galgo, um pit bull, um pointer, um poodle e um rottweiler. Os

demais sao sem raga definida (SRD).

5.5.2 Distribuicéo espacial dos domicilios com casos de leishmaniose
visceral ou leishmaniose tegumentar humana na area urbana cidade de
Jaboticatubas, entre 2008 e 2013

Somente entraram nesta andlise os casos humanos de LVH notificados nos
ultimos seis anos (2008 a 2013), que ocorreram na zona urbana. O ano de 2013 nao
entrou no estudo porque, até o momento, s6 havia sido notificado um caso, em area
rural. Na Tabela 12, estdo registrados os dados da distribuigdo por bairros dos
domicilios com casos de LV ou LTA humanos, georreferenciados na cidade de
Jaboticatubas, entre 2008 e 2013, na area urbana, segundo dados da Prefeitura

local.
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Tabela 12: Distribuicdo dos casos de leishmanioses humanas, georreferenciados na
cidade de Jaboticatubas, entre 2008 e 2013, na area urbana.

Casos humanos de leishmaniose na zona

Bairros urbana entre 2008 a 2013
LV LTA

Bom Jesus 0 2
Bosque dos Coqueiros 1 0
Centro 0 0
Nossa Senhora da Concei¢ao/Sao

Tarcisio 1 0
Sagrada Familia 1 0
Santo Antbénio 1 1
Sao Benedito 0 0
Sao Sebastiao 1 0
S3ao Vicente 0 0
Total 5 3

Os bairros Centro, Sao Benedito e Sdo Vicente ndo apresentaram casos de
leishmanioses no periodo analisado. Os demais bairros tiveram pelo menos um caso
de LTA ou LV no periodo estudado, sendo que no ano de 2011 o bairro Santo
Anténio acumulou um caso de LV e um de LTA. E no bairro Bom Jesus ocorreram
dois casos de LTA nesse periodo. Houve um 6ébito por LV no bairro Sagrada Familia.
O bairro Nossa Senhora da Conceicédo e S&o Tarcisio foram considerados como um
unico bairro no estudo devido a proximidade das casas.

O mapa de Kernel (Figura 12) mostra que existe uma concentracéo de casos
caninos de LVC nos bairros Santo Anténio e Bom Jesus. Em seguida é apresentado
outro mapa mostrando a concentragdo de casos caninos e humanos de

leishmanioses ocorridos no municipio na area urbana (Figura 13).
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Figura 12: Mapa de Kernel para georreferenciamentos da distribuicdo espacial dos

domicilios com casos de leishmaniose visceral canina, registrados na cidade de

Jaboticatubas.
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e canina, registrados na cidade de Jaboticatubas.
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6 DISCUSSAO

No Brasil até a década de 50, a LTA se disseminou praticamente por todo o
territério nacional, coincidindo com o desmatamento para a construcédo de estradas e
instalagdo de aglomerados populacionais, atingindo principalmente os estados de
Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Ceara e Pernambuco (Vale & Furtado, 2005).

A LV até a década de 80 ocorria principalmente em zonas rurais e municipios
de regides menos desenvolvidas, mas atualmente houve mudanga desse perfil, com
o estabelecimento de novas fronteiras da doenga e urbanizagdo, comprovada pela
ocorréncia de casos em cidades de médio e grande porte (Gontijo & Melo, 2004;
Maia-Elkoury et al., 2008).

As mudancgas das condi¢cbes ambientais que ocorrem rapidamente em muitas
regides tropicais gragas a destruicdo de habitat e processos de desmatamento e
urbanizagdo tém wuma influéncia enorme na populacdo de vetores e,
consequentemente, na transmissao da doenga. Enquanto algumas espécies ndo séao
mais encontradas, outras se tornam abundantes (Bejarano et al., 2002).

Estudos com relacdo a transmissao da LV, mostram que onde ha pobreza,
desnutricdo, grande numero de caes infectados e alta densidade de flebotomineos
tanto no intradomicilio como no peridomicilio, mas condi¢cdes sanitarias e baixo nivel
soOcio-econdmico, existe maior correlagdo com casos humanos da doenga, como
observado por Sherlock (1996) na Bahia e em outras regides do pais. Certamente
outros fatores estdo envolvidos, em especial os componentes da cadeia de
transmissao ligados ao vetor, tais como densidade vetorial e taxa de infecgéo
parasitaria, além da vulnerabilidade das pessoas suscetiveis ao desenvolvimento da
doenga. Os inquéritos soroldgicos na populacdo de cdes e os levantamentos
entomoldgicos flebotominicos, nas areas endémicas, revelam em alguns lugares
taxas de prevaléncia canina altas e a presenca predominante e abundante do vetor,
demonstrando um elevado risco de transmissao para o homem (Vieira & Coelho,
1998).

As epidemias registradas em importantes centros urbanos do pais evidenciam
como o processo migratério do campo para as grandes cidades influenciou na
mudanca do perfil epidemiolégico da LV (Vieira & Coelho, 1998). Dos grandes
centros urbanos a doenga parece atingir regides metropolitanas, como ocorreu em

Santa Luzia (Carvalho et al., 2008), e parece estar ocorrendo em Jaboticatubas.
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Estuda-se pela primeira vez no municipio o perfil epidemiolégico das
leishmanioses em Jaboticatubas, levando-se em conta ndo s6 o aspecto vetorial,
mas a doenca canina, os casos humanos e a distribuicdo espacial das
leishmanioses na area urbana.

A fauna flebotominica coletada em Jaboticatubas apresentou-se diversificada,
com a presencga de 17 espécies, sendo quatro delas incriminadas como vetoras de
leishmanioses no Novo Mundo: Lu. intermedia, Lu. migonei e Lu. whitmani, vetoras
de Le. braziliensis (Falqueto et al., 1986) e Lu. longipalpis, principal vetora de Le.
chagasi (Deane & Deane, 1962). O municipio estudado foi considerado receptivo
para Lu. longipalpis, uma vez que ja foi constatado, através de inquérito
entomologico prévio, a sua presenga no municipio (Curi et al., 2006; Minas Gerais,
Secretaria Municipal de Jaboticatubas, 2007).

A maior parte dos insetos capturados neste estudo foram machos (69,68%).
Se o0 método da coleta, armadilha luminosa HP, estiver refletindo a dindmica das
populagdes, pode-se pensar que esteja havendo atragdo diferenciada para ambos
os sexos dessas espécies, como observado por Margonari et al (2006). E possivel
também que isso aconteca devido a proximidade das armadilhas dos criadouros,
sabendo-se que os machos nascem antes das fémeas. Ha também a possibilidade
de que os machos atraem as fémeas para a copula, pois machos de flebotomineos
formam agregados com o propésito de acasalamento (Feliciangeli, 1987). Caso a
prevaléncia de flebotomineos machos sobre as fémeas indicar realmente a
existéncia de criadouro no local onde foram capturados, ou nas proximidades, as
especies que possuem essa caracteristica nos ambientes domiciliar e peridomiciliar
tendem a prosperar no processo de adaptacdo nesses ambientes (Teodoro et al.
1993.

Os bairros Balneario Maré Mansa e Canto da Siriema apresentaram o maior
numero dos exemplares capturados, provavelmente por estarem proximos aos
remanescentes de mata com presenca de matéria organica no solo e devido a
presencga de animais domésticos, como céo, galinha, cavalo, proximos aos locais de
exposicao das armadilhas.

A espécie Lu. whitmani foi a mais numerosa neste estudo e também tem sido
encontrada em maior abundancia em outras investigagdes. Em estudo realizado por
Santos (2009) em area urbana de Maringa, Parana, Lu. whitmani foi predominante

no ambiente antropico e de mata (92% e 93,7%, respectivamente). Em estudo
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realizado em aldeia indigena do Mato Grosso, Missawa & Maciel (2009)
encontraram predominancia desta espécie. Dos exemplares encontrados 28,7% era
Lu. whitmani. Em estudo realizado por Gomes & Galati (1977), em reserva florestal
em Londrina, Lu. whitmani foi a espécie predominante durante todo o ano entre as
13 espécies capturadas. Esta espécie também foi mais abundante em estudo
realizado por Mayrink et al. (1979) no Vale do Rio Doce, no periodo de 1973-1974 e
1976-1977. Em Timoteo, Andrade-Filho (1997) relatou a predominéncia de Lu.
whitmani entre as 20 espécies encontradas, seguida de Lu. intermedia, como neste
estudo, sendo a fauna encontrada nesse local semelhante a encontrada em
Jaboticatubas. A espécie Lu. whitmani esta entre as espécies vetoras de LTA mais
importantes do Brasil (Rangel & Lainson, 2009). Lu. whitmani e Lu. migonei s&o
consideradas importantes vetores da LTA, tendo sido comumente encontradas no
peridomicilio de regides do sudeste como Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e
Rio de Janeiro (Gomes & Galati, 1989); nordeste nos estados da Bahia, Ceara e
Pernambuco (Dias-Lima et al., 2003; Brandao-Filho et al., 2011) e centro-oeste nos
estados do Mato Grosso e Tocantins (Andrade Filho et al., 2001; Missawa et al.,
2008).

A espécie Lu. intermedia foi capturada em Jaboticatubas durante todo o
periodo de estudo, o que apresenta um importante dado, ja que tem sido assinalada
como importante veiculadora do agente etioldgico da LTA em diversas regides do
sudeste do Brasil (Gomes & Galati, 1989; Camargo-Neves et al., 2002; Saraiva et
al., 2006; Lara-Silva, 2010). Em Minas Gerais, Lu. intermedia se apresenta bastante
abundante em areas afetadas pela LTA (Andrade-Filho et al., 1997; Gontijo et al.,
2002). Saraiva et al. (2006) encontraram uma alta densidade de Lu. intermedia
(83%) no Alto Caparad e Caparad, Minas Gerais, demonstrando o fato de que as
modificacdes antropicas favorecerem o aparecimento da espécie, fato também
observado no estudo de Silva (2010) em Governador Valadares.

Foi possivel observar em Jaboticatubas que as variaveis -climaticas
interferiram no numero de flebotomineos coletados. Alguns fatores abidticos como
temperatura, pluviosidade e umidade estdo relacionados a ocorréncia de
flebotomineos em determinadas areas, seja por influéncia sobre os adultos ou pela
modificagdo nos criadouros (Scorza et al. 1968).

Em relagdo as variaveis climaticas recomendamos que o controle quimico

seja feito nos meses em que a densidade de flebotomineos adultos esteja elevada e
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os indices pluviométricos estejam baixos, ou seja, no fim da estagdo chuvosa nesse
caso, a fim de impedir a reproducao dos adultos e a consequente elevacdo dos
indices de transmissdo nos meses pos-chuva. Forattini (1960) analisando a
influéncia da sazonalidade na densidade de flebotomineos observou que nos meses
mais quentes e umidos ha um aumento no numero de espécies capturadas,
enquanto nos meses secos e frios ha uma redugdo consideravel no numero de
exemplares, o que também foi verificado por Barata et al. (2004) e Dias et al. (2007).
Nossos estudos corroboram com este padréo, apresentando maior densidade dos
flebotomineos apds os meses com altos indices pluviométricos e temperaturas um
pouco mais elevadas. O mesmo perfil foi observado por Barata et al. (2004)
mostrando que estas duas variaveis (precipitacdo pluviométrica e umidade)
influenciaram significativamente a densidade de flebotomineos, enquanto a
temperatura nao teve efeito significativo sobre a populagcdo dos mesmos. Em nosso
estudo, a temperatura nao foi um fator determinante na densidade de flebotomineos,
como demonstrado também por outros autores (Missawa & Dias, 2007; Dias et al.,
2007; Michalsky et al., 2009).

No estado do Mato Grosso do Sul, a densidade maior de flebotomineos foi
observada durante a estacado chuvosa (Galati et al., 1997), fato também observado
nos nossos estudos. E importante salientar que ndo ha uma regra; deve-se
considerar que os fatores climaticos influenciam de modo variavel a populagao de
flebotomineos, de acordo com a regido estudada e com o padrao de distribuigdo de
chuvas. No periodo estudado, houve um aumento da densidade de Lu. intermedia,
Lu. whitmani e L. longipalpis durante o periodo chuvoso, com o pico de densidade
no més de dezembro, apresentando tendéncia em reduzir nos meses mais secos e
frios (maio e junho).

Camargo-Neves et al. (2001) consideraram importante a analise da densidade
do vetor e sua relagdo com aspectos ambientais do peridomicilio, como presenca de
vegetacéao, raizes, troncos de arvores e matéria organica no solo, representando os
possiveis criadouros dos vetores, e também a associacdo com animais domésticos,
que sao fonte de alimentacdo para os flebotomineos. Em diversos trabalhos
observa-se que a proximidade das moradias em relacado as areas verdes favorece o
contato homem-vetor (Teodoro et al., 1993; Condino et al., 1998, Lara-Silva, 2010).

No municipio de Jaboticatubas € encontrado um ambiente caracteristico e

propicio a ocorréncia de leishmanioses. Nos bairros estudados foram observadas
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caracteristicas ambientais que provavelmente favorecem a ocorréncia de
flebotomineos e a presenca de mamiferos reservatérios de Leishmania spp. no
peridomicilio como abrigos de animais domésticos localizados préximos as
habitagdes humanas, mas condi¢des de higiene no peridomicilio e a localizagéao
deste ao lado de remanescentes de mata, conforme ja observado por Teodoro et al.,
(2001).

Em Jaboticatubas, a proporgdo de Lu. whitmani em relagdo a Lu. intermedia
demonstra que a primeira € uma espécie melhor adaptada ao ambiente
peridoméstico. Foi observado por Passos et al. (1993), no municipio de Sabara, uma
elevada densidade de Lu. whitmani tanto em areas urbanizadas como no ambiente
doméstico, sugerindo adaptagdo desta espécie neste ambiente e como vetora da
LTA nesta regido. Lu. whitmani parece estar associada ao ambiente peridomiciliar e
as areas verdes segundo Lara-Silva (2010).

O numero consideravel da espécie Lu. longipalpis, vetora comprovada de Le.
chagasi, encontrado no municipio, pode ter implicagbes importantes na transmissao
da LV na regido, haja vista que esta espécie esta amplamente distribuida em todo o
pais e esta presente em regides onde a LV apresenta um problema de saude
publica, como Belo Horizonte (Margonari et al., 2006), Aracatuba (Camargo-Neves
et al., 2001) e Montes Claros (Monteiro et al., 2005). A espécie esta bem adaptada
ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se em wuma grande variedade de
hospedeiros vertebrados (Barata et al., 2005), sendo frequentemente associada a
presenca de animais domésticos (Forattini, 1960).

Neste estudo foram encontradas exemplares da espécie Lu. sordellii,
considerada exclusivamente de areas de floresta (Donalisio et al., 2012). As
espeécies Lu. evandroi, Lu. quinquefer e Lu. migonei (Donalisio et al., 2012) e Lu.
fischeri (Mayo et al., 1998) comumente encontradas no ambiente modificado pelo
homem, também foram encontradas neste trabalho.

Meneses et al. (2002) estudando a fauna local de flebotomineos em Mesquita,
Rio de Janeiro, perceberam que a espécie Lu. quinquefer era atraida pelo homem
em ambiente florestal. Esta espécie ja foi encontrada naturalmente infectada por
Leishmania sp., sendo capturada no peridomicilio na Argentina por Salomén et al.
(2009). A espécie Lu. migonei e Lu. fischeri foram encontradas em menor numero,
mas nao devem ser ignoradas, pois apresentam potencial epidemiolégico na
transmissao da LTA (Teodoro et al., 1993; Mayo et al., 1998; Dias et al., 2007).
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Neste estudo foram encontrados exemplares de Lu. whitmani e Lu. intermedia
infectados com Le. braziliensis, sugerindo o papel destes vetores na transmissao da
LTA no municipio, bem como a espécie Lu. longipalpis encontrada naturalmente
infectada por Le. chagasi.

Em areas onde Lu. longipalpis esta ausente e ocorrem casos de LV, autores
sugerem que Lu. migonei possa estar participando da transmissao na regido (Souza
et al, 2003). Reforcando essa hipotese, no presente estudo Lu. migonei foi
encontrado naturalmente infectado com Le. chagasi. Em contrapartida, Camargo-
Neves et al. (2002) utilizaram aspectos ambientais associados a LTA no estado de
Sao Paulo no periodo entre 1986-1995 e demonstraram que a incidéncia da LTA
esteve associada, significativamente, a presengca de Lu. migonei nos municipios
situados na regido geomorfolégica do Planalto Atlantico e naqueles cuja cobertura
vegetal predominante foi a mata.

Alguns autores acreditam que a espécie Lu. pessoai também apresenta
relevancia na epidemiologia da LTA (Teodoro et al., 1993, Silva-Rodrigues & Lima,
2013), sendo que neste estudo tal espécie foi encontrada naturalmente infectada por
Le. braziliensis e Le. chagasi. Teodoro et al. (1993) em estudo no norte do
Parana consideraram que Lu. pessoai poderia estar envolvida na transmissdo de
Leishmania ao homem nessa regiéo.

A espécie Lu. lenti, a segunda mais abundante nas coletas com armadilha
HP, ndo é suspeita de ser vetor ou de ter papel vetorial comprovado. Estudos
realizados por Brazil et al. (1997) demonstraram que experimentalmente esta
espécie nao apresenta antropofilia, e é refrataria a infecgdo por Leishmania, embora
neste estudo Lu. lenti tenha sido encontrada naturalmente infectada por Le. chagasi
e Le. braziliensis. Segundo Galati et al. (1996) essa espécie de flebotomineo é bem
representada em areas onde animais domésticos estdo presentes, sendo comum
em galinheiros, corroborando com nossos resultados.

As espécies do Complexo cortelezzii foram encontradas em grande numero e
recentemente foram encontradas naturalmente infectadas em trabalhos realizados
em Minas Gerais (Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2009), por isso, merecem
mais investigacoes. Neste estudo tais espécies foram encontradas naturalmente
infectadas por Le. chagasi e Le. braziliensis.

Investigagbes realizadas em regides de planalto do Estado de Sao Paulo

demonstraram que apenas algumas espécies, tais como Lu. whitmani, Lu.
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intermedia, Lu. migonei, Lu. fischeri e Lu. pessoai apresentaram-se como sendo
mais abundantes em ambientes antropicos (Gomes et al., 1989). Em tais estudos,
ora uma, ora outra parecem ter papel prioritario na transmissao de LTA, uma vez
que as caracteristicas |lhes conferem capacidade vetorial. Apesar da diversidade, a
predominancia quase absoluta de poucas espécies (Tabela 2) coincide com dados
de outros autores (Gomes & Galati, 1987).

Estudos sobre a ecologia dos flebotomineos, bem como os estudos de
variagao sazonal sdo importantes, para melhor entender a interagao da espécie com
seu habitat, assim como a dindmica de transmissao da leishmaniose, e assim poder
direcionar melhor os métodos de controle, como a aplicagao de inseticidas (Macedo
et al., 2008). E valido ressaltar que o aprimoramento das acdes de controle depende
das investigagbes sobre vetores, reservatérios, agentes etiologicos, e outros
determinantes epidemioldgicos.

A infecgdo de flebotomineos por Leishmania spp. era frequentemente
investigada através da dissecc¢do do inseto e observagao direta do parasito. Porém
este método é laborioso e requer grande habilidade técnica, devido ao tamanho
reduzido dos insetos (Oliveira-Pereira et al.,, 2006). Ja a PCR é mais pratica e
vantajosa, amplifica o DNA do parasita em tecidos de bidpsia ou em leucécitos de
sangue periférico, apresentando um alto potencial de sensibilidade, especificidade e
facilidade, e vem sendo muito usado no diagnéstico das leishmanioses (Oliveira-
Pereira et al., 2006).

A sensibilidade da PCR pode ser aumentada pelo uso de iniciadores que
apresentam mais de uma coépia por célula; no caso de Leishmania essas sequéncias
incluem o cinetoplasto e familias de genes de multicopias. Entre estes ultimos, o
mais estudado é o SSUrRNA. Van Eys et al. (1992) desenharam os pares de
iniciadores R221 E R332 (R1 e R2 neste trabalho) que amplificam uma regido
menos especifica de 603 pb e R223 E R333 (R3 e R4 neste trabalho) que
amplificam uma regido de 353 pb somente de espécies do género Leishmania
(menos sensivel). Em 2002, Cruz et al. sugerem a combinag&o destes dois pares de
iniciadores em uma Nested PCR para detectar Leishmania em humanos,
aumentando a sensibilidade e especificidade da reacéao.

Recentemente, o sequenciamento de fragmentos de DNA obtidos pela
amplificagdo de diferentes genes alvo tem sido realizado e utilizado junto com o

alinhamento das sequéncias obtidas como uma forma de identificar a espécie de
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Leishmania envolvida na infeccdo (Parvizi et al.,, 2008; Medeiros et al., 2008).
Ferreira (2010), comparando diferentes técnicas de PCR em amostras de populagao
canina e pequenos mamiferos oriundos da mesma area endémica para diferentes
formas de leishmanioses, observou que a partir do momento que se obteve o
produto amplificado, a identificagcdo da espécie de Leishmania por sequenciamento
foi mais eficaz do que a analise pela digestdo por enzimas de restricao (PCR RFLP).

A contaminacdo da PCR neste estudo pbéde ser evitada pela utilizacdo de
controles negativos e controles internos da extragdo, tanto para flebotomineos
quanto para os caes (LnPCR), validando assim tanto o processo de extragdo quanto
a confirmacéao dos resultados negativos.

Dos 249 “pools” de flebotomineos analisados, a infecg&o foi observada em 32
deles, correspondendo a 11 “pools” positivos do Complexo cortelezzii, dois da
espécie Lu. intermedia, quatro da espécie Lu. lenti, seis Lu. longipalpis, um Lu.
migonei, quatro Lu. pessoai, um Lu. sordellii e trés “pools” de Lu. whitmani. Desses,
12 “pools” sdo considerados espécies de importancia médica, ficando a taxa de
infeccdo em 2,60% para Lu. intermedia; 12% para Lu. longipalpis; 20% para Lu.
migonei; 1,14% para Lu. whitmani. As taxas de infec¢gdo de Lu. longipalpis e Lu.
migonei sao consideradas altas, ainda mais por se tratar de um municipio com
casos esporadicos da doenca, levando a necessidade de medidas de controle
efetivas para evitar um possivel surto, ja que a regido tem todas as caracteristicas
que indicam que o ciclo de transmissdo pode estar ocorrendo no municipio.
Entretanto, a taxa geral de infecgdo natural dos flebotomineos por Leishmania foi
relativamente baixa (3,40%), corroborando com trabalhos realizados em area
endémica de leishmaniose. Lara-Silva (2010) encontrou 2,5% em Governador
Valadares; Miranda et al. (2002) encontraram na Bahia taxa de positividade de 1,5%
para Le. braziliensis; e Oliveira-Pereira et al. (2006) encontraram taxas ainda mais
baixas em estudo na Amazdnia Maranhense (0,4%).

E importante ressaltar, que em todos os bairros estudados verificamos a
presenca de infecgdo por leishmania em algumas das espécies des flebotomineos
capturados, demonstrando o risco de infecgao da populacéo por este parasito.

Para se estudar a histéria natural das doencgas, antes de tudo é preciso
identifica-las. Uma das alternativas € a pesquisa de anticorpos através de testes
soroldgicos. Métodos sorolégicos tém contribuido, e muito, para o diagndstico em

estudos epidemioldgicos de doencas endémicas, especialmente na LV e LVC.
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Contudo, quando os resultados da sorologia sdo utilizados como medidores da
prevaléncia da doenca, é preciso ter-se um bom estudo da sensibilidade e,
principalmente, da especificidade do método empregado. Caso contrario, pode-se
estar manipulando taxas de positividade equivocadas, o que leva a um falso
conhecimento da gravidade da endemia na regido (Monteiro et al., 2005).

A RIFI foi utilizada nos ultimos anos como a técnica de referéncia adotada
pelo MS em inquéritos soroldgicos, antecedida pelo ELISA que era o teste de
triagem de casos de LVC. Porém, em 2012, o MS passou a indicar como método de
triagem uma nova técnica imunocromatografica, chamada DPP®.

Queiroz-Junior (2011) e Schubach (2012) desenvolveram estudos sobre a
validacdo do novo teste imunocromatografico para diagnostico da LVC, o DPP®, e
encontraram resultados satisfatorios. Queiroz-Junior (2011) utilizou amostras de soro
da veia cefalica e gota de sangue da ponta da orelha e demonstrou que o teste
DPP® apresentou desempenho superior aos obtidos pelo ELISA. Dessa forma o
autor sugere que o DPP® pode ser usado como teste de triagem sorologica do
programa de controle da LVC, apresentando alta sensibilidade e especificidade
(88,9% e 100%, respectivamente) no diagndstico de cées sintomaticos para LVC.
Ainda assim, novos estudos devem ser realizados com o objetivo de aumentar a
sensibilidade do teste DPP® sobre caes assintomaticos e sintomaticos. Na analise
de Schubach (2012), a sensibilidade do DPP® chegou a 88% e a especificidade
73,3%, utilizando amostras de sangue periférico, sangue da veia jugular e pele
integra. Porém, sugere que seu uso seja associado a outros testes.

A grande vantagem do ELISA é que ele pode ser usado em grande escala e
tem sensibilidade e especificidade altas, cerca de 95% para ambos. E é
recomendado pelo MS para avaliacdo de soroprevaléncia em inquéritos caninos
(Brasil, 2006), detectando anticorpos contra Leishmania na fase mais precoce da
infeccao (Biogene, 2007).

No presente estudo, o DPP® foi utilizado como técnica de diagndéstico da LVC
para a realizacdo do inquérito censitario canino do municipio de Jaboticatubas, e de
1.105 caes analisados, apresentou positividade para 175 caes. A confirmagao dos
resultados foi obtida pelo ELISA, resultando em 86 caes positivos.

O conhecimento dos reservatorios € importante para o efetivo controle das
leishmanioses. Entretanto, outros fatores de risco relacionados a epidemiologia da

doenca sdo mais complexos, como a urbanizagdo do ciclo de transmissdo e a
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manutencgao de um ciclo enzodtico nas cidades (Cabrera et al., 2003).

Com relacao ao estudo de reservatérios domésticos (Canis familiaris) varios
inquéritos soroldgicos ja foram realizados no municipio de Montes Claros, no ano de
1994, 2001 e 2002 e verificaram que a taxa média de prevaléncia canina era de
9,7%; 4,6% e 5% respectivamente. (Franga-Silva et al., 2003; Monteiro et al., 2005).
Esses estudos revelaram a importadncia do cao como reservatorio para Le. (Le.)
chagasi no municipio. Corroborando com esses resultados, neste estudo também foi
encontrada uma taxa de prevaléncia canina alta (7,78%), sendo possivel verificar
taxas de 3,17% no bairro Santo Anténio e 1,54% no Bom Jesus.

Molina et al. (1994), demonstraram que a infectividade dos caes com LVC nao
estd exclusivamente ligada ao estagio sintomatico da doenga. Entretanto,
epidemiologicamente, é necessario considerar que caes soropositivos sdo capazes
de infectar flebotomineos indiferentemente da presenca de sintomas (Michalsky et
al., 2007).

Diferentes materiais bioldgicos podem ser utilizados nas reagdes para
diagndstico de leishmanioses: aspirado de linfonodos, medula 6ssea, bago, sangue
total, camada leucocitaria, cultura e sangue coletado em papel filtro, bidpsia ou
escarificacdo da pele. O melhor teste de laboratério para diagnosticar LV é a
demonstracdo do parasita em material de bidpsia ou pungao aspirativa de tecidos
(Melo, 2004). E um método seguro de diagndstico, uma vez que o resultado positivo
€ dado pela observacgao direta de formas amastigotas ou promastigotas, no caso de
cultura de parasitos. No caso do aspirado de medula e bago geralmente pode-se
verificar a presencga de formas amatigotas do parasito. A puncao aspirativa esplénica
€ o método que oferece maior sensibilidade (90-95%) para a demonstracdo do
parasita, seguida pelo aspirado de medula éssea, bidpsia hepatica e a aspiracao de
linfonodos. Por ser um procedimento mais seguro, recomenda-se a pungao
aspirativa da medula 6ssea (Brasil, 2006).

A especificidade destes métodos € de 100%, mas a sensibilidade é muito
variavel, pois a distribuicdo dos parasitas ndo é homogénea no mesmo tecido
(Gontijo & Melo, 2004).

Quanto ao isolamento do parasito, os métodos de cultura “in vitro” em meios
especiais apresentam positividades superiores a 60% em muitos casos. Formas
amastigotas do parasita, inoculadas em meios de cultura especiais, contendo agar e

sangue de coelho, transformam-se em formas promastigotas. O isolamento “in vivo”
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é feito preferencialmente em hamsters (Mesocricetus auratus), quando aliquotas do
meio contendo formas promastigotas sdo inoculados nesses animais.

O exame direto ou a cultura de aspirados de bagco ou medula 6ssea sao as
principais técnicas usadas para o diagnostico da LV tanto em humanos como em
caes. Ja o exame microscopico de fragmentos de pele ou bidpsia de lesdo como
“imprints”, embora rapido e de baixo custo, tem sensibilidade limitada,
particularmente em lesbes cronicas. A técnica de cultura “in vitro” é ligeiramente
mais sensivel que o0 exame microscopio de bidpsias de lesdo e amostras
histolégicas, apesar de mais laboriosa, onerosa e sujeita a contaminacdes
microbiolégicas (Manna et al., 2004). Porém, neste estudo a sensibilidade foi
maior nos “imprints” que na cultura (36,36% e 27,27%, respectivamente).

Quanto ao diagndstico molecular o método da PCR, constitui-se em uma nova
perspectiva para o diagndstico da LV, pois apresenta 94% de especificidade (Brasil,
2006).

Rodrigues et al. (2002) obtiveram uma sensibilidade de 954% e
especificidadede 100% da PCR em amostras de pacientes. Uma explicagéo possivel
para os resultados falso-negativos € atribuida a baixa carga parasitaria, instabilidade
do DNA extraido ou a qualidade da amostra de DNA, que podem apresentar
diferentes concentragdes de inibidores da DNA polimerase.

No presente estudo foi utilizado aspirado de medula para cultura, “imprints” de
medula e pele em laminas analisados por microscopia, além da realizacido de PCR
de amostras de medula e pele.

A cultura de aspirados de medula éssea dos caes soropositivos utilizados
neste estudo, apresentou positividade em somente trés dos 11 caes soropositivos
(27,27%). Deve-se salientar que a sensibilidade da cultura, depende em grande
parte do profissional, do numero de campos microscopicos examinados e da
prevencao de contaminagdes do material. Ja nos nossos resultados obtidos através
dos “imprints”, quatro dos 11 cées apresentaram positividade (36,36%).

Segundo Sollano-Gallego et al. (2001) a frequéncia de detec¢cdo de DNA do
parasito € variavel em diferentes tecidos. A baixa porcentagem de amostras
positivas na medula éssea pode indicar que a disseminagao do parasito pela medula
nao ocorra com frequéncia nos animais. No mesmo estudo, os autores sugerem que
a pele € o maior tecido reservatorio de parasitos em caes ja que a PCR utilizando

biépsia de pele detectou DNA de Leishmania em metade dos caes estudados e da
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medula somente 17%. Porém neste estudo, através da PCR, houve a detec¢éo do
DNA de Leishmania na medula éssea em mais da metade dos caes estudados
(63,6%) enquanto a PCR de biopsia de pele detectou somente uma amostra (9%)
com DNA de Leishmania. Estes resultados contrastam com os estudos de Reithinger
et al. (2002), que demonstraram que a carga parasitaria tende a ser menor em
aspirados de medula éssea, baco e linfonodos, pois estes 6rgaos contém inibidores
da PCR que podem afetar a sensibilidade da técnica.

A PCR de medula apresentou maior sensibilidade em relacdo as outras
técnicas utilizadas (cultura, imprints e até mesmo a PCR de amostras de pele).

O georreferenciamento dos caes positivos para LV bem como dos casos
humanos de leishmanioses no municipio de Jaboticatubas demonstrou a existéncia
de alguns focos da doenga no municipio (Figura 13). Resultados mais
esclarecedores provavelmente seriam obtidos através de um estudo prospectivo
realizando o georreferenciamento acumulativo dos casos nos proximos anos,
incluindo a zona rural.

A permanéncia do cao infectado nos domicilios pode ser explicada por varios
motivos: ndo colaboragdo dos moradores, auséncia de uma estratégia eficaz por
parte dos 6rgaos competentes para exame dos caes de modo sistematico, a baixa
sensibilidade do teste utilizado em estudos de forma geral — resultando em falsos
negativos, além disso, o fato de existir cdes assintomaticos garante a manutencéo
do parasita no municipio. Deste modo, a soroprevaléncia canina se mantém alta e o
surgem novos casos humanos (Reithinger & Davies, 1999; Silva et al., 2001;
Cabrera et al., 2003).

No ano de 2005, foi implementado no municipio o PCLV (MINAS GERAIS,
Secretaria Municipal de Saude de Jaboticatubas, 2007) mas o programa ainda nao
funciona em sua integralidade. Atualmente existe a demanda espontanea de casos
de LVC, no qual o veterinario vai até a casa do morador para colher sangue do seu
cao e realizar o diagnostico. Quanto aos casos humanos, ha uma varredura da area
proxima a casa do morador acometido pela enfermidade, com a realizacdo de
borrifagdo das casas ao redor. O municipio ainda ndo possui visitas domiciliares
periddicas de veterinarios para coleta de amostras de sangue dos cées para
diagndstico da leishmaniose canina, frequente borrifagdo das casas, um canil e nem
mesmo um servico para apreensdao de animais errantes (Jodo Paulo:

Epidemiologista da Secretaria de Saude de Jaboticatubas — comunicagédo pessoal).
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De acordo com o Sistema de Informagéao de Agravos de Notificagdo (SINAN),
até o ano de 2012, quatro casos humanos de LV, bem como 10 casos de LTA, foram
notificados em Jaboticatubas. O primeiro caso de LTA foi registrado em 1975
enquanto de LV foi registrado somente em 2006. Segundo dados da Prefeitura,
ocorreram cinco casos de LV no municipio e ndo quatro como registrados no SINAN.
E em 2012 e 2013 nao foram registrados casos humanos de leishmanioses nos
humanos na zona urbana, mesmo com uma soroprevaléncia canina alta no
municipio. Contudo, em 2010 houve um obito de paciente acometido cm LV no
bairro Sagrada Familia. A alta taxa de soroprevaléncia canina no inquérito soroldgico
do municipio e 0 numero de casos humanos distribuidos por todo o municipio torna
urgente a tomada de medidas por parte dos érgédos competentes do Municipio e do
Estado. Neste estudo, foram analisados somente dados de leishmanioses canina e
humana na zona urbana da cidade, e os resultados ja sdo alarmantes, faz-se
necessario, a titulo de aprimoramento das medidas de controle, estudar ainda as
areas rurais.

Um aspecto importante é que provavelmente o numero de casos humanos de
leishmaniose diagnosticados € subestimado, representando apenas uma pequena
parcela das pessoas infectadas. Em estudos prospectivos realizados nos estados da
Bahia e Ceara, a taxa de individuos assintomaticos/ sintomaticos era
respectivamente 6:1 a 18:1, dependendo da idade do paciente e da localidade
estudada (Badar¢ et al., 1986; Evans et al., 1992).

As alteracbes no ambiente causadas por atividades humanas como, por
exemplo, desmatamento e construgdes em areas verdes, acarretam alteragées no
clima e no meio ambiente, modificando a epidemiologia das leishmanioses. Isso
pode levar a invasdo dos hospedeiros silvestres e dos vetores ao ambiente proximo
ao homem, caracterizando a domiciliagdo do ciclo de transmissdo (Costa et al.,
2007; Chaves et al., 2008).

As leishmanioses, principalmente a LTA, ainda hoje, sdo associadas a areas
rurais, as favelas e bolsdes de pobreza (Souza et al., 2001). Entretanto, Kawa &
Sabroza (2002), observaram que o movimento urbano criou as condigbes
necessarias a intensificagdo da endemia em focos bem definidos, onde o ambiente
de trabalho possibilitou maior contato entre individuos suscetiveis e vetores. Nesse
mesmo sentido, Lima (2000), através de analises espaciais, observou que a LTA em

varios municipios do Estado do Parana tém relacdo com areas de mata nativa
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modificada, pequenas matas ciliares ou resquicios destas e/ou com area domiciliar e
peridomiciliar.

Considerando que a area de estudo se localiza dentro da Serra do Cipo, a
circulacao de parasitas entre canideos silvestres, marsupiais, caes domésticos e
pessoas, além do intercambio de cdes de uma regido para outra, migragdo ou
doagao, torna-se necessario a adogao de medidas urgentes de controle da infecgao
em Jaboticatubas visando impedir o estabelecimento de um foco na area de estudo.
Além disso, o municipio de Jaboticatubas pertence a RMBH, onde casos de
leishmanioses vem ocorrendo nos ultimos anos (Menezes, 2011).

De fato, foi constatado na area de estudo através de conversa com
moradores e da Prefeitura que o municipio possui potencial epidemiolégico para
instalacdo da doenca: das 10 casas percorridas, somente uma ndo apresentava
galinhas, caes ou outros animais domésticos. Com a possibilidade de esses animais
virem a participar como fonte alimentar de flebotomineos, a aproximacgdo e a
manutencio desses insetos no ambiente peridomiciliar pode ser favorecida. Verifica-
se que as capturas de flebotomineos ndo sdo bem sucedidas em casas que nao
existem animais domésticos (Dias et al., 2003). A galinha é um dos animais mais
atrativos para Lu. longipalpis, sendo que o municipio de estudo foi considerado
receptivo para Lu. longipalpis, segundo inquérito entomoldgico realizado no
municipio. Nesse periodo, foram capturados diversos exemplares desse vetor, mas
ainda ndo haviam sido notificados casos de leishmaniose visceral humana nem
canina (Minas Gerais, Secretaria Municipal de Jaboticatubas, 2007).

O encontro de espécies vetoras infectadas com Le. chagasi ou Le.
braziliensis, a alta prevaléncia de cdes com LVC, além da ocorréncia de casos
humanos de leishmanioses no municipio, indica a urgéncia de uma vigilancia
entomoldgica rigorosa e de agdes que evitem a formagdo de ambiente propicio ao
contato dos flebotomineos com os animais domésticos, pois provavelmente estes
servem como fonte de infeccdo para o flebotomineo e o homem se infecta
acidentalmente. Estas observagdes aliadas a vigilancia e controle da doenga podem
evitar um possivel surto da LV no municipio, comprovando a importancia dos
estudos envolvendo a biologia, ecologia, comportamento e analise de infeccao
natural de vetores e hospedeiros para o entendimento da epidemiologia da doenga
na area de estudo.

Os dados obtidos neste trabalho demonstram que a leishmaniose no
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municipio de Jaboticatubas ndo pode ser negligenciada, sugerindo que as medidas
de controle da LVC canina devem ser implementadas para que os niveis de
prevaléncia canina ndo aumentem de modo a aumentar também o numero de casos
humanos. Atualmente a LVC estd amplamente distribuida no municipio de
Jaboticatubas e os resultados do presente trabalho mostram uma correlagdo na
distribuicdo de casos de leishmaniose canina e humana no municipio estudado.
(Figura 13). Esse resultado corrobora com dados de Margonari et al. (2006) onde foi
observado que os casos humanos do municipio de BH ocorreram em areas em que
a densidade dos caes soropositivos era relativamente alta. Em um estudo
semelhante utilizando analise espacial na vigilancia epidemiolégica de LV em
Aracatuba (SP), os autores observaram que a transmissdo da LV ndo foi
homogénea no municipio: a transmissdo humana ocorreu nas areas com maiores
taxas de prevaléncia canina (Camargos-Neves et al., 2001).

E importante salientar que os ciclos de transmissdo das leishmanioses
dependem do movimento de seus reservatorios e a identificagao destes hospedeiros
€ fundamental para o entendimento da epidemiologia e controle efetivo de

transmissao da doenca.
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7 CONCLUSOES

A fauna flebotominica de Jaboticatubas apresentou exemplares pertencentes
a dois géneros distribuidos em 17 espécies do género Lutzomyia e dois exemplares
de Brumptomyia. Dentre elas, importantes vetoras da LTA e LV, sendo Lu. whitmani

a espécie mais numerosa.

O encontro de Lu. whitmani em elevada densidade nos bairros estudados, a
sua infecgcao natural por Le. braziliensis, além de sua implicacdo na literatura como
importante vetora da LTA, sugerem que esta seja a principal espécie responsavel

pela transmissao da LTA em Jaboticatubas.

O grande numero de exemplares de Lu. longipalpis capturado e o encontro de
infeccdo natural por Leishmania chagasi sugerem a participagéo desta espécie como

vetora da LV no municipio estudado.

De acordo com analises entre o numero de flebotomineos capturados e os
dados climaticos, os meses mais chuvosos e quentes foram os que apresentaram

maior numero de flebotomineos capturados no municipio.

A presenca do vetor Lu.longipalpis e caes infectados por Leishmania chagasi
nos bairros estudados, sugerem que o ciclo da LV em Jaboticatubas tenha um perfil

urbano e ativo de transmissao.

Foi observada uma maior concentracao de casos humanos e caninos nos
bairros Santo Anténio e Bom Jesus, areas onde as medidas de controle deverao ser

mais intensificadas.

A espécie Lu. intermedia foi encontrada infectada por Le. braziliensis,

reforcando sua importancia na transmissao da LTA no municipio estudado.

As espécies Lu. whitmani e Lu. longipalpis encontradas, também, infectadas
com Le. chagasi e Le. braziliensis, respectivamente, demonstraram a
permissividade destes flebotomineos a infeccdo por diferentes espécies de
leishmania e indicam a importancia de novos estudos para esclarecimento do real

papel de suas competéncias vetoriais para essas leishmanias.
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O encontro de Lu. lenti infectada com Le. chagasi e Le. braziliensis, do
complexo cortelezzii infectado tanto com Le. chagasi quanto com Le. braziliensis,de
Lu. migonei e Lu. pessoai infectadas com Le. chagasi demonstraram que estas
espécies merecem mais investigacdo do ponto de vista da transmissdo destes

parasitos em areas urbanas.

A taxa de soroprevaléncia canina foi alta para um municipio onde é

transmissao de LV é considerada esporadica.

A técnica de PCR de medula foi mais sensivel que as demais técnicas
utilizadas, uma vez que apresentou maior taxa de positividade em relacdo as demais

técnicas.

Até entdo o municipio € considerado area de transmissao esporadica para as
LV, mas possui todos os elementos que favorecem a transmissao intensa no
municipio, por isso € importante que medidas de controle sejam intensificadas,
principalmente em areas onde a transmissao € maior, a fim de evitar que o problema

se agrave no municipio.
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8 Anexos

8.1 Anexo 1 — Consentiimento Livre e Esclarecido do Voluntério

Minisisio on Salos

FIOCRLIE

Fundagdo Dewaikdo Cruz

Carfiro Oa Pagoises Rand Rachoil

L2 mora oo ce Lalshmanioses

ESTUDO: Eco-epidemiclogia das Leishmanioses na regido da Serra do
Cips (MG), Brasil.

Marme da voluntario:
Casa
Endereco: Bairro

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como objetive estudar aspectos das  Leishmanioses
relacionados a0 vetor no municipio de Jaboticatubas, sob a responsabilidade do
pesquisador Dr, Edelberto Santos Dias.

Tenho consciéncia que a minha participac3o como wvoluntario n3o me trara
nenhum bensficic ou privilkgic & em hipotese alguma prejudicardo a2 minha
saude e bem-estar,

Poderai a qualguer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer
motivo, sem que isso acarrete prejutzo para mim ou minha familia.

Poderei no momento em que desejar procurar o coordenador ou o responsavel
pela pesquisa, para esclarecer qualquer questao relacionada ao projeto.

Coordenador da Pesquisa: Dr. Edelberto Santos Dias

Endereco: Centro de Pesquisas René Rachou, Avenida Augusto de Lima, 1715,
Bairro Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais.,

Telefone de contato: {31-3349-7758)

Eu li este consentimentc & me foram dadas oportunidades para esclarecer
minhas dovidas. Minha participac3c 2 inteiramentz woluntaria, portanto,
concordo em participar e assino abaixo em 2 vias.,

Jaboticatubas, 21 de Maio de 2012,

Assinatura do voluntzrio:

Assinatura do pesquisador responsavel:




8.2 Anexo 2 — Ficha epidemioldgica com os dados referentes ao céo

CODIGO | DATA BAIRRO RUA N° PROPRIETARIO NC%\I\Q)E SEXO|RACA
a SINTOMATICO| SINAL VACINA o DATA
PORTE |PELO LV CLINICO | ANTIRABICA N° AMOSTRA exame DPP |ELISA
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8.3 Anexo 3 - Termo de cientificagdo de resultado de exame laboratorial de
leishmaniose visceral canina

PREFEITURA DE JABOTICATUBAS A
SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE -

TERMO DE CIENTIFICAGAD DE RESULTADO DE EXAME LABORATORIAL DE
LEISHMAMNIOSE VISCERAL CANINA N°
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8.4 Anexo 4 - Alinhamento para as amostras positivas para Leishmania
spp.

Alinhamento amostra 52 (Lu. pessoai) — Le. chagasi

Leishmanizamazonensiz  poCCATCGCAACTICGGTTCGGTGTGTEGCGCCTTTGEAGEEET T TAGTGCGTCCGETGCGAG!
Leizhmanis braziienziz Y

Lejshmam'achagasr’ ........... O s ean s s e EE G e N N s = e m e m e RN -
Amostra 52 200 sessess ssssaslls s usa s as s s nnuannua FEE A s b -

TRCAGCGARGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARGARACCRAAGTEGTGGAGATCGAAGH

A% B BB BB E B SR B E S EEE NS EEEE S ESEE S B S EEEEEESEEEE S EEEE S EEE S8
T I T I R I

Alinhamento amostra 107 (Complexo cortelezzii) — Le. chagasi

Leizhmanizamazonensizs pooCRTCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGECGCCTTTGEAGGGGTTTAGTGCGTCCGETGCGAG
Leizhimania braziien ziz e -

Leizhmanischagasi =~ s ee-n Creensneens s e e e e ™ n e e e . en e . Aeees
Almstm.‘ﬂ? "!'!rF-'!+l-'|'FEIlr‘rr!“rl'!*'!ll"ll-!'!l '|+'Ill'|'FI'I'|+II'|'!FII'|EII'|‘

GG T T e T CCGE e TARCGCCT T T TCARCTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC

B EE T E RS T ®EEEEEEETEEESETE ST RS EEEEEAEEEEEEEEEEE R EE R EEETEEEEEEERW
W oEEE TR E ST EEEEEEEE TN EESEEEESEE S WA EESSEEESWEEEEEEEEEEEEEEEELEEEEW

GTTCGEGGEAGRACGTACTGGGECGTCAGAGETGRAATTCTTAGRCCGCACCARGREOGAACTF

R EEE OB S E NS @ NS E S E S EEE NSNS S EEE EES SRS S EE S EE S EESEE NS E NS E NS EES s EE S
H B 8 8 B B S B S S B S H B S S R RS E RS EE S F RS R RS E RS S E S S s E S E RS E RS S EE S s RS E RS s R s

STACARGCGARGECATTCTTCARGGATACCTTCCTCARTCAAGARACCARAGTGTGEGAGATCGRAGA

PR B E B B R E S E B E FE S EEEE S EEEE SR EEEEEE S EEE BSOS EEEEESEEE B EEEEESEE S
I I T I O I R I B )



Alinhamento amostra 109 (Lu. migonei) — Le. chagasi

Leizhmanis smazonenziz
Leizhmanis braziien ziz

Leizhmsnis chagssi
Armostra 1039

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGECEGCCTTTGEGAGEGEGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

sssassssasssliasEmaassnassnsas e seassssaannnessnannsdbanns

,,,,,,, sssssasssssnssasssnsasnsassssa"snasnssannsansnsannedbansa

TACAGCGAAGGCATTCTTCARGGATACCTTCCTCAATCARAGAACCAARAGTGTGGAGATCGAAGR

A BB E BB E S E RN EE S S EE S EEEE BB SN B E S S EEEE BSOS SRS EEEEE S EEEEEEEEE

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCARACGATGACARCCCATGAATTGGGGATCTTATGY

R W OE EE RN W EEEEE RS NS EEEEE S EAN N WEEE SN WA N WEEEEE WA EEEEE RN EWEEEEEEE oW
RN R R E R RN W EOEE N E RSN R EEE RN EE NN EEEE N NN E NN EEEEEEE NS EEE NS EE N EEEEE W

Alinhamento amostra 111 (Lu. whitmani) — Le. chagasi

Leizhmanis amszonenaiz
Leizimania hraziien ziz
Leishmanis chagssr
Amostra 111

TCCCATCGCARACTTCGETTCEETGTGTGGCEGCCTTTGEAGGEETTTAGTGCGTCCGGTGCEAGH

e

vvvvvvv sssssCsssnsasnasnsnsanna

GG T T T CEE e TAACGCCTTTTCAACTCACGECCTCTAGGAATGAAGGAGGETAGTTCO

R OE R M M OE R R W OEE W OEE R E R E R EE R RN EE R AN EE RS EEESEE N EEE R R E WS EEEE S owEEoE W
T E R m MM OEE S W EE ST EEE T TR EEEEE RN WEE NN EEEWEEES W EEEEEEEEEEEEWEE L WEEEW

IGTTCGEGGGAGRACGTACTEGOOGCGTCAGAGGTGARAAATTCTTAGRCCGCACCAAGRCGARACTE

L
I R T I I

®E s omEEEE S EEE T EEEETEEEEE W EE S W EEEEE S WE S EEEE ™ WESEE AR ETEEEWEEmWWE W

T ACRGCGARGECAT T CTTCAAGGATACCTTCCTCARATCAAGARCCAAAGTGTGEAGATCGAAGH



Alinhamento amostra 114 (Lu. longipalpis) — Le. chagasi

Leizhmaniz amszonensiz  pooo)TCGoAACT TOGG T TOGETETGIGECGCCTI TTGGAGGGGT I TAGTGCGTCOGETGOGAG
Leizhmanis braziienziz Y 1

Leishmaniachagasi = +esscreeesos D s m e m s s e o n e E o ma AT E S W NN EEEEE A - .
Amstm114 r-r'r'rr-'r+l-1'rcrli'+'rrl++rl1+'rll'r+ll11'rl '|+'.ll'|'|'r'i"|'|‘ll'|'|'rll'|hll'|+

GTTCGEEGGAGAACGTACTGEEECGTCAGAGETGAAATTCTTAGRCCGCACCAAGRCGRACT?

[
B B 5 B B B B B B & B B B B B S B B 5 B B BB BB S B B RS E R R s s e s Bk B & B B B B B B & B B s B SRR = s E R s

Alinhamento amostra 117 (Complexo cortelezzii) — Le. chagasi

Leishmania amazonensis  pocCATCGCARCT TCGGTTCGETETGTGECGCCTTITGGAGGGETTTAGTGCGTCCGGTECGAG
Leishmania braziliensis Y = I
Lefshma_m'achagasf ressnssmensalCuicnnssmamsns s s esnannss sammensnnmsmsenaenn e
Amostra 117 e . e T T, T T T T T T T I

CCGETTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!

IGTTCGGGGGAGARCGTACTGGGGCGTCAGAGGTGRAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

@ % 5 % B E 8 8 8 5 E 5 8 8 B S 8 S 5 B 8 B S B E S S 5 8 S B S S E S S 5 5 5 B S 8 E S S 8 E S S8 S s s 8 s E s s o8 s 4
B 5 = % B E 8 8 8 5 8 5 8 % B F 5 % 5 8 8 B S B E S S 5 E S B S S E S S 5 S 5 B S 8 5 E S S S S S 5 8 5 4 8 S = E s o8 8 E 4

® s s o m o m om om o mom s o® o= s o®om soE % s m ®om S E E e S Som S E E B S == %S s EoE e s m S E EoE s s omoEoE s osomow o= ow s

CTACAGCGAARGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCRAAGRACCARAGTGTGGAGATCGAAGH

B R R R I R I T T T T A N
R TR T R I L R

GATGATTRAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATG!

® s s ® % = % % 8 % E % E E S E S EE 58S E S EE EE S W EE S E S E S E EE S EEEFEEE S EEEEEEE RS EEEE
B e om omoE s oEomomoEoEOEoEE S EEEE S EEEEEEEEWEEEEEEEEWEE T E S EEEEEESEEEEWEEowEEE B E
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Alinhamento amostra 125 (Lu. lenti) — Le. chagasi

Leishmaniaamazonensiz  pooCRTCGCAACTTCGGTTCGETGTETGECGCCTTIGGAGEEGT I TAGTGCGTCCGETGEGAG
Leizhmanis BraziiENaiZ . o e e v v o e s oo oo o meomessasssnssssssossssssssssssssssnssssnssass G.

Leizhmsnischsgssi ~ cceecc e N feeeaeeas fesessaaaas Aives
Am5tm125 r'r+1ll++ll1+Crll'+'rrll'+rl1frllf+ll11'rl 111!!1-rrll'-rill1+lll1nll1+

---------------------------------------------------------------
---------------------------------------------------------------

---------------------------------------------------------------

---------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------
-----------------------------------------------------------------

Alinhamento amostra104 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis fpcccATCGCAACTTCGGTTCG6TGTGTGGCGCCTITGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!
Leishmania braziliensis e

Leishmania chagasi E R BN BB EEEEEEEEEESEE NS EEEEEE NS EEEESE SEESEEEEEEEEEEsEssmsMEnas

Amostra 104 N

CCGGTTCGTCCGGCCETAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC

B R BB B E BB S BB SR E S S S EE SR E SRS E S EEEEEEEE SRS S S S E SRS EEEEEEE S SRR R
B R B SR BB W RS R E S RS EE SRS SR W NS W RS E SRS S S S E S E SRR SRS SRS e R

(GTTCGGEGGEAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGARRTTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

WA R B W BB S EEEE WM SRS B E S S S EEEE WS EEE S SRS EEEE NS EEEEE SRR R
WA R B W BB S S EEEE WM SRS B SRS S EHEE WS EEE SRS EEEE NS EEEEE SRS EE

WA E B W BB S S EE R E WM EEE B S SRS EEE S EE WS EEE S SRS EEE S EEEEE SRS

TACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAGTGTGGAGATCGAAGA

PR OB B R OB B E B B B E B EE S BB S E 5B E B S EE B R EE B SRR SRR B RS S EEE SRR RS EEEEEESEEEEEE

PR OB OB BB B E B B B E B EEE BB EE SR EE RSB EEE BB RS E RS R E R R EEE R R R B EEEEEEEEEEEEEE R

GATGATTAGAGACCATTGTAGT CCACACTGCARACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

LR I I
LR R R I
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Alinhamento amostra106 (Lu intermedia) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amostra 106

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

Bl EssEI Bl EEIEEEIEAGEEEES ISR EE AN AEBEEEERTEREREERAREAEE
BesEssEI Bl EEsEEEEEAGEEEESEEIEREREEE HeEBEEssRaEsmsmnssaanaanus

P -

CCGETTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!

®E ®® s s B ® SRS EESEES S EEEEEEE RS E S EE S EESEEE LS EEEEE S EE I EE T EEEEEEE P
@ m m o s e m s R R e R s R RS R SR SRR E R W E R E BRSSO EEE S e EEEEEEEEEEEEEE s

WGTTCGGGGGAGRACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGARATTCTTAGACCGCACCAAGACGARCTS

® % % % ® BT B EEEEEEEEEEEEEEEEEEEGEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

CTACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

B R R R R R R R [ EEEEERE R R
I R R R R I T T T T I N I S

I R R I T I I

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

Alinhamento amostra108 (Lu. pessoai) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis

L eishmania chagasi
Amostra 108

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

P a s N EsEEAEEsEESIE NS LENEEEENSEEEEENEEEEEEEEEEREREERERRERE D
P EsassEsEsAsss s EsENSEEEESEEEEEE EEEsEssssmsssssssassMaans

T -

CCGGTTCGTCCGGCCETAACGCCTTTTCAACTCACGECCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTT

R T I I T R I R
R I

WGTTCGGEGGAGARCGTACTGGEGCETCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

WA RSB R E RS R W R R RS SRS E SRS RN SRS B E N EEEE W N BRSNS SR W R SR E s
WA s E o EE R EE AR EE N EE M EEE WA RS RN W EEE N EEEE W N AR RS WA E WA EEwEE

T s e EE S EEEEEESEEESEEEEEEETEEE SRS EEEEEEEEEEE S EEEE IS EEEEEEEEEEEE R

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

R T R R T R T R R
PR R B E B B B S S B E B S S S 8 S S B S S B E S S S E B S S S EE S S B SRS S SRS S SRR EEEEEEEE SRS

T I I I I S

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATG

® % 5 B s E s 8 ®EE SR EE RS EEEESEE S EEEEEEFEEEEFEE RS EEESSEE S S EEEEEEEEE R R W
BRSSO E B S E RS S NS EES NSRS E R RS SRS NS EE RS EEE RS SRS SRS S W
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Alinhamento amostra110 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis peCCATCGCARCTTCGGTTCGETGTGTGGCGCCTITGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!
Leishmania braziliensis e«
Lejshmanfachagasj S m e e s e e E e E s E mEE s s EEEEEE NN EEEEEEEEE ®mmsmesssssmensmenseile .

Amostra 110 A - 8

CCGETTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGARTGARGGAGGGTAGT T

WGTTCGGOGGAGAACGTACTGGGGCETCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

® s o® moEEEEEEEE R EESEEEEEEESEE L EEEETEEEEEEEEE S ES T EEESEEE A EEEEEEEE

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

PE R B R OB B B R EE R E SRR E SN EEEEE SN EE W EEEEE SRR EEE S S EE A EEEEEEEEEEEEEW

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

Alinhamento amostra112 (Lu. lenti) - Le. braziliensis

{eishmania amazonensis pcCCATCGCAACTICGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!
Leishmania braziliensis Y
Leishmania chagasi @ E mEE e EE N E s s EEE s e s EEE s EEEEEeEEEEEE s emeEsessesssmessen e

Amaostra 112

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!

WGTTCGGEGOAGAACGTACTGGGGCETCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTS?

I I R )
L I R )

®EE = EEEEEEEEEEES S EEEEE RS EEEEEEEEEEEEE WS EEEEEEEIEEEEEEEEEEEE

STACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARGAACCAAAGTGTGGAGATCGARAGA

PE B ® S E B E S S E EE S E S S EE S EEEEEEEEE S S S S S EEEESEEEEE S EE RS EEEEEEEEEEEE

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCARACGATGACACCCATGARTTGGGGATCTTATGL

R R R R R  E R R R R
® = ®® s e e EwEWEEE LSS EEEEEEEEEEEEEEEEIEEEEEEE S EEEEEEE S EEEEEEEEEE W
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Alinhamento amostra113 (Lu. intermedia) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis

L eishmania chagasi
Amostra 113

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGETGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

P - 19
P EassssssEssEEsEEsEENEsEEEEEEREsEEtEsE AssassssssesssnssassMansn

. - Y

CCGEGTTCGTCCGGCCGTARCGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!

@ mmE R E R R E RS S S SRR S EE S EEE M NS EEEEEAEEEEEEESEEEEmEEEEEEEEEEw
@ moE e e EoE TR EEEEE MRS WS WA SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEw

GTTCGGEGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTS?

W E W M S EEEEEE W EEE S EEEEEE NS EEEEEEEWEEEEE WSS E WSS EEEEESEE SRS E R
R omEE o E MR EE W AR N EEEEE W AR EEEEEEEEEEEEE W EEEWEEEEEEEEEEEEEEEw

® = s EEEEESEEYEEESEEEEEEEEEESEEEETWEEE S EEEEEEEEEEEEEEEEEEE W

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

Pe e mm e m s e e s m s e s m e PRI R R @emmm e e e om e
PR B ® S B E B E S BB S S S S B S S E S S B E S S 8 S S S S S S S S E S E RS S EEE S EEE S EEEE SRR RS E RS

e B ® E B E EE S BB S S S E RS E S S EE S SRS S HEEEEEEEE S EESEEEEE S EEEEEE S EEEE WS

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

Alinhamento amostra115 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amostra 115

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG

Y - 1
FsssssEEEsssssEEsESssEEEsEESsEEEITE ITEaa sEEssssssssssssssamsaMEnas

T - I

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!

T2 ® e s s EEE ST EEEEEEEEEESEEEESEESEEEEEEESTEEEEEEESEEEE I EEEEEEEEEE AR
B AR SR S N RS S SR RS S S SN EEE S E S EE S S S S NS EE NS S EE NS EEE s S E R s

WGTTCGGGGGAGARCGTACTGGGGCGTCAGAGGTGAARTTCTTAGACCGCACCAAGACGARCT?

R I I T I I I I
A oE e B EEEEEEEEE A EEEEE AT EE TS EEEEEEEE WA EE W EEETE AR E W

®EoE BB EEESEEFEEESEEEEEEEE RS EEEEEEEEEEE S EEEEEEEEEEEEEEEEEE A

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

B T e e e om o R I I I I
PR R E OB B RS BB R E RSB EEE S W E RS SRR EEEE R EE W SRR EE NSRS R RS EEEE N EEEEEE

PE B EE B EE S S EEE S S S EEE S S S EES S S EE S S EEESEEE S EEESEEEEEEEEEE SR EEEE WS

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI
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Alinhamento am

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 126

ostra126 (Lu. lenti) - Le. braziliensis

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG
e <
sEsssstsssssssEsEsesEssETEIEmETEssesa sEEasssssassessasassManan

e

CCGETTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTICARCTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTT !

T2 ® s s B EEEEEEEE EESEEIEESEEE LS EEEEEEEIEEEEEEEEFEEEEEEEEEEEEEE AW
T E s E s s w T e EEEEEE SRR EEE S S E SRS EEEIEE SRR WAL EE RS SRS EEETEEE AW

WGTTCGGGGGAGAACGTACTGEGGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

®EEE W EEEEEE S S EEETEEEEEEEEELEIEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEIEEETEEEEEEE W
® s s W EEE B SRS S EE S EEEEEW RS EIEEEEETEEEEEEEEEEEEEEEEIEEEEEEEEEE R

TEoE e E RS EEEE S EEEEEEEEEE EEE AR AR WA EE AN EE W N EEEEEEEE AT RE A E

TACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAGTGTGGAGATCGAAGA

R R T R R T R e emm e m s mE e
PR R R R OB R B R R R B E R R R R R R R R W E R SR R R RS R EE R R SRS R R SRR R RS RS R e EE e

PR B ® B EEE S S EEE S S S ESEEE S EE S EEEEEEEEEESEEEE SRS S EEE S EEEEEEEEEEEE SRS

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

Alinhamento amostra 211 (Lu. whitmani) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis

L eishmania chagasi
Amaostra 211

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGETGCGAG

ChassasssssassssesssssseEsssesEsssasssssassssssnsssscnsnnssaalla
sassssmsEssIsIEEsssEEEEETEETEIESETEIa sEEssssssssmsEsssmssMEEas

- 18

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCARCTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!

®E® e EoEEE S EEEEEEE S EEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEE ST I EEETEEEEEEEET EEE W
@B momE s mEEE m e s R RS S EE R e RS R W E s SRR R E WS OSSR EE s e EEEEEEEEEsEEEwE .

WGTTCGGGGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

®E W owow e EEEEETEEEE LR EEEE WAL EEE S WA EEEEEEEEEEEEEE T WA EEEE A w
®F® B E B EEEEEEEEEE S EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE I EEEEEE WA

B m R e e e R s R s S S E R R WS NS SRS RSN E R E S s s e EEEE S e s e E s w s om o

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

PE e R e e E E e s e R e s E E s oE s E B e s s s e s E E o R e E e s s w EEE R s s s E s e s w s e R w
PR R R R R B BB S BB R S s B S R R R RSB R R R R B R R RS R E S B R W W E R E R SRR R R E RS E R EEEE W

PR B B R oE R EE S B EE OSSR NN EEEEE SN RN EEEEEEEEEEEWEEEEEEEEEE SR EEE WL EEEEEW

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGL
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Alinhamento amostra 214 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 214

TCCCATCGCARCTICGGTTCGGTGTGTGGCGCCT I TGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG

s EsEssrEtsssssssEsssEssEEtEEssEMsEsesmesasusesssnsnansnnnnnnnaBa
rssssrEIEssssEEEsIEsSEEAEETETIIEEIEEIESE sssssssssssasssssassMEnas

T — -

CCGGTTCGTCCGGCCGTARCGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!

BB mm s SRR E AR SRR EEE S SN EEEEEEEEEEEEEEEEE WS EEEEEEEEEEEEEEEEw
T Emw s oEoEEEEETEEWTEEEEEEEEEE S EE SRS EEEEEEEE LT EE TR EEEEEETEEEE L WE AR

WGTTCGEGGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

®EE s W EEEEEEEEEEESEEEEEEETEE L E S WS EEEEEEEE S EEEEEE I EEEEEEEEE
W s mE o EE s e EEEEEEEEEEEEE WS WA M EEEEEEEE AN EEEEEE W EEEEEEEEEw

®E s EEEEEGEEEEEEE S S EEEEETEEELE S EEEEEEEEEEE S EEEEEEEEEEEEEEEEEEE

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

PE e E e m s E e s E e E s s s EE @ W TR R I EEE R S s s s s s e e e s s e
R R R R I T A

PE B ® E OB S E E S S S S S EEE S E S S EE SRS EEE S S EEEEEFEESSEEEEEESEEEESE SRS

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCARACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGL

Alinhamento amostra 216 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 216

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG

e <
T e

. -

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!

T e m e EoEEEEEEEEE AW EE NN RS EEEEEEEEEE MR E R R EE S EEEEEE AR
e m e e s EE s R E s mE R s R W R W RS E S S S S E s R RS EE SR EEE s s EmEEEEEEEEEEEoEEs

WGTTCGGGGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGARATTCTTAGACCGCACCAAGACGARCTZ

I I I
T EE EEEW EESEEEEEE S E S EEEEEEEE RS EEEEEEEE SRS S EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE R

®EE EEE W EESE S EEEE S ESEEEEEEEE I EEEEEEEEEE S EE S WS EEEEEEEE S EEEEEEEE R

ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAARGTGTGGAGATCGAAGA

TR R R R R TR R R T
R R I I I T ]

PEE ® E® ®E S S EE B S S E S S S S S EE S EEEE SR E S E S EEE S EESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES

GATGATTAGRGACCATTGTAGTCCACACTGCARACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGL

P R I I IR R
e e m s e E R E R E eSS EEEEEE SRS EE R EE WSS EEEE SRS EEEEEEEEEEEEEEE s EE W
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Alinhamento amostra 217 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

{eishmania amazonensis |peCcCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGEGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!
Leishmania braziliensis Y 1

Leishmania chagasi FisEssEs s IS lesEsESEEsINEIEELIEREEEE sBmsSsssasssmssssmamsMians

Amostra 217 . -

CCGGTTCGTCCGGCCGTARCGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!

T e s oeEosmoEEoEEEEEEETEIEEEEEIESEEEES S EEEEEEE IS L EE AT EEEE AW

WGTTCGGGGOAGAACGTACTGGEGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGARACT?

B e s e s E s s s e s e E s E s S S E S E RSN R MR N RN RN RS R SRR RN e WS WS E S w s ow s
L R I I

I R I

STACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCARTCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGARAGA

PE e e a E e R s s e R e R e s EE s e w EEEE R R EEEE R [ EEEE R e E s E e R s E e e E
PR B B G B E B E S EEE S S E B E SRS E B S E SR S ES EEE S S S SRS S SRS SR EEE SRS EE e R

PR B B S B S B E S EEEE S E S S SRS E B SE SRS EEEEE S S EFEEEEEH SRR EEEESEEEEEEEEE

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCARACGATGACACCCATGARTTGGGGATCTTATGL

B om moE s omom e oEoEoEoEoE oS E A R RS BRSO S S S E EE S S EE SRR R RS S E RS RS EEEEEE oA s E s ow
D R I I T I

Alinhamento amostra 218 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis peecATCGCARCT ICGG T TCGGTGTGTGGCGCCT I TGGAGGGGT I TAGTGCGTCCGGTGCGAG!
Leishmania braziliensis e 1
Leishmania chagasi e T L T ey -

Amaostra 218

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTICAACTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!

@ E R E e s M s E R EE RS S E s AN RS e SRR E s EEEEEEEEESEEEEEEEEEE s EEEEEEEEw
R R R

GTTCGGGGGAGARCGTACTGGGGCGTCAGAGGTGARATTCTTAGACCGCACCARGACGARCTS

® s o= oE B EEEEEEEEE SRS EEEEE T ESEEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE WA
LR I R R I B

®E o oEoEoE EEEEEE T MR RN EEEEE T EEWEEEEEEEEEE AW EEEEEEEEEEEE WA E WA

TACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

R R R R R TR R RN R EEEEEEE I R

PR B B S ® B E R S B E S S S B 8 S S 8 S S S E S S S EE S RS S B SRS S SR RS S EE SRS S EEEEEE SR E RS

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATG

D I T T R R I I I T R
T s oEE e osEEEEEEEEEEEEEIEEEEEEEEEEEEEE S EEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
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Alinhamento amostra 220 (Lu. pessoai) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 220

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

BE sl s NS sEsEESEEEEEEEEIENE B EE S EE SIS E RSB S
e L T o

A - 1

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCARCTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!

D I I I I I R I
B e s mm R s mEE S E R E E S E R W SR SR R RS EEE OSSR SRR WS EE s EEEEEEEmsEEE s

WGTTCGGEGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGARATTCTTAGACCGCACCAAGACGARACT?

I N I A ]
®Eow EEEEEE NI EEEEETEEEEEEEEE AL EWEEE T EEEEEEEE W N EEEEEEETE WA AT A EE W

® s ® B EE EEESEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEE TSRS EEEH EEEEEEEEEEEEE T EEEEEE R

TACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGH

PE e s e E e E e s e EE s e s oE e R R T ' EEE R s s e m e e s w e E s woEE s
R R R I T T T

I I T T e I

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGC

Alinhamento amostra 221 (Lu. sordellii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amostra 221

TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

Y < 18
FsssssETssssEIEEIsssEIEEEEIEsAEEIIEIISIE sEEsEssssssssEssssssMEnas

- 18

CCGGTTCGTCCGGCCGTARCGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!

B EEE R s E R R W S e s W R R RS W R RN SRR W R SRS S W R SR NS N A SR mE s m e s s e
@ m s om e s oEom TR EEE S EEEEEEE WS SRS S EE WSS EE TSRS EE WS IEEEEEEE LR

WGTTCGGOGGAGAACGTACTGGGGCGTCAGAGGTGAARATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?

B A EEE MR W RN e RS EEEEEE SRS RN AR RN EEEE R W AR EEEEE W EEw
®® T B EEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEETEEEE RS EEEEEEEEEE I EEEEEE A

B R R B R E RS SR W R RS SR W RN EE RS EE B SN EE RS EEE W R SR NSRS W E R R E

STACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA

PE s s @ E e e s s E e s E s E s s s @ s s s e E s s E s w s s s ' EEEEEEE ]
R R R R T

PR BB S E B OB R R EE RSN E S SR NS EEEEEEEEE WS N EE W EEEE SR RS EEEEEEEEEETEEEE W

GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI
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Alinhamento amostra 223 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 223

TCCCATCGCARCTICGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!
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CCGGTTCGTCCGGCCOTAACGCCTTTICARCTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!
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GTTCGGGGOAGAACGTACTGGGGCETCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?
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TACAGCGARGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAAGTGTGGAGATCGAAGA

e e e e R R E e s e E s R W @ s s s e s E e e s w e E s I EE R s s s E s s s s EoE e s E e
PR R R R OB BB R R BB B RS R SRS R W RS R SRR R R R B RS B RS R R R SRR RS E RS S E R R E e

R R R I T

GATGATTAGAGACCATTOTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATG(
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Alinhamento amostra 224 (Lu. pessoai) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis

L eishmania chagasi
Amostra 224

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG
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Y - 14

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCARCTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!
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BTTCGGEGGAGAACETACTGGGGCETCAGAGETGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTS
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Alinhamento amostra 226 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 226

TCCCATCGCAACTICGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!

e < 19
I L L R T . e

e < 19

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTICAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!
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WGTTCEGOGGAGAACOGTACTGGOGCETCAGAGOTGAAATTCTTAGACCGCACCARGACGARCT?
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ITACAGCGARGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAGTGTGGAGATCGAAGA
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GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

Alinhamento amostra 227 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 227

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGETGIGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG

P < 19
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P - 19

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCACGGCCTCTAGGAATGARGGAGGGTAGTTC!
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STACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCARAGTGTGGAGATCGAAGA
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Alinhamento amostra 229 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amaostra 229

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG

. -
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e - 8

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTICAACTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!
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TACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCARGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA
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GATGATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAARCGATGACACCCATGAATTGGGGATCTTATGI

Alinhamento amostra 230 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis

Leishmania amazonensis
Leishmania braziliensis
Leishmania chagasi
Amostra 230

TCCCATCGCARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG
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CCGGTTCGTCCGECCEGTARCGCCTTTTCARCTCACGGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTC!
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GTTCGEGGGAGAACGTACTGEGGCGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACT?
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ITACAGCGAAGGCATTCTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGA
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