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RESUMO

As Leishmanioses compreendem um grupo de doencas parasitarias, distribuidas em
paises tropicais e subtropicais, em ciclos zoonéticos e antropondéticos e constituem
um grave problema de saude publica. No Brasil, as leishmanioses eram
caracterizadas como endemias rurais, no entanto, casos autoctones vém sendo
notificados em centros urbanos e sua distribuicio vem se ampliando
consideravelmente. O municipio de Divinopolis é considerado regido endémica para
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a ocorréncia de Leishmaniose
Visceral (LV) apesar de recente, vem se expandindo nos ultimos anos. Com base
neste cenario, o presente estudo objetivou ampliar o conhecimento sobre a situacao
epidemiologica da LV e da LTA no municipio de Divindpolis, enfatizando a
distribuicdo espacial dos hospedeiros vertebrados e dos casos humanos na area
urbana. Um total de 102 pequenos mamiferos foi capturado no periodo de um ano
em cinco areas de mata espalhadas na zona urbana do municipio e em 15
residéncias com casos de LTA ou LV notificados entre 2005 e 2010. Deste total, trés
exemplares foram identificados naturalmente infectados por Leishmania através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Também foi avaliada a distribuicdo
espacial dos casos humanos de LTA notificados entre os anos de 2007 e fevereiro
de 2013. A circulacdo de Leishmania infantum foi confirmada através do isolamento
do parasito em cdes soropositivos. Foi realizado um inquérito sorologico para
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) em toda a zona urbana do municipio utilizando
uma amostragem estratificada e uma prevaléncia de 3%. Dos 3.652 caes avaliados
distribuidos nos 11 estratos do municipio 169 apresentaram sorologia positiva, com
prevaléncia estimada de 4,62% (3,95 — 5,31). Todas as quadras amostradas no
inquérito da LVC e casos humanos de LV ocorridos no municipio foram
georreferenciados. A analise de dependéncia espacial confirmou que existe uma
correlagcdo positiva entre a ocorréncia de LVC e casos humanos de LV. Estes
achados contribuem para a compreensdo da epidemiologia da LTA e da LV no
municipio de Divinopolis e podem auxiliar na definicdo de areas prioritarias para a

implementagcéo de medidas de controle.
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ABSTRACT

The Leishmaniases comprise a group of parasitic diseases, distributed in tropical and
subtropical countries in zoonotic and anthroponotic cycles and are a serious public
health problem. In Brazil, leishmaniases were characterized as rural endemic
diseases, however, autochthonous cases have been reported in urban centers and
their distribution has expanded considerably. The municipality of Divinopolis is
considered an endemic area for American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) and the
occurrence of Visceral Leishmaniasis (VL) although recent, has expanded in recent
years. Based on this scenario, the present study aimed to increase knowledge of the
epidemiological situation of VL and ACL in the municipality of Divindpolis,
emphasizing the spatial distribution of vertebrate hosts and human cases in the
urban area. A total of 102 small mammals were captured during one year in five
forest areas scattered in the urban area and 15 residences with cases of ACL or VL
reported between 2005 and 2010. From these, three specimens were identified
naturally infected by Leishmania by Polymerase Chain Reaction (PCR). We also
evaluated the spatial distribution of human cases of ACL reported between the years
2007 and February 2013. Leishmania infantum circulation has been confirmed by
isolation of parasites in seropositive dogs. A serological for Canine Visceral
Leishmaniasis (CVL) was conducted across the urban area using a stratified
sampling and a prevalence of 3%. Among the 3,652 evaluated dogs distributed in 11
strata of the city 169 had a positive serology, with an estimated prevalence of 4.62%
(3.95 to 5.31). All blocks sampled in the survey of CVL and human cases of VL
occurring in the municipality were georeferenced. The spatial dependence analysis
confirmed a positive correlation between the occurrence of CVL and human cases of
VL. These findings contribute to the understanding of the epidemiology of ACL and
VL in Divinépolis city and can assist in definition of priority areas for the

implementation of control measures.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

Os fatores ecoepidemiologicos envolvidos na génese das diferentes formas
de leishmanioses no Novo Mundo sdo muito complexos. Varias espécies de
Leishmania sdo capazes de causar doenga no homem que por sua vez, interagem
com diversas espécies de flebotomineos e mamiferos hospedeiros. O resultado
destas interacfes € uma profusa variedade epidemioldgica de dificil entendimento e
controle (ASHFORD, 2000; LAINSON & SHAW, 1987; REITHINGER et al., 2007).

Casos autoctones de leishmaniose vém sendo notificados e aumentam em
grandes cidades de Minas Gerais, como por exemplo, em Belo Horizonte e Montes
Claros (OLIVEIRA et al., 2001; PRADO et al., 2011). Neste contexto, estudos de
transmissdo em areas endémicas urbanizadas sdo necessarios, pois a falta de
conhecimentos ecoepidemiologicos pode contribuir para 0 aumento no risco da
transmissdo (GONTIJO & MELO 2004; OLIVEIRA et al., 2008).

Segundo dados da Secretaria Municipal de Saude o municipio de Divindpolis
€ considerado uma regido endémica de transmissao da LT, com 43 casos
notificados entre os anos de 2007 até o inicio de 2013. Durante o periodo de 2007-
2013 15 novos casos de LV foram notificados, demonstrando que o municipio esta
passando por um processo de urbanizacdo semelhante ao ja observado em outros
grandes centros urbanos. Independente dos casos humanos confirmados existem
poucos estudos avaliando distribuicdo das leishmanioses, seus reservatorios ou

vetores.

O presente trabalho buscou integrar elementos da pesquisa basica e aplicada
que vai desde a utilizacdo de métodos moleculares para a identificacdo de infeccdo
natural em pequenos mamiferos a avaliacdo da dependéncia espacial entre
reservatorios e casos humanos. Estas informacgdes, associadas a analise espacial

dos dados fortaleceu os conhecimentos sobre a distribuicdo da doenca.

A dificuldade no controle das infec¢des leishmaniodticas explica-se pela grande
diversidade de agentes etioldgicos, grande numero de espécies vetoras, e pela
diversidade de animais que podem ser reservatorios destas doengas. Cada area de

transmissdo possui caracteristicas Unicas que tornam necessarios estudos
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epidemioldgicos locais para investigar a(s) espécie(s) de Leishmania circulante(s),
bem como os vetores e reservatérios. Somente através desta avaliacdo é possivel

propor medidas de controle mais especificas e eficientes para a realidade local.

Portanto, a analise espacial das leishmanioses no municipio de Divindpolis
torna-se fundamental para auxiliar na definicdo de medidas de controle adequadas
ao municipio e na avaliagdo da distribuicdo das leishmanioses em um centro

urbanizado.
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2 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral

Estudar a distribuicéo espacial das leishmanioses no municipio de Divindpolis,

Minas Gerais.

2.2 Objetivos Especificos

Identificar (a)s espécie(s) de Leishmania que ocorrem em animais domésticos e

silvestres.

Realizar inquérito sorolégico amostral da leishmaniose canina na zona urbana

do municipio.

Avaliar a distribuicdo espacial de reservatérios domeésticos, silvestres e de casos
humanos de LT e LV.

Verificar a dependéncia espacial entre a ocorréncia de casos humanos de
leishmaniose visceral e a presenca de reservatorios domeésticos infectados por

Leishmania infantum.

Identificar as areas de risco de transmissao das leishmanioses no municipio de

Divingpolis.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 As leishmanioses

As Leishmanioses sao doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania (ROSS, 1903), pertencentes a familia Tripanosomatidae e a ordem
Kinetoplastida. Este protozoario digenético apresenta duas formas evolutivas: uma
flagelada denominada promastigota, que € encontrada no tubo digestivo do inseto
vetor e outra forma arredondada e sem flagelo aparente (amastigota), intracelular
obrigatoria, sendo encontrada nas células do sistema mononuclear fagocitario dos
hospedeiros vertebrados (mamiferos de diferentes ordens como roedores,
marsupiais, edentados, carnivoros e primatas). O modo de transmissédo habitual do
protozoario é através da picada de fémeas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae;
Phlebotominae) pertencentes ao género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia
no Novo Mundo (KILLICK-KENDRICK, 1999).

As leishmanioses sdo classificadas em quatro principais formas clinicas
denominadas: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea localizada (LCL),
leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM) e leishmaniose cutanea difusa (LCD), sendo
que no Novo Mundo as formas cutaneas sdo agrupadas em uma Unica denominacéo
conhecida por leishmaniose tegumentar americana (LTA). Varias espécies de
Leishmania podem ser agentes causadores da LTA, incluindo Leishmania
(Leishmania) amazonesis, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis, L. (Viannia)
braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni
e L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenberg (LAINSON, 2010). A forma clinica
visceral é causada pelas espécies Leishmania (Leishmania) donovani e L. (L.)
infantum no Velho Mundo, atingindo partes do continente asiatico, africano e
europeu. No Novo Mundo, a Leishmania (L.) chagasi € o agente etiol6gico da LV.
Porém, em estudo realizado no ano de 2000, MAURICIO e colaboradores
demonstraram que L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum na verdade se tratava da mesma
espécie, fato este confirmado em trabalhos posteriores (CHICHARRO et al., 2002;
CAMPINO et al., 2006, KALLEL et al., 2008; SERIDI et al., 2008ab; LAURENT et al.,
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2009). Apesar de MARCILI et al. (2014), apds a avaliacao das relagdes filogenéticas
das espécies de Leishmania com ocorréncia na America Latina, propor a utilizacédo
da nomenclatura Leishmania (L.) infantum chagasi, ao afirmar que esta € uma
unidade taxondmica valida, optamos por utilizar a nomenclatura L. infantum para nos

referirmos ao agente causador da LV também no Novo Mundo.

As Leishmanioses compreendem um grupo de doencas parasitarias,
distribuidas em paises tropicais e subtropicais, em ciclos zoondticos e
antroponoticos (ASHFORD, 2000; LAINSON & SHAW, 1987). Atualmente, as
Leishmanioses constituem um grave problema de saude publica, uma vez que estédo
distribuidas por 88 paises em todos os continentes. A prevaléncia global destas
endemias é estimada em 12 milh8es de pessoas infectadas e incidéncia anual varia
entre 1,5 a 2 milhdes de casos. Sendo aproximadamente 1 a 1,5 milhBes destes
relacionados as espécies causadoras das formas cutdneas e 500.000 causados
pelas formas viscerais da doenca. Entre as notificagdes de leishmaniose tegumentar
simples, a maioria ocorre no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird (Republica
Islamica do) e a Republica Arabe da Siria; 90% dos casos de leishmaniose
mucocutanea ocorrem no Brasil, Peru e Bolivia; enquanto que para a forma visceral,
90% dos individuos infectados concentram-se em Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,
Sudéo do Sul e Sudéo (WHO, 2014).

No Brasil, as leishmanioses sdo reconhecidas como endemias rurais
(ORSINI, 1940; MARTINS, 1956). No entanto, ha algumas décadas, sua distribuicédo
vem se ampliando para grandes cidades, como por exemplo, Belo Horizonte, que
apresenta casos autdctones tanto de LV quanto de LTA desde o inicio da década de
80 (GENARO et al., 1990; PASSOS et al., 1993, SILVA et al., 2001).

As leishmanioses podem ser consideradas, doencas de extrema
complexidade, visto que 21 espécies de parasitos do género Leishmania séo
capazes de infectar o homem e diversas espécies de reservatérios e vetores podem
estar envolvidos nos ciclos de transmissdo. Aproximadamente 30 espécies de
flebotomineos s&o vetores comprovados de Leishmania (ASHFORD, 2000;
LAINSON & SHAW, 1987).

Portanto, para que a epidemiologia das leishmanioses seja compreendida é

necessario o conhecimento de todos os elos que compdem seu ciclo de
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transmissdo, os parasitos, seus reservatorios silvestres, sinantropicos e urbanos e

as espécies de flebotomineos vetores.

Neste contexto, estudos que abordem o0s aspectos relacionados a
transmissdo em &reas endémicas sdo importantes, visto que a falta de
conhecimento ecoepidemioldgico pode favorecer o risco da transmissao e dificultar a

implementacdo de medidas de controle que sejam eficientes para a realidade local.

3.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA é considerada uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, com quadro de
persisténcia (MS, 2007). Primariamente caracterizada como uma zoonose em
expansao geografica, porém sua transmissdo ndo € mais restrita as pessoas que
entram em contato com areas de matas e animais silvestres, ocorrendo também em
areas rurais desmatadas e regides periurbanas (MS, 2007). Pode-se observar trés
perfis epidemioldgicos distintos: i) Perfil Silvestre: quando a transmisséo ocorre em
areas de vegetacdo primaria; ii) Perfil Ocupacional ou de Lazer. quando a
transmissdo esta associada ao extrativismo vegetal, atividades de ecoturismo,
construcdo de estradas entre outras atividades associadas as areas de mata; iii)
Perfil Rural ou Periurbano: quando a transmissao ocorre em areas de colonizacao

ou areas periurbanas (MS, 2007).

As diferentes formas clinicas de LTA sdo documentadas na América desde
400-900 aC pelos povos amerindios, fato este documentado em suas esculturas
apresentando faces mutiladas. Colonizadores espanhdis também relataram a
ocorréncia da doenca na populacédo que habitava o continente durante o periodo de
colonizacéo (LAINSON & SHAW, 1998; Da-CRUZ & PIRMEZ, 2005).

No Brasil, a LTA é uma doenca com diversidade de agentes, de reservatorios

e de vetores, representando diferentes padrées de transmissdo e um conhecimento
ainda limitado sobre alguns aspectos, o que torna seu controle complexo. A partir da
década de 80, as taxas de incidéncia da LTA vém apresentando tendéncia de
crescimento em todo Brasil, com coeficientes de detec¢cdo que chegam a 140 casos
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por 100.000 habitantes em estados como o Acre e Roraima. O aumento da
incidéncia em areas endémicas e a emergéncia em regiées indenes, caracterizado
nao apenas pelo crescente nimero de casos, mas também pela sua expansao
geografica, possibilitou a observacdo de casos autéctones da doenca em todas as
unidades federadas do Brasil (GRIMALDI JR & TESH, 1993; BRANDAO-FILHO &
SHAW, 1994; BRANDAO-FILHO et al., 1999; MS, 2007) .

Desde a metade do século passado, quando a doenca foi descrita em Minas
Gerais, tém sido registrados no estado, surtos de LTA relacionados com atividades
de desmatamento (MARTINS et al., 1956; DIAS et al., 1977; GONTIJO et al., 2002).
Outros fatores como as mudancas nos habitos e estilo de vida de uma populagéo
podem resultar em alteracbes ambientais que poderiam levar a variacbes nos
padrées de transmissdo da LTA, favorecendo a aproximagcdo de vetores e
reservatorios com as areas habitadas por humanos (SILVA et al., 2005; CHAVES et
al., 2008; TRAVI et al., 2002). A partir da ultima década, devido ao processo de
expansdo geogréafica da doenca, alteragcbes na epidemiologia da LTA vém sendo
descritos, e a doenca que era primariamente rural e silvestre passou a apresentar
casos em areas peri-urbanas de cidades de médio e grande porte (CARVALHO et
al., 2006; SILVA et al., 2006).

Em Belo Horizonte, a LTA comecou a ser estudada em 1940 quando 13
casos humanos foram notificados (ORSINI 1945). Porém, em meados de 1993, uma
investigacdo epidemioldgica desenvolvida no municipio de Belo Horizonte
evidenciou a possibilidade da transmissao domiciliar dos parasitos causadores da
LTA em areas periurbanas PASSOS et al. (1993). Nos anos consecutivos, o numero
de casos humanos de LTA identificados na Regido Metropolitana de Belo Horizonte
foi crescente, desde entdo, a LTA é considerada endémica nesta area (FANTAUZZI
2009).

O municipio de Divindpolis também é considerado uma regido endémica para
a LTA. A secretaria de saude do municipio notificou 43 casos humanos entre os
anos de 2007 e 2013, porém, o escasso conhecimento acerca da ocorréncia e
distribuicdo das espécies vetoras e dos reservatérios no municipio dificultam a

implementagédo de medidas de controle.
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Dentre as espécies pertencentes ao subgénero Viannia a mais prevalente no
Brasil € a L. (V.) braziliensis, sendo esta a principal responsavel pelos casos de LTA
em nosso pais (GONTIJO & CARVALHO 2003). Com relacdo as espécies do
subgénero Leishmania a de maior importancia € a L. (L.) amazonensis, considerada
restrita a regido amazonica até o final do século passado, porém casos autoctones
de LTA ocasionados por esta espécie vém sendo descritos também na regido
sudeste (GONTIJO, 2000; GONTIJO & CARVALHO 2003; AZEREDO-COUTINHO,
et al., 2007).

A LTA é uma doenca com caracteristica epidemiolégica complexa, possui
diferentes espécies de reservatorios e vetores e pode ser causada por uma grande
diversidade de agentes (MS, 2007). Estes fatores, associados a viruléncia da
espécie de Leishmania envolvida e & resposta imunoldgica do hospedeiro podem
levar a diferentes manifestacdes clinicas. As principais formas de manifestacdo da
doenca séo: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutaneo-mucosa
(LCM) e leishmaniose cutanea difusa (LCD) (REITHINGER et al., 2007).

Diversas espécies de flebotomineos sdo suspeitas de atuarem como vetoras
de espécies de Leishmania causadoras de LTA. Porém algumas espécies tém sido
mais observadas naturalmente infectadas, isso pode ser devido a uma maior
capacidade de adaptacdo destas espécies ao ambiente modificado pelo homem,
como o peridomicilio (BRAZIL & BRAZIL, 2014). A Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia, pode se alimentar tanto em animais silvestres quanto domésticos como
cavalos, caes, vacas e galinhas e também no homem, sendo considerado
importante vetor de Leishmania braziliensis (DE SOUZA et al., 2006; MARGONARI
et al., 2006). A L. (Nyssomyia) whitmani possui ampla distribuicdo sendo capturada
em praticamente todos os estados brasileiros. Estd associada tanto ao ciclo de
transmissao silvestre quanto ao ciclo peridoméstico de L. braziliensis, e a
transmissao de L. guyanensis e L. shawi em diferentes regiées do Brasil (RANGEL &
LAINSON 2009). Vérios estudos tém demonstrado que esta espécie vem se
adaptando ao ambiente urbano, pois tem sido coletada com frequéncia no
peridomicilio e em areas verdes dentro da area urbana (MARGONARI et al., 2005;
SAMPAIO et al., 2009). Outras espécies de Lutzomyia como o L.(Bichromomyia)
flaviscutellata, L. (Nyssomyia) umbratilis e mais recentemente o L. (Nyssomyia)
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neivai também podem ser considerados eventuais vetores da LTA (KILLICK-
KENDRICK, 1999; MARCONDES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011).

Outro fator importante na epidemiologia da LTA é a grande diversidade de
reservatorios silvestres e sinantropicos. Estes reservatorios sdo muito importantes
no processo de urbanizacdo da doenca, visto que algumas espécies se adaptam
muito bem as alteragbes ocasionadas pela expansdo dos centros urbanos,
principalmente nas periferias, onde vegetacdes de mata primaria tém sido
substituidas por ocupacdes humanas de forma desordenada (ROQUE & JANSEN,
2014). Dentre as possiveis espécies de reservatorios da LTA podemos citar:
marsupiais como Didelphis marsupialis, D. albiventris, roedores Oryzomys sp.,
Akodon sp., Necromys lasiurus, Rattus rattus, além de edentados e canideos
silvestres (GRAMICCIA & GRADONI, 2005; FALQUETO & FERREIRA, 2005;
SCHALLIG et al.,, 2007; QUARESMA et al., 2011). Também existem diversos
estudos de animais domésticos infectados pelas formas dermotropicas de
Leishmania, como caes, gatos e cavalos, porém o papel destes animais como
reservatorio da doenca ainda é uma incognita e mais estudos seriam necessarios
para que estes fossem realmente incriminados como reservatorios da doenca
(SOUZA et al., 2005; DANTAS-TORRES 2007; QUARESMA et al., 2011; TRUPPEL
et al., 2014).

Embora, no Brasil, os cdes possuam um importante papel na manutencao da
LV, é cada vez mais frequente sua associacdo como possivel reservatdrio no ciclo
de transmissdo da LTA (DANTAS-TORRES, 2007; QUARESMA et al., 2011). Para
gue se comprove o papel de um hospedeiro como reservatério de Leishmania é
necessario que muitas variaveis sejam avaliadas, como abundancia e distribuicdo do
hospedeiro e o potencial de infectar o vetor flebotomineo, fatores que sédo raramente
investigados (CHAVES et al, 2007). Mesmo assim, varios estudos tém sido
desenvolvidos para investigar o papel do cdo como reservatério dos parasitos
causadores da LTA no ciclo de transmisséo peridoméstico da infeccao (GONTIJO et
al. 2002; FALQUETO et al. 2003). Apesar de ser comum a observacdo de cées
naturalmente infectados por espécies dermotropicas de Leishmania, ainda nao
existe um consenso quanto ao seu papel como reservatorio do parasito (MADEIRA
et al. 2005). Até hoje o que existe sdo apenas evidéncias circunstanciais de que 0s
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cdes atuem como reservatorios de L. braziliensis, sendo necessarios mais estudos
(REITHINGER & DAVIES 1999; DANTAS-TORRES 2007).

Neste contexto, a LTA apresenta importante heterogeneidade, relacionada as
diferentes espécies de Leishmania envolvidas em sua etiologia. Os vetores e
reservatorios responsaveis pela manutencdo e transmissdo dos parasitos
causadores de LTA e as diferentes formas clinicas associadas sdo um desafio para

as estratégias de planejamento dos programas de controle relacionados a doenca.

3.3 Leishmaniose Visceral

A LV é a mais grave entre as formas clinicas de leishmaniose, estimam-se
uma incidéncia anual de 500.000 novos casos da doenca e 51.000 mortes
(DESJEUX, 2004; WHO 2011). A LV possui um amplo espectro epidemioldgico
podendo ocorrer em regides de clima tropical, subtropical e temperado, (DEANE &
DEANE. 1962; ALVAR et al, 2004). E endémica em 88 paises. Porém,
aproximadamente 90% dos casos notificados ocorrem em Bangladesh, Brasil,
Etidpia, india, Sud&o do Sul, e Suddo (ALVAR et al., 2012; WHO, 2014).

Nas Américas, a LV humana ocorre desde o sul do México até o norte da
Argentina, sendo 90% dos casos ocorridos no continente americano autéctones do
Brasil (MONTEIRO et al., 1994). Observa-se que 21 das 27 unidades federativas ja
registraram casos da doenca, sendo que entre 2006 e 2010 foram registrados
18.168 casos de LV no pais. A LV atinge as cinco regides brasileiras e sua maior
incidéncia encontra-se no Nordeste, com 47,1% dos casos, seguida pelas regides
Norte (18,0%), Sudeste (17,8%), Centro-Oeste (8,6%) e Sul (0,1%) (MS 2012). No
Brasil, nos ultimos anos, registra-se entre 3.500 e 4.000 novos casos de LV/ano e a
incidéncia é de 2 casos/100.000 habitantes (MS, 2012).

Apesar de a Leishmania infantum acometer individuos de qualquer faixa
etaria, a doenca € mais frequente em criangcas menores de 10 anos (46,2%) e o

sexo masculino é proporcionalmente o mais afetado (62,2%) (MS, 2012).
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A infeccdo do inseto vetor ocorre durante o repasto sanguineo, ao picar um
animal infectado. Estes insetos ingerem juntamente com o0 sangue formas
amastigotas presentes nos macréfagos parasitados, que ao atingirem o tubo
digestivo se transformam em formas promastigotas e se multiplicam intensamente.
Apés esta fase as formas promastigotas migram para a regido anterior do tubo
digestivo, permitindo que, ao realizar um novo repasto, o0 vetor regurgite as formas
promastigotas infectantes (metaciclicas). Estas sdo fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario (SMF), principalmente os macrofagos, diretamente
ou apos a infeccdo dos neutréfilos (PETERS et al.,, 2008). Este processo envolve
ligacdo de moléculas de superficie dos parasitos como o lipofosfoglicano (LPG) e a
glicoproteina 63 KD (gp 63), a receptores de macrofagos expressos na superficie
celular, incluindo os receptores 1 e 3 do complemento (CR1 e CR3), receptor
manose-fucose e receptor de fibronectina (GREEN et al., 1994; BRITTINGHAM et
al., 1995). Dentro dos macroéfagos o flagelo do parasito fica interiorizado, e o parasito
torna-se arredondado ou ovoide e passa a ser denominado amastigota, forma que
reside no interior dos fagolisossomos, onde iniciam o processo de multiplicacéo.
Alguns macréfagos infectados, devido ao acumulo de amastigotas em seu interior,
se rompem e liberam as amastigotas e estas sao entdo fagocitadas por outros

macroéfagos.

As espécies causadoras da LV possuem um forte tropismo tecidual,
estabelecendo-se primariamente, em 0Orgdos viscerais como o figado, baco, e
medula dssea. A lesdo priméaria na pele € raramente observada e uma porcentagem
substancial das infeccdes parece ser assintomatica ou auto-resolutiva (JAFFE &
GREENBLATT 1991). J4 a doenca ativa, conhecida como leishmaniose visceral
classica, quando ndo tratada, pode levar ao 6bito. Em geral, individuos portadores
da LV classica apresentam febre, hepatoesplenomegalia, perda de peso,
linfoadenopatia, anemia e leucopenia (BERMAN, 1997; HERWALDT, 1999).

No Novo Mundo, 10% das cerca de 470 espécies descritas de flebotomineo
revelaram-se suspeitos ou sdo vetores de Leishmania (GALATI, 2003; LAINSON &
SHAW, 2005). No Brasil a principal espéecie de flebotomineo incriminada na
transmissdo da LV € a Lutzomyia longipalpis, cuja distribuicdo sobrepde as areas
endémicas da doenca (LAINSON & RANGEL, 2005). Também existem relatos do
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envolvimento da Lutzomyia cruzi no ciclo de transmissado da Leishmania infantum
(GALATI et al., 1997. PITA-PEREIRA et al., 2008).

Animais silvestres como os canideos Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous,
além de roedores e marsupiais como Proechimys canicollis, Didelphis albiventris e
Didelphis marsupialis sdo considerados 0s possiveis reservatorios e 0s responsaveis
pela manutencdo do parasito no ambiente silvestre (LAINSON & SHAW, 1987,
TRAVI et al., 1998, SHERLOCK et al., 1984, SILVA et al., 2000; CABRERA et al.,
2003; SCHALLIG et al., 2007).

Ja o cdo doméstico (Canis familiares) € considerado o principal reservatorio
do parasito no ciclo rural e urbano. Sua importancia tem sido apontada,
principalmente por estudos realizados em algumas cidades brasileiras, como
responsavel pelo aumento no nimero de casos humanos, visto que a presenca de
casos caninos se correlaciona com a ampliacdo da ocorréncia de casos humanos de
LV (BEVILAQUA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2001).

O Programa de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV) utiliza a vigilancia
epidemioldgica como um dos seus componentes, objetivando reduzir as taxas de
letalidade e o grau de morbidade, além de combater o vetor e os reservatérios da
doenca. Desta forma, as estratégias de controle estédo relacionadas a reducdo dos
casos humanos e caninos, consistindo basicamente na eliminacdo dos reservatorios
domésticos, no tratamento de todos 0s casos humanos que apresentam
sintomatologia clinica, no combate ao vetor e numa rigorosa vigilancia
epidemiologica. (MS, 2006). Do ponto de vista epidemioldgico, a Leishmaniose
Visceral Canina (LVC) é considerada no Brasil, tdo importante quanto a prépria
doenca humana, visto que a ocorréncia da doenca canina precede o surgimento de
casos humanos (OLIVEIRA et al.,, 2008). Entretanto, o processo de expansao
geografica e urbanizacdo da LV tém levado a necessidade de se compreender mais
as peculiaridades do ciclo urbano para estabelecer medidas mais eficazes de
controle (SILVA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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3.4 Leishmaniose Visceral Canina

A LVC tem aumentado sua importancia na ultima década e fatores como a
sua expansao geografica, invadindo areas antes livres da doenca, sua urbanizacao
e reemergéncia em focos endémicos antigos reforcam a sua importancia dentro da
epidemiologia da LV (GONTIJO & MELO, 2004).

O céo representa um importante elo no ciclo de transmissdo dos agentes
etiologicos da LV, e questdes como o de intenso parasitismo cutaneo facilita a
infeccdo do vetor (DEANE & DEANE, 1954; MOLINA et al., 1994; GIUNCHETTI et
al.,, 2006). Além disto, cdes assintomaticos, apesar de ndo apresentarem oS
sintomas da doenca, também sdo fontes de infeccdo para o vetor (MICHALSKY, et
al., 2007; MOSHFE et al., 2009). Observa-se ainda que a expansédo dos focos
humanos de LV no Brasil estd intimamente relacionada as areas onde séao
encontrados altos indices de soroprevaléncia canina (OLIVEIRA et al., 2001; SILVA
et al., 2001; ARAUJO et al., 2013).

Aproximadamente 50% dos animais infectados por Leishmania infantum néo
apresentam sinais clinicos da LVC (ALVAR et al.,, 2004; BANETH, 2006), o que
dificulta o diagndstico clinico, tornando-o praticamente impossivel. Dessa forma, o
diagnéstico da doenca deve se fundamentar em informacgfes referentes a
sintomatologia clinica do animal associado a epidemiologia da area e a confirmacéao
de circulacdo do parasito, seja através de inquéritos sorolégicos ou testes
moleculares, sendo que todos os dados devem ser considerados em conjunto
(ALVAR et al., 2004). Podemos dividir as técnicas de diagndéstico laboratorial da
seguinte forma: isolamento do parasito, métodos moleculares de deteccdo do Acido
Desoxirribonucleico (DNA) do parasito e técnicas de imunodiagndéstico (GONTIJO &
MELO, 2004).

Podem ser aplicadas como técnicas diretas de deteccdo do parasito: a
pesquisa de amastigotas de Leishmania em esfregacos ou imprints de tecidos
corados pelas técnicas de Leishmam ou Giemsa (DEANE & DEANE, 1955;
FERRER, 2002; SRIVASTAVA et al., 2011), o isolamento de formas promastigotas

em meios de culturas como o NNN (Novy-McNeal-Nicole) ou a infeccdo em
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laboratorio de modelos experimentais como 0 Mesocricetus auratus. Para a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estas técnicas sdo consideradas padrédo
ouro no diagnostico da LVC, ja que a observacdo direta do parasito ndo deixa
duvidas sobre a infeccdo. Entretanto, mesmo sendo técnicas de certeza, possuem
algumas desvantagens, dentre elas: pun¢des ou coletas de amostras clinicas sédo
procedimentos invasivos, a cultura é laboriosa, lenta, apresenta baixa sensibilidade,
necessita de pessoal capacitado e acompanhamento sistematico, o que torna estas
técnicas inadequadas no diagnostico rotineiro (FERRER, 1997). A andlise de
laminas coradas por Giemsa ou Leishmam torna-se mais dificil em animais com
baixa carga parasitaria e a leitura completa da lamina exige tempo e treinamento
adequado (ASHFORD et al., 1995; FERRER, 1997). Outro método parasitoldgico é a
inoculacdo experimental em mamiferos susceptiveis e o xenodiagndstico, porém
estas técnicas sdo laboriosas, demoradas e devem ser realizadas com extrema
cautela, ficando restrita a sua realizacdo a centros de referéncia (ALVAR et al.,
2004).

O diagndstico imunologico vem sendo amplamente aplicado em inquéritos
caninos, principalmente devido a facilidade na coleta de material (sangue) e a uma
resposta imunolégica humoral exacerbada em animais infectados por Leishmania.
As principais técnicas utilizadas na rotina soroepidemiolégica sdo a Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o Ensaio Imunoenzimético (ELISA) (GRADONI,
2002; SRIVASTAVA et al, 2011). Estas duas técnicas sorologicas foram
recomendadas pelo Ministério da Saude (MS) do Brasil para avaliacdo da
soroprevaléncia em inquéritos caninos amostrais e censitarios até o ano de 2011,
quando o MS substituiu a RIFI pelo teste rapido DPP® (Dual Path Platform) (MS,
2006; MS, 2011). Atualmente o DPP® é recomendado para triagem de cées e a

ELISA para a confirmacgéo dos caes sororreagentes ao teste DPP® (MS, 2011).

Possivelmente a substituicdo do teste RIFI pelo DPP® ocorreu devido as
limitacBes observadas no teste RIFI como: a subjetividade na leitura, principalmente
em soros com baixa titulacdo e apresentar baixa sensibilidade ao ser relacionada a
ELISA (GRADONI, 2002). Por outro lado, o ELISA é uma técnica muito sensivel,
porém com algumas limitacdes como niveis de especificidade relativamente baixos.
O DPP® € o unico exame rapido para a LVC disponivel no mercado, o que facilita a

sua implementagcdo em estudos de campo como inquéritos sorolégicos, por ndo
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necessitar de estrutura laboratorial ou equipamentos. O DPP® tem apresentado uma
alta sensibilidade e especificidade (MS, 2011; GRIMALDI et al., 2012).

As técnicas moleculares de diagnéstico, principalmente a Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) vem sendo amplamente aplicada em estudos epidemioldgicos
da LVC (SRIVASTAVA et al., 2011). Trata-se de uma técnica extremamente sensivel
e especifica que visa a amplificacdo de fragmentos de DNA do parasito. Os alvos
utilizados na PCR podem ser tanto de DNA do cinetoplasto (kDNA) quanto de DNA
gendmico. As vantagens na utilizacdo da PCR como ferramenta de diagndstico em
inquéritos caninos estdo relacionadas a rapidez na execugdo e sua alta
sensibilidade, sendo capaz de detectar a presenca de DNA de um Unico parasito o
gue a torna eficaz também na deteccdo da infeccdo em animais assintomaticos e
com baixa carga parasitaria (BERRAHAL et al., 1996; CRUZ et al., 2002). Outro
ponto importante na utilizacdo de técnicas moleculares como a PCR é a
possibilidade de identificacdo do agente causador da infec¢éo e diferenciar animais
infectados com Leishmania infantum de animais infectados por L. braziliensis.
Apesar de serem observados caes infectados por L. braziliensis, o papel deste como
reservatorio do parasito ainda ndo foi confirmado (DANTAS-TORRES, 2011). Dai a
importancia da correta identificacdo da espécie para que as medidas de controle
sejam aplicadas corretamente. A principal desvantagem da PCR ainda € o seu alto
custo de execucdo, o que pode impossibilitar sua aplicacdo em grandes inquéritos
epidemioldgicos (ALVAR et al., 2004; SRIVASTAVA et al., 2011).

Embora ainda seja controverso o significado do impacto da eliminacdo de
caes soropositivos na ocorréncia de LV humana, estudos epidemiolégicos em
centros urbanos concluiram que a LVC geralmente precede a doenca humana
(OLIVEIRA et al., 2008). Além disso, a infec¢do canina tem sido apontada como
fator primordial em todos os surtos registrados, e ndo ha relato na literatura sobre a
ocorréncia de casos humanos de LV sem a presenca de cées infectados (OLIVEIRA
et al., 2008). Outros estudos tem reforgcado a associacao entre a presenca de LVC e
a ocorréncia de casos humanos. CAMARGO-NEVES et al. (2001) mostraram que
altos indices de casos humanos sédo observados em areas de alta prevaléncia de
LVC. OLIVEIRA et al. (2001) analisando a distribuicdo espacial da LV na zona
urbana de Belo Horizonte apontou a existéncia de correlacdo entre casos caninos e

humanos. MESTRE et al. (2011) observaram que nas regides de ocorréncia de
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casos humanos de LV em Cuiaba foram observadas altas prevaléncias de cées
infectados e de vetores, para o autor o elevado numero de caes positivos para LVC
pode explicar a alta endemicidade de LV nos bairros estudados. Também em estudo
recente, a presenca de caes infectados foi apontada como um fator de risco para a
infeccdo humana em éarea urbana (ARAUJO et al, 2013). De maneira geral, a
maioria dos estudos epidemiolégicos que comparam a distribuicdo da doenca
humana e canina aponta para a mesma direcdo, a de que a infeccdo canina parece

preceder a doenca humana.

Portanto, novos estudos em grandes centros urbanos e principalmente em
regibes onde a doenca € emergente podem trazer novas informagfes que possam
reforcar o papel do cdo na ocorréncia de casos humanos de LV. Somente com esta
confirmacdo poderemos aplicar de maneira eficaz estratégias de controle que

impecam a disseminac¢ao da doenca humana.

3.5 Urbanizacgao das Leishmanioses

As leishmanioses vém ocorrendo de forma endémico-epidémica em varias
regides do Brasil, e ndo estdo necessariamente associadas a penetracdo do homem
em focos silvestres. Areas consideradas de colonizag&do antiga tem frequentemente
registrado casos de leishmanioses, demonstrando uma possivel adaptacdo dos

vetores e reservatorios a ambientes modificados (DUNAISKI, 2006).

A comunidade cientifica reconhece o fato das leishmanioses serem doencas
dindmicas e, portanto, as mudancas ocasionadas pelo comportamento humano,
podem estar afetando o quadro epidemiol6gico das mesmas. As transformacfes
ambientais associadas ao éxodo rural, a falta de planejamento urbano, as condicdes
precarias de saneamento, a adaptacao de vetores ao ambiente urbano e a presenca
de reservatorios domeésticos e sinantropicos sdo apontados como fatores envolvidos
neste fendbmeno (GONTIJO & MELO 2004; MAIA-ELKHOURY et al., 2008;
WERNECK, 2010).

36



Revisdo da Literatura

O processo de urbanizagcdo das leishmanioses tem sido observado em
diversas cidades brasileiras (COSTA et al., 1990; NASCIMENTO et al., 1996;
MENDES et al.,, 2002; ALVES et al.,, 1998; OLIVEIRA et al., 2001; SILVA et
al.,2001), mas nao é considerado exclusividade do Brasil, ja sendo descrito em
outros paises como Iran, México e Marrocos (MOHAMMAD et al., 2010; SANCHEZ-
GARCIA et al., 2010; BOUSSAA et al., 2005).

A urbanizacdo da LV no Brasil foi intensificada no final da década de 80, com
surtos confirmados em Teresina, Pl e Sao Luis, MA (COSTA et al., 1990;
NASCIMENTO et al., 1996; MENDES et al., 2002). Na década de 90, a doenca se
estabeleceu em Montes Claros, MG e Recife, PE (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994,
MONTEIRO et al., 1994). Dados epidemiolégicos dos ultimos quinze anos revelam
periurbanizacdo e urbanizacdo da LV, com destaque para surtos ocorridos nas
cidades do Rio de Janeiro, RJ, Belo Horizonte, MG, Aracatuba, SP, Santarém, PA,
Corumba, MS, Teresina, PI, Natal, RN, Sdo Luis, MA, Fortaleza, CE, Camacari, BA
Trés Lagoas, MS, Campo Grande, MS, e Palmas, TO (MS, 2006). Neste contexto, 0s
cées sdo considerados importantes reservatorios e talvez os responsaveis por essa
mudanca no perfil epidemioldgico da LV (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994), uma vez
gue 0s casos caninos precedem os humanos e que a ocorréncia de casos humanos
de LV depende espacialmente da ocorréncia de LVC (OLIVEIRA et al., 2001;
ARAUJO et al, 2013).

O PCLV no Brasil esta pautado na vigilancia epidemiolégica e nas medidas de
controle objetivando reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade, além de
diminuir os riscos de transmissdo. Desta forma, as estratégias de controle estédo
relacionadas ao diagndstico e tratamento precoces dos casos humanos, deteccéo
da infeccdo e eliminacdo dos reservatorios domésticos e combate ao vetor (MS,
2006). A realidade é que estas medidas ndo tém apresentado resultados
satisfatorios, seja na reducdo de casos em areas endémicas, ou no impedimento do
surgimento de focos em areas até entédo consideradas indenes (DANTAS-TORRES
& BRANDAO-FILHO 2006). A escassez de recursos financeiros associada a falta de
infra-estrutura dos servicos de saude tornam as atuais medidas de controle pouco
eficientes. Este quadro favorece a manutencdo do ciclo da doenca em muitos
estados brasileiros (DANTAS-TORRES & BRANDAO FILHO, 2006).
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O processo de desmatamento reduz areas de florestas priméarias e animais
silvestres infectados e com habitos sinantrOpicos passam a invadir com maior
frequéncia as residéncias e os peridomicilios, podendo servir de fonte de infecgéo
para flebotomineos bem adaptados ao ambiente modificado como Lutzomyia
longipalpis, L. whitmani e L. intermedia (GONTIJO et al., 2002). Portanto, a acao
antrépica causada ao meio ambiente torna-se fator primordial para a aquisicdo da
infeccdo, sendo identificada como um dos fatores de risco para o estabelecimento
da transmissao (VANZELI & KANAMURA 2007).

3.6 Anélise espacial em saude

A andlise espacial em saude € um ramo da ciéncia que busca compreender
os padrbes espaciais de morbidade e mortalidade relacionados a uma determinada
doenca e associar a estes padrfes as caracteristicas ou fatores de risco mais

importantes sobre sua disseminacdo (MEDRONHO, 2005).

A Epidemiologia Geografica vem se tornando uma ferramenta comum nos
altimos anos, possibilitando a avaliacdo da distribuicdo espacial e temporal de
agravos a saude. A andlise de dados distribuidos pelo espaco geografico tem se
tornado cada vez mais Util para os servicos de gestdo de saude, por apontar novos
subsidios para o planejamento e por avaliar as acbes mais adequadas baseadas na
analise da distribuicdo espacial das doencas, na localizac&do dos servicos de saude e
dos riscos ambientais. Aplicado as questdes de Saude Coletiva, o Sistema de
Informacbes Geograficas (SIG) possibilita a realizacdo de analises espaciais
complexas, pois permite a manipulacdo de grande volume de dados, sua integragao

e a recuperacdao rapida de informacdes armazenadas (MEDRONHO, 2005).

Nas leishmanioses, esta técnica vem sendo amplamente empregada, e
diversos fatores avaliados, entre eles: a dependéncia espacial entre a ocorréncia de
casos caninos e humanos, a distribuicdo do vetor, a caracterizacdo de areas de
maior incidéncia e de maior risco de morbidade relacionadas a doenga (OLIVEIRA et
al., 2001; WERNECK et al., 2002; MARGONARI, et al., 2006; ANTONIALLI et al.,
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2006; DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; MESTRE & FONTES, 2007;
SARAIVA, et al., 2011, ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2014).

As técnicas de analise espacial permitem identificar as areas prioritarias para
0 controle e com base nestas informacdes € possivel aplicar medidas de vigilancia
mais direcionadas, reduzindo os custos aplicados nos programas de controle. Esta
reducdo de custos justifica a aplicagdo da andlise espacial no controle das
leishmanioses, visto que a falta de recursos financeiros € um dos principais entraves
para o desenvolvimento de politicas eficazes relacionadas ao controle das
leishmanioses no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al.,, 2008, OTRANTO & DANTAS-
TORRES 2013).

A ocorréncia de fatores, como a ampliacdo dos espacos ocupados por
reservatorios domeésticos e transmissores das leishmanioses, a maior concentracao
de pessoas e cdes em areas urbanas, associada a expansdo e adaptacdo do
transmissor a diferentes ambientes, pode resultar em maiores chances para a
ocorréncia das leishmanioses (MESTRE & FONTES, 2007; SARAIVA, et al., 2011,
ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2014)..

Com base neste cenario, o presente estudo procurou ampliar o conhecimento
sobre a situacdo epidemiologica da LV e da LTA no municipio de Divinopolis,
enfatizando a distribuicdo espacial dos reservatérios e dos casos humanos na area
urbana. Desta forma, pretende-se obter maior entendimento sobre o contexto das
leishmanioses, de modo a contribuir com o planejamento de acdes de vigilancia e

monitoramento.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

A captura de pequenos mamiferos ocorreu em 15 residéncias onde houveram
casos confirmados de LV e LT no periodo de 2005 a 2010 e em areas de mata
preservada distribuidas na zona urbana do municipio de Divinépolis. Inicialmente foi
realizada a captura de animais silvestres e coletada de amostras bioldgicas para a
deteccdo e identificacdo das espécies de Leishmania no periodo de outubro de 2010

a agosto de 2011.

Para confirmar a presenca do parasito nos cées foram selecionados, junto ao
Centro de Referéncia e Vigilancia em Saude (CREVISA), 25 animais com sorologia
positiva e realizados testes laboratoriais para a identificacdo da espécie de
Leishmania responsavel pela infeccdo. Em seguida, foi realizado o inquérito
sorologico canino amostral. Como a Secretaria de Saude do municipio ndo conta
com dados referentes a infeccdo canina um fragmento do municipio foi utilizado para
determinar a prevaléncia esperada da LVC. A prevaléncia da infeccdo canina
observada nesta area foi de aproximadamente 3% (GAMA, G.M. 2013). Com base
na prevaléncia de cdes infectados observada no inquérito piloto, estipulou-se o
tamanho da amostra de animais a serem avaliados no inquérito canino, sendo 332
animais amostrados em cada um dos 11 estratos que dividem o municipio,

totalizando 3.652 caes amostrados.

Os quarteirbes amostrados no inquérito soroldgico canino, os casos humanos
de LT e LV notificados a partir do ano de 2007, além das trilhas e residéncias de
captura dos pequenos mamiferos foram georeferenciados utilizando sistema de
posicionamento global (GARMIN GPSMAP 76S). Ferramentas de andlise espacial
como: densidade de Kernel, distribuicdo direcional e funcdo K de Ripley bivariada
foram entdo empregadas a fim de identificar as regides com maior concentragao de
casos humanos da doenca e de reservatorios infectados. Todos os quarteirbes
amostrados durante a realizacdo do inquérito sorolégico canino, 0s casos humanos

de LT e LV notificados a partir do ano de 2007, além dos locais de captura dos
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pequenos mamiferos foram georeferenciados utilizando sistema de posicionamento
global (GARMIN GPSMAP 76S).

4.2 Areade estudo

O municipio de Divindpolis esta localizado na zona metallrgica, micro-regiao
o Vale do Itapecerica: (20,13889 S; 44,88389 0O); macro-regido do Alto Sé&o

Francisco, margem direita (Figura 01).

A populacéo estimada é de 216 mil habitantes (IBGE, 2010). Apresenta um
quadro social com alta taxa de alfabetizacdo (94,7%). A taxa de crescimento
populacional de Divindpolis € da ordem de 4,2% ao ano (aproximadamente 7.300
pessoas em meédia nos ultimos 10 anos) e é a quinta cidade com melhor IDH (indice

de Desenvolvimento Humano) do Estado de Minas Gerais.

O municipio de Divinopolis € considerado uma regido endémica para LT
sendo 43 casos humanos notificados entre os anos de 2007 e 2013. No ano de 2007
foi confirmado o primeiro caso de LV humana e outros 15 casos foram registrados
no periodo de 2007 a 2013 sendo o municipio classificado como area de
transmissdo moderada. Apesar da ocorréncia de casos humanos o0s estudos
epidemioldgicos relacionados aos vetores e a caracterizacdo das espécies de

Leishmania que circulam entre os diferentes hospedeiros sao escassos.
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Figura 1. Mapa representativo da Zona Urbana do Municipio de Divinépolis, (A) Destaque da Zona
Urbana, bairros e principais areas de mata, (B) localizacdo geogréafica do municipio em relacdo ao

estado de Minas Gerais e (C) Estado de Minas Gerais e sua localiza¢do no Brasil.

4.3 Procedimentos éticos

O projeto foi aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa com animais da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rey (CEPEA/UFSJ) sob o protocolo n°
35/2010 (Anexo 1). Todos os procedimentos de coleta do material foram realizados
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo

Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).

Os pequenos mamiferos foram capturados mediante licenga permanente para
coleta de material zoolégico (N° 12989-1) do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e

dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA (Anexo 2).

42



Materiais & Métodos

4.4 Estudo dos animais silvestres e sinantrépicos

4.4.1 Definicdo das trilhas e residéncias de captura dos animais

Nas areas preservadas de mata distribuidas pelo municipio foram montados
transectos para a disposicdo das armadilhas de coleta, seguindo a metodologia de
campo padrao para captura de pequenos mamiferos (LACHER et al., 1989; PAGLIA
et al.,, 1995). Em cada transecto foram definidas estacbes de coleta distanciadas
aproximadamente 20m uma da outra, sendo dispostas um total de 20 armadilhas em
cada uma das 5 trilhas totalizando 100 armadilhas. O nimero de estac6es de coleta
foi estabelecido de modo a amostrar os diferentes ambientes relacionados aos
padrées de atividade humana (Figura 2). A coleta de possiveis reservatérios
silvestres no peridomicilio de residéncias foi realizada em quinze casas com casos
confirmados de LTA ou LV entre os anos de 2005 e 2010. Foram dispostas duas
armadilhas para captura de pequenos mamiferos em cada residéncia, totalizando 30
armadilhas. As capturas foram realizadas a cada 2 meses, no periodo de outubro de
2010 a agosto de 2011. Este intervalo de 2 meses entre as campanhas foi
necessario para respeitar a reposicao natural dos pequenos mamiferos. A Figura 3
destaca as quinze residéncias e as cinco trilhas onde foram empregados esforgos

para a captura dos pequenos mamiferos.
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Figura 2: Imagens das areas de mata onde foram montados os transectos para captura e disposicéo
das armadilhas e exemplos de pequenos mamiferos capturados. 1: Mata do Noé; 2: Armadilha
disposta no Parque do Gafanhoto; 3: Mata do Sidil; 4: Exemplar de Necromys lasiurus; 5: Morro da

Antena; 6: Exemplar de Micureus demarerae.

Legenda

O Trilhas
*  Residéncias
[T Areas Verdes

Bairros

Perimetro Urbano

0 2 4 8 Kilometros
1 1 ) | 1 I I J

Figura 3: Mapa da Zona Urbana do municipio de Divindpolis, Minas Gerais. Destaque dos pontos de
coleta de pequenos mamiferos. Os diamantes em amarelo representam as trilhas de captura em

areas de mata e as estrelas em vermelho as residéncias selecionadas para a captura.
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4.4.2 Coleta das amostras biolégicas

Para a coleta das amostras de tecidos dos animais (pequenos mamiferos e
cées), os mesmos foram sedados com acepromazina (Acepram - 0,05mg/Kg de
peso) e posteriormente eutanasiados para garantir a auséncia de dor e desconforto.
A identificac@o das espécies de pequenos mamiferos foi feita utilizando-se literatura
especifica, analisando-se caracteres morfologicos e, caso necessario, a comparacao

com exemplares depositados na colecdo de mastozoologia da UFMG.

Foram coletadas amostras de pele, sangue, baco e medula 6ssea dos
pequenos mamiferos e de 25 caes soropositivos, selecionados para confirmar a

circulagédo de Leishmania infantum no municipio.

45 Estudo dos reservatorios domésticos

Para realizacdo do inquérito sorolégico amostral nos caes do municipio, foram
realizadas coletas de sangue em papel filtro em quarteirbes amostrados a partir da
metodologia proposta pelo Ministério da Saude (MS, 2006). O Ministério da Saude
indica a realizacdo do inquérito sorolégico amostral canino da leishmaniose em
municipios com transmissdo moderada e intensa, sob a justificativa de que o mesmo
auxiliara na avaliacao das taxas de prevaléncia em cada setor, a fim de identificar as

areas prioritarias a serem trabalhadas.

A amostragem utilizada foi a estratificada proporcional por conglomerados,
onde os estratos sdo setores do Plano de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa) e os
conglomerados os quarteirbes localizados dentro de cada bairro. O municipio baseia
sua estratificacdo de acordo com a densidade populacional da area, sendo que cada
estrato possui uma populacédo aproximada de 17.000 habitantes. Divindpolis é
dividido em 11 estratos que sdo subdivididos em bairros (Figura 04). Usamos esta
divisdo para definir o nimero de animais a serem avaliados em cada bairro

pertencente ao estrato, ou seja, se a populacdo humana do bairro em questéo fosse
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de 10% da populagéo total do estrato, a amostra de cées avaliados neste mesmo
bairro também representaria 10% do total de cdes a serem amostrados no estrato.
Desta maneira garantimos a amostragem de animais em todos os bairros do

municipio e a manutencéo da proporcionalidade.

| | Legenda
| Areas Verdes
Estrato 01
Estrato 02
- Estrato 03
Estrato 04
: Estrato 05
Estrato 06
- Estrato 07
Estrato 08
Estrato 09

B Estrato 10
B Estrato 11

Perimetro Urbano

10 Kilometros
L 1 1 1 1 1 1 1 |

Figura 4: Parcelamento do Municipio de Divin6polis segundo o Plano de Erradicacdo do Aedes
aegypti (PEAa). A divisdo dos estratos é baseada na densidade populacional da regido.

Para o calculo do tamanho da amostra foi utilizada uma tabela que determina
0 numero de animais a serem avaliados segundo a populagédo canina estimada no
setor e a prevaléncia esperada da infeccdo canina, considerando um nivel de
significancia de 5% (MS, 2006). A prevaléncia da infecgdo canina utilizada para o
calculo da amostra foi de 3%, estimada a partir de estudo realizado anteriormente
em uma area restrita do municipio (GAMA, G.M. 2013). Um total de 3.652 céaes
foram amostrados sendo 332 animais em cada um dos 11 estratos do PEAa. Os
quarteirdes onde foram realizadas as coletas de amostra de sangue dos caes foram

selecionados com o auxilio de uma tabela de nimeros aleatorios (Anexo 3). Defini-
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se quarteirdo como um espaco urbano delimitado por ruas ou avenidas com

tamanho aproximado de 10.000 metros quadrados.

O numero de quarteirbes a serem sorteados foi baseado no total de cées a
serem avaliados em cada bairro, utilizando-se uma propor¢cdo estimada pela

densidade populacional do bairro em relagéo ao estrato.

O numero de cdes a ser amostrado em cada quarteirdo foi definido através da
meédia entre o total de cées e o total de quarteirdes a serem amostrados no bairro.
Este nimero foi estabelecido para evitar que muitos animais fossem amostrados em

um unico quarteirdo, favorecendo a distribuicdo adequada da amostra.

4.6 Métodos de diagnhdstico

4.6.1 Diagnostico parasitologico

Para a tentativa de isolamento do parasito, amostras clinicas provenientes de
cées (linfonodo e medula) e de pequenos mamiferos (baco, medula e pele de cauda)
foram armazenadas a 4°C durante 24 horas em solucdo salina com antibioticos
(estreptomicina 100pug/ml e penicilina 500U/ml) e inoculadas em tubos contendo
meio de cultura NNN (Novy e Mc Neal, 1903; Nicolle, 1908) enriquecido com LIT

(Liver Infusion Tryptose) e mantidos em estufa a 25° C + 1° C.

As culturas foram repicadas a cada cinco dias para novos tubos e
consideradas positivas quando observada a presenca de formas promastigotas de
Leishmania. ApOs quatro semanas de observacdo as amostras que nao
apresentaram a presenca de promastigotas foram consideradas negativas. Amostras
contaminadas por fungos ou bactérias foram descartadas. As amostras positivas
foram expandidas até a obtencdo de um volume final de 30mL a uma concentracéo
de 10° parasitos por mL para a caracterizacdo da espécie utilizando métodos

moleculares.
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4.6.2 Diagnaostico sorologico da Leishmaniose Canina

Para realizacdo do diagnostico sorolégico da LVC foram empregadas as
técnicas de ELISA como triagem e a RIFI como exame confirmatério, conforme
preconizado pelo Ministério da Saude do Brasil até 2013, periodo de realizagdo do

inquérito.

Os exames sorologicos ELISA e RIFI foram realizados pelo Laboratorio de
Parasitologia da Universidade Federal de S&o Jo&do Del Rei — Campus Centro-
Oeste, credenciado pelo Ministério da Saude do Brasil para a realizacdo de exames

sorologicos para a LVC.

Para realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos foram utilizados kits EIE
Leishmaniose Visceral Canina do Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos Bio-
Manguinhos FIOCRUZ, e o kit IFI Leishmaniose Visceral Canina do Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-Manguinhos FIOCRUZ, ambas aplicando as

especificacdes do fabricante..

46.2.1 Ensaio Imunoenzimético

pY

O ensaio de imunoadsorcdo ligado a enzima (ELISA — “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”) consiste na rea¢do de anticorpos presentes nos soros ou
plasmas de cédes com antigenos sollveis e purificados de Leishmania. O kit da Bio-
Manguinhos utiliza antigenos de Leishmania major like obtidos a partir de cultura in
vitro. Os antigenos sao previamente adsorvidos nos pocos das microplacas
consistindo a fase sélida. Em seguida adicionam-se 0s soros das amostras,
controles positivos e negativos previamente diluidos. Caso as amostras possuam

anticorpos especificos, estes irdo se ligar aos antigenos da fase sdlida.
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Posteriormente, adiciona-se o conjugado especifico, anti-imunoglobulina,
marcado com a enzima peroxidase. Na presenca de anticorpos especificos, ocorrera
a ligacdo conjugado-anticorpo, que poderad ser evidenciada com a adicdo do

cromogeno (tetrametilbenzidina — TMB).

Ocorre entdo a formacado de um composto com coloragcdo azul turquesa
devido a ligacdo da peroxidase com o peroxido de hidrogénio, que ao adicionar-se o
acido sulfarico interrompe a reacdo. Os resultados foram avaliados por meio de
espectrofotometro com filtro de 450nm. Foi calculado o Cut-Off do teste para a
determinacao dos resultados. De acordo com as instru¢des do fabricante, o Cut-Off
é dado pela média das densidades O6ticas dos controles negativos multiplicado por
trés. A “faixa-cinza” (indeterminados) € considerada para as densidades entre o
valor obtido do Cut-Off e o valor obtido com a multiplicacdo deste por 1,2 e os

negativos sao aquelas amostras cujo resultado ficar inferior ao do Cut-Off.

4.6.2.2 Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta

A Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) consiste na reacdo de soros

com promastigotas de Leishmania, aderidas a laminas de microscopia.

Utiliza-se um conjugado fluorescente, para evidenciar a reagdo. A leitura é
realizada em microscoépio de fluorescéncia que utiliza incidéncia de luz azul e ultra-
violeta, sendo considerado positivos 0s soros que apresentarem fluorescéncia e
negativos aqueles com auséncia de fluorescéncia, adotando-se como referéncia os

soros controle positivo e negativo.

O kit da RIFI era produzido por Bio-Manguinhos, unidade produtora de
Imunobiologicos da FIOCRUZ, utilizando como antigeno promastigotas de
Leishmania major like. Atualmente sua producédo foi descontinuada devido a
alteracdo no protocolo do diagndstico sorologico da LVC pelo MS que retirou a RIFI
do protocolo e instituiu a utilizagdo do teste rapido imunocromatogréafico DPP® como

triagem e o ELISA como confirmatério (MS, 2011).
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4.6.3 Diagndstico molecular: Deteccédo e caracterizacdo da infeccdo natural

em reservatorios domésticos e silvestres

4.6.3.1 Extracdo de DNA

As amostras biolégicas coletadas dos animais domeésticos, silvestres e
sinantropicos (cdes e pequenos mamiferos) foram acondicionadas em solucéo
salina a -20°C e posteriormente submetidas a extracdo do DNA. Para a extracao
seguiu-se a orientacdo do fabricante do Kit de extracdo de DNA QlAamp DNA Mini
Kit® (QIAGEN®). Apos a extracdo o DNA foi dosado, aliquotado e estocado a -20°C

para posterior utilizacao.

4.6.3.2 Alvos selecionados para amplificagcdo na PCR

Altos niveis de variacdo inter e intraespecificas tém sido observados em
espécies de Leishmania do Velho Mundo e do Novo Mundo, sendo assim, a escolha
de uma técnica de PCR com alta sensibilidade e capaz de determinar a espécie de
Leishmania responsavel pela infeccédo, sdo de extrema importancia. A escolha da
sequéncia alvo influencia na sensibilidade e especificidade, sendo 0 maximo de
sensibilidade alcancado quando utilizamos sequéncias presentes em coOpias
multiplas como: DNA do cinetoplasto (KDNA), genes do RNA ribossomal, genes de

RNA derivados do mini-exon e repeticbes gendmicas (ALVAR et al., 2004).

Para realizagdo da PCR foram selecionados os alvos ITS1 e hsp70. O alvo
ITS1 é um espacador intergénico presente nas multicopias dos genes do rRNA.
Quando utilizado nas reagfes de amplificacdo seguidas por RFLP é altamente
sensivel e adequado para utilizacdo com diferentes tipos de amostras clinicas sendo

capaz de diferenciar as seguintes espécies de Leishmania: (L. donovani, L. infantum,
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L. aethiopica, L. tropica, L. major, L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L.
guyanensis e L. panamanensis). Os genes codificadores de proteinas de choque
térmico de 70 kD de Leishmania (hsp70), compreendendo uma familia de genes
cujas sequéncias sao altamente conservadas (FOLGUEIRA et al., 2007). Em
contraste com o ITS1, o gene hsp70 codifica para proteinas antigénicas importantes
e, portanto, permite investigar a variabilidade genética de moléculas possivelmente
envolvidas na imunopatologia. A sensibilidade do teste € de cerca de 95% e a
digestédo do produto de PCR com Haelll discrimina 6 espécies/grupos de Leishmania

(L. infantum, L. lainsoni, L. naiffi, L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis).

46.3.3 PCR-RFLP do ITS1

A PCR do ITS1 foi aplicada na identificacao da infec¢ao natural dos pequenos
mamiferos. Amostras de DNA de baco, pele de cauda e sangue foram submetidas a
amplificacdo para a triagem dos animais positivos. Os iniciadores LITS1R 5’
CTGGATCATTTTCCGATG 3" e L5.8S 5 TGATACCACTTATCGCACTT 3
amplificam um fragmento de aproximadamente 350pb através da seguinte reacao:
solucéo tampéo 1x (200 mM Tris-HCI pH8,4, 500 mM KCI), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM
de mistura de dNTPs, 0,5 pmol do primer LITS1R, 0,5 pmol do primer L5.8S, 1 U de
Tag DNA polimerase platinum® (Invitrogen), 2 yl de DNA molde em um volume final
de 25 pl. A amplificagado foi realizada alternando 32 ciclos de desnaturagéo a 95°C
por 30s, anelamento a 53°C por 1 min e extens&o a 72°C por 1 min em equipamento
termociclador automatico. Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de
agarose 2% corado por brometo de etideo. As amostras que apresentarem a banda
especifica de aproximadamente 350pb foram submetidas a analise dos
polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo, através da técnica de RFLP
utilizando a enzima Haelll. Esta técnica € capaz de distinguir as principais espécies
de Leishmania devido ao padrao diferenciado de digestdo do DNA. A reacdo de
digestao foi preparada para um volume final de 15 pL, contendo 1uL de Haelll (10
U/uL), 1,5 pyL de tampao da enzima e 10,0 yL de produto de PCR. A mistura foi
incubada a 37°C por 2 horas, os perfis de restricdo foram analisados em gel de

agarose 2% e comparados com o padrao obtido pela digestdo do produto de PCR
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de cepas controles de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

4.6.3.4 PCR-RFLP do hsp70

Todas as amostras positivas na amplificagdo do alvo ITS1 foram submetidas
a amplificacdo do gene hsp70. Esta técnica foi aplicada para confirmar a infeccéo
natural dos pequenos mamiferos e na identificacdo da espécie responsavel pela
infeccdo. Também foi o0 alvo de escolha nas amostras provenientes das culturas dos

cées positivos.

Aliquotas de 2,0 a 5,0 yL de DNA foram amplificadas utilizando iniciadores
gue estendem um fragmento de 1300pb do hsp70. A reacdo de PCR foi preparada
para um volume final de 25 uL utilizando 1,5 mM MgCl,, 200 yM dNTP mix
(Invitrogen), 5,0% DMSO (Invitrogen), 2,5 unidades de Taq platinum DNA polimerare
(Invitrogen), 0,4 pmol de primer forward e 0,4 pmol de primer reverse (Prodimol). Os
iniciadores utilizados: HSP70 for — 5GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3 e HSP70
ver 5CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3. A amplificaggo do DNA molde foi
processada em termociclador alternando 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30s,
anelamento especifico dos iniciadores a 61°C por 1 min. E extenséo das fitas a 72°C
por 3 min., seguido por um passo de extenséo final a 72°C por 10 min. Os produtos
da amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 2% corado por brometo de
etideo. As amostras que apresentaram a banda especifica de 1300pb foram
submetidas a analise dos polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo,
através da técnica de RFLP utilizando a enzima Haelll. A reacdo de digestédo foi
preparada para um volume final de 15 L, contendo 1uL de Haelll (10 U/uL), 1,5 uL
de tampao da enzima e 10,0 pyL de produto de PCR. A mistura foi incubada a 37°C
por 2 horas. Os perfis de restricdo foram analisados em gel de agarose 2% e
comparados com o padrdo obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas
controle de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis

52



Materiais & Métodos

(MHOM/BR/75/M2903), L. infantum chagasi (MHOM/BR/74/PP75) e L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

47 Georreferenciamento

Todos os quarteirbes amostrados durante a realizagdo do inquérito sorolégico
canino e os casos humanos notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de 2013
foram georeferenciados utilizando sistema de posicionamento global GARMIN
GPSMAP 76S (Olathe, KS, USA). A coordenada geografica foi ajustada para que a
mesma correspondesse ao centro do quarteirdo avaliado com o auxilio do programa
Google Earth® (Mountain View, CA, USA).

Os dados foram armazenados em banco de dados especialmente estruturado

para o estudo e plotados no mapa da regido, para as analises espaciais.

O mapeamento de todos os dados coletados foi realizado com o auxilio do
programa ArcGIS™ versdo 10.0 (Redlands, CA, USA) e do programa R-3.0.2 (R
Development Core Team, Wirtschaftsuniversitét, Vienna) para a analise espacial dos

dados e identificacdo dos padrdes de distribuicdo da doenca.

4.7.1 Densidade de Kernel

A ferramenta de densidade Kernel (BAILEY & GATRELL, 1995
TEEKAYUWAT et al., 2000) € um método estatistico de estimag¢do de curvas de
densidade. Cada uma das observacdes € ponderada pela distancia em relagdo a um
valor central, o nucleo. Este estimador tem como parametros basicos o raio de
influéncia (1), que define a vizinhanga do ponto e ser interpolado e controla o grau de
“alisamento” da superficie gerada; e uma fungao de estimagao (k) com propriedades
de suavizacao do fenémeno. O raio de influéncia ou largura de banda (“bandwidth”),

define a area baseada no ponto de estimacdo p, que indica quantos eventos i
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contribuem para a estimativa da fungao intensidade (A). Esta ferramenta de analise
espacial cria hotspots que auxiliam na identificacdo das areas com maior densidade
do evento avaliado, ou seja, a densidade de LVC. Para avaliacdo da densidade foi
estipulado um raio de pesquisa de 300m. O programa ArcGIS™ versao 10.0

(Redlands, CA, USA) foi usado para producdo dos mapas de densidade.

4.7.2 Distribuicao Direcional (Elipse de Desvio Padrao)

A técnica da elipse de distribuicdo direcional propicia conhecer a distribuicdo
espacial em dois sentidos: identificacdo de aglomerados e orientagdo. A
identificacdo de aglomerados foi feita pelo desenho de elipses que marcam regides
com maior concentracdo de pontos que o esperado, baseado em um modelo de
aleatoriedade, proporcionando o conhecimento da natureza da distribuicdo dos
dados na sua assimetria e permitindo a identificacdo da tendéncia da distribuicdo de
pontos. O eixo maior define a direcdo de maxima dispersdo da distribuicdo,
engquanto o menor € perpendicular ao eixo anterior e define a minima dispersédo. Ou
seja, ela transforma a distribuicdo aleatéria dos casos caninos em uma elipse. A
aplicacdo da distribuicdo direcional foi empregada utilizando o programa SIG
ArcGIS™ versao 10.0 (Redlands, CA, USA).

4.7.3 Funcéo K de Ripley Bivariada (K12)

A funcdo K12 é um teste aplicado para verificar se os padrbes pontuais das
distribuicdes de dois tipos diferentes de eventos, dentro de uma determinada area,
sao independentes (LOTWICK & SILVERMAN, 1982). Avaliamos como eventos
pontuais 0s casos humanos e caninos de LV. A Funcdo K12 estima a dependéncia
espacial entre os tipos de eventos 1 e 2 medindo o numero esperado de eventos do
tipo 2 a uma distancia de até d de um evento arbitrario do tipo 1, dividido pela

densidade total de eventos do tipo 2 na area estudada. Onde, E (N2p) € 0 numero
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esperado de eventos tipo 2 dentro de uma distancia de até d de um evento arbitrario
do tipo 1, e A2 é a densidade total de eventos do tipo 2 na area de estudo.

K(d) = E(N,y)

2

Apoés a avaliacdo dos eventos € produzido um grafico do valor resultante em
funcdo das distancias d avaliadas. Também é construido um gréfico dos dois
padrbes pontuais. Caso a curva construida esteja dentro do envelope conclui-se que
0S processos pontuais sejam espacialmente independentes. Caso contrario, conclui-
se haver dependéncia espacial entre os dois padrées pontuais. Neste caso, pode
haver uma relagcdo positiva ou negativa. No caso da relacdo positiva, a curva
construida pela funcdo aparece acima da linha superior do envelope. Na negativa,
ela aparece abaixo da linha inferior do envelope. A aplicacdo da funcdo K de Ripley
foi empregada utilizando o programa R-3.0.2 (R Development Core Team,

Wirtschaftsuniversitat, Vienna).
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5 RESULTADOS

5.1 Pequenos mamiferos: captura e identificacdo

Um total de 102 pequenos mamiferos foi capturado durante o periodo de
outubro de 2010 a agosto de 2011. Os filhotes ou as fémeas prenhas eram soltos de
volta ao ambiente no mesmo local onde foram capturados, sendo usados no estudo

somente animais jovens/adultos.

O mamifero mais amostrado foi Didelphis albiventris (44,1%), o segundo
pequeno mamifero mais amostrado foi o Necromys lasiurus (37,2%). As outras
espécies capturadas, porém em menor frequéncia, foram: Cerradomys subflavus e
Oligoryzomys sp. (4,9%), Micureus demarerae (2,9%), Mus musculus e Rattus
novergicus (2%) e Rattus rattus e Gracilinanus agilis (1%) (Figura 5). A tabela 1
apresenta o resultado do total de pequenos mamiferos capturados em todas as
campanhas realizadas ao longo de um ano no municipio de Divindpolis, destacando

a frequéncia de cada espécie capturada por campanha.
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W Didelphis albiventris

W Necromys lasiurus

M Cerradomys subflavus

W Mus musculus

W Oligoryzomys sp.

B Ratus novergicus

W Ratus rattus

W Micureus demarerae

Gracilinanus agilis

Figura 5: Gréfico representando a frequéncia dos pequenos mamiferos capturados de acordo

com a espécie no periodo de outubro de 2010 a agosto de 2011 no municipio de Divindpolis,

Minas Gerais.

Tabela 1: Numero absoluto e frequéncia do total de pequenos mamiferos capturados de acordo com a
espécie e a campanha de captura no periodo de outubro de 2010 a agosto de 2011 no municipio de
Divindpolis, Minas Gerais.

Campanha | Campanha | Campanha | Campanha | Campanha | Campanha
Espécie 1 2 3 4 5 6
(10/2010) | (12/2010) | (02/2011) | (04/2011) | (06/2011) | (08/2011) | Total (%)
Didelphis
albiventris 4 6 9 11 13 2 45 (44,11)
Necromys
lasiurus 7 6 2 3 2 18 38 (37,25)
Cerradomys
subflavus 1 2 0 0 1 1 5 (4,9
Oligoryzomys
sp. 1 0 0 1 0 3 5 (4,9
Micureus
demarerae 0 0 0 0 0 3 3 (2,94)
Mus
musculus 1 0 0 1 0 0 2 (1,96)
Ratus
novergicus 0 1 0 0 1 0 2 (1,96)
Gracilinanus
agilis 0 0 0 0 0 1 (0,98)
Ratus rattus 0 0 0 0 1 0 (0,98)
Total (%) (14 (13,73)|15 (14,71)|11 (10,78)|16 (15,69)|18 (17,65)|28 (27,45) 102
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Com relagédo ao local, foram capturados pequenos mamiferos em todas as
trilhas de mata dispostas no municipio, porém em duas areas (Morro da Antena e
Parque do Gafanhoto) foram capturados quase 70% dos animais. Espécies
silvestres como D. albiventris, N. lasiurus, Oligoryzomys sp., G. agilis, M. demarerae
e C. subflavus, foram capturados somente nas trilhas de area verde distribuidas pelo
municipio. Ja espécies introduzidas (por exemplo: Rattus rattus e Mus musculus)
foram capturadas nas residéncias. Os exemplares capturados R. norvegicus apesar
de serem animais introduzidos e com alta antropofilia, foram capturados em areas
de mata, mas isso € facilmente explicado, j& que as areas de mata estdo muito

proximas de moradias humanas (Figura 6).
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Figura 6: Distribuicdo dos pequenos mamiferos capturados de acordo com o local de
captura entre o periodo de outubro de 2010 e agosto de 2011 no municipio de Divindpolis,
MG.

*Locais onde ndo foram capturados animais ndo estédo representados nesta figura.
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5.2 Pequenos mamiferos: infec¢cdo natural

5.2.1 Isolamento em meio de cultura

Inicialmente as amostras de pele de cauda, baco e medula foram submetidas
ao isolamento do parasito em meio de cultura NNN/LIT. N&o foi possivel isolar o
parasito em nenhuma das amostras devido ao grande indice de contaminacao dos

meios de cultura por fungos e bactérias.

As contaminacgOes foram mais observadas nas amostras de pele de cauda,
onde apenas uma amostra pode ser acompanhada até o ultimo repique. Do total de
amostras de medula submetidas ao isolamento em meio de cultura nove puderam

ser acompanhadas até a ultima passagem e das amostras de baco vinte e uma.

Estes dados confirmam a dificuldade de isolamento de parasitos a partir de
amostras de pequenos mamiferos (ALVAR & BARKER, 2002; ADERIAN et al.,
2005).

5.2.2 Diagnéstico molecular

Inicialmente, as amostras de baco, pele de cauda e sangue foram submetidas
a extracao de DNA e quantificadas. Apds o procedimento de extracao foi realizada a
PCR do ITS1 para triagem das amostras positivas. Das amostras avaliadas trés
apresentaram a banda compativel com o controle positivo para o alvo ITS1 (Figura
7).
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Figura 7: Gel de agarose a 2% das amostras positivas para o alvo ITS1. PM = Peso
Molecular; B20, B26 e B74 = Amostras de baco dos pequenos mamiferos; CP = Controle
Positivo e CN = Controle Negativo.

Para confirmacdo e identificacdo das espécies responsaveis pela infeccao
nos pequenos mamiferos, o DNA das amostras positivas foi submetido a
amplificacdo do gene hsp70 e digestéo tanto dos alvos ITS1 e hsp70. Os resultados
observados com a amplificagdo do hsp70 confirmaram aqueles obtidos com a
PCR/ITS1. A PCR/RFLP de ambos os alvos identificou as espécies responsaveis
pela infecgcdo nas amostras B20 e B26 como Leishmania braziliensis e B74 como

Leishmania infantum (Figura 8).
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Figura 8: PCR-RFLP do alvo ITS1 (Gel 01) e do Gene hsp70 (Gel 02) das amostras dos
pequenos mamiferos positivas na PCR. PM = Peso Molecular (100pb); B20, B26 e B74
amostras de DNA do Baco; L.i = controle positivo de L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), L.a =
controle positivo de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8); L.g = controle positivo de L.
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) e L.b = -controle positivo de L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903).

Trés espécimes de pequenos mamiferos foram observados com infeccao
natural por Leishmania, sendo: um exemplar de Didelphis albiventris, capturado no
Parque do Gafanhoto e um exemplar de Necromys lasiurus, capturado no Morro da
Antena infectados por L. braziliensis, e um exemplar de Rattus rattus, capturado na
casa de numero 3 localizada no Bairro Ipiranga, infectado por L. infantum. A figura 9
destaca no mapa do municipio de Divinépolis a localizagdo geografica dos pequenos

mamiferos infectados.
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Figura 9: Mapa da Zona Urbana de Divindpolis. A estrela vermelha representa a residéncia 03 onde
foi identificado um pequeno mamifero infectado por L. infantum. As areas de mata identificadas pela
cor vermelha representam os locais onde foram capturados pequenos mamiferos infectados por L.

braziliensis.

5.3 Estudo dos reservatdorios domésticos

5.3.1 Isolamento e caracterizacdo do parasito

Vinte e cinco cées com sorologia positiva para leishmaniose foram
selecionados aleatdriamente junto ao Centro de Referéncia em Vigilancia e Saude
(CREVISA) da Prefeitura de Divinopolis. Foram coletadas amostras biol6gicas de
linfonodo e medula 0ssea para a tentativa de isolamento e caracterizacdo da

espécie de Leishmania circulante nos reservatérios domeésticos.

Dos 25 animais avaliados foi possivel isolar o parasito em amostras oriundas

de 14 caes (56%). Em um animal foi possivel isolar o parasito tanto da amostra de
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medula 6ssea quanto da de linfonodo, totalizando 16 isolados (60%). Os parasitos
foram lavados, o DNA extraido e realizada a PCR do gene hsp70 de Leishmania.
Todas as amostras foram positivas e para a identificacdo especifica o produto
amplificado foi submetido a digestdo pela enzima de restricdo Haelll. Todos os
isolados apresentaram um padréo de digestao idéntico ao da cepa de referéncia de
L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), comprovando que os cées estavam infectados

pela espécie causadora da forma visceral da doenca (Figura 10).
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Figura 10: Perfil de digestdo do DNA de Leishmania (hsp70) utilizando a enzima de
restricao Haelll. PM: Peso molecular(100pb), M: medula 6ssea, L: linfonodo, 01, 02, 03, 04,
05, 06, 07, 08, 09, 18, 19, 21, 25, 23: numero dos cdes, CN: controle negativo, L.i.: controle
positivo de L. infantum, L.b.: controle positivo de L. braziliensis e L.a.: controle positivo de L.
amazonensis.
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5.3.2 Inquérito Soroldgico amostral da Leishmaniose Canina

Para avaliar a distribuicdo da LVC no municipio foi realizado o0 inquérito
sorologico amostral. Foram examinados 3.652 caes distribuidos nos 11 estratos do
municipio, sendo identificados 169 cdes com sorologia positiva e prevaléncia
estimada de 4,62% (3.95 - 5.31).

Para a coleta das amostras de sangue dos cdes foram visitados 1.247
quarteirdes posteriormente plotados em um mapa de acordo com suas coordenadas
geograficas. Todos os quarteirbes avaliados foram georreferenciados e aqueles que
apresentaram animais reagentes foram destacados para realizacdo da andlise
espacial da LVC (Figura 11). Apesar da ampla distribuicdo da LVC no municipio, a
prevaléncia da infeccdo canina variou de 0,9% no estrato 02 a mais de 8% nos
estratos 06 e 07, demonstrando que a distribuicdo da LVC no municipio ndo é

homogénea (Tabela 2).
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Figura 11: Mapa da Zona urbana do municipio de Divindpolis com destaque das quadras onde foram
avaliados animais para a realizagdo do Inquérito Sorolégico Amostral. Os pontos verdes representam
as quadras onde ndo foram encontrados animais reagentes. Os pontos vermelhos as quadras onde

foram identificados animais reagentes na RIFI e ELISA.
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Tabela 2: Prevaléncia da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) de acordo com o estrato
avaliado no municipio de Divindpolis, Minas Gerais no periodo de marco de 2013 a

fevereiro de 2014.

Numero de Numero de caes Prevaléncia de LVC (95%
cées avaliados soropositivos Intervalo de Confianga)

Estrato 01 332 10 3,01% (1,14% - 4,88)
Estrato 02 332 3 0,90% (0,00 —1,91)
Estrato 03 332 16 4,82% (2,48 —7,16)
Estrato 04 332 6 1,81% (0,35 - 3,27)
Estrato 05 332 11 3,31% (1,36 —5,26)
Estrato 06 332 28 8,43% (5,40 —11,46)
Estrato 07 332 29 8,73% (5,65-11,81)
Estrato 08 332 16 4,82% (2,48 —7,16)
Estrato 09 332 18 5,42% (2,95 — 7,89)
Estrato 10 332 6 1,81% (2,95-7,89)
Estrato 11 332 26 7,83% (4,90 -10,76)

Total 3652 169 4,63% (3,95 -5,31)

5331

5.3.3 Andlise Espacial da LVC

Densidade de Kernel da LVC

A analise da densidade de Kernel da LVC destacou que a infecgdo canina

estd amplamente distribuida pelo municipio de Divindpolis, sendo identificados

hotspots em todos os estratos avaliados (Figura 12). Apesar da ampla distribuicao

da LVC no municipio de Divinopolis, foram identificadas éareas consideradas
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prioritarias para as acdes de controle da LV por apresentarem maior concentracao

de céaes positivos.

A regido central do municipio foi a que apresentou a maior concentracao de

hotspots.

8 Kilometros
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Figura 12: Mapa da Zona Urbana do municipio de Divindpolis. Em destaque a densidade de Kernel e

as areas quentes "hotspots" relacionadas a infeccdo de LVC.
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5.3.3.2  Distribuicao direcional da LVC

A distribuicdo direcional permitiu a identificacdo de um aglomerado através da
formacédo de uma elipse identificando a regido com maior concentracéo de casos de
LVC, esta elipse é determinada pela média da distribuicdo espacial dos casos
positivos em relagdo a um centroide, podendo, portanto ser considerada uma
possivel area prioritaria para a implementacdo de uma politica mais rigorosa de
controle (Figura 13). A formacdo da elipse em uma éarea central, com densidade

populacional mais alta fortalece o processo de urbanizacéo da LVC.

Legenda

Bairros
- Areas Verdes
E Perimetro Urbano

W Distribuigao Direcional LCan

0 2 4 8 Kilometros

L 1 1 1 | 1 ] ] |

Figura 13: Mapa da Zona Urbana do municipio de Divindpolis. A elipse em vermelho representa a

distribuicdo direcional da Leishmaniose Canina.
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5.4 Andlise espacial das leishmanioses humanas

5.4.1 Leishmaniose visceral

Os 16 casos humanos de leishmaniose visceral, confirmados e notificados no
periodo de 2007 a 2013 foram georreferenciados e plotados no mapa como pontos
(Figura 14). A distribuicdo dos pontos relacionados aos casos humanos possibilitou
avaliar a distribuicdo direcional da leishmaniose humana no municipio e a
comparacao desta distribuicdo com os casos caninos revelados no inquérito (Figura
15).
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Figurald: Mapa da zona urbana do Municipio de Divindpolis. As estrelas em vermelho representam

0s casos humanos de LV ocorridos entre os anos de 2007 e 2013.
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Figura 15: Mapa da zona urbana do municipio de Divindpolis. Em destaque a Distribui¢éo direcional

dos casos humanos de LV.

5.4.2 Leishmaniose tegumentar americana

A Figura 16 apresenta a distribuicdo espacial dos casos humanos de LTA de
acordo com o ano de notificagdo. Foram georreferenciados os 43 casos humanos

notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de 2013.
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Figura 16: Perfil historico da distribuicdo dos casos humanos de LTA notificados no municipio de
Divindpolis entre os anos de 2007 e 2013. Os circulos em amarelo representam os casos humanos
notificados em cada ano.
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Os casos humanos de leishmaniose tegumentar, confirmados e notificados no
periodo de 2007 a fevereiro de 2013 foram georreferenciados como pontos e
agrupados em um unico mapa (Figura 17). A distribuicdo dos pontos relacionados
aos casos humanos possibilitou avaliar a distribuicdo direcional da leishmaniose

tegumentar no municipio (Figura 18).

Legenda
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Figura 17: Mapa da zona urbana do municipio de Divindpolis. As estrelas em vermelho representam
0s casos humanos de leishmaniose tegumentar notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de
2013.
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Figural8: Mapa da zona urbana do municipio de Divindpolis. Em destaque (elipse vermelha) a
distribuicdo direcional dos casos humanos de LT notificados entre os anos de 2007 e fevereiro de
2013.

5.5 Dependéncia espacial entre Leishmaniose canina e humana

A forma como os dados estdo distribuidos no espaco € um importante
indicador da interacdo espacial, a qual é revelada nas medidas de associacdao ou
autocorrelacao espacial. Os resultados da dependéncia espacial entre LVC e LV
humana (Funcdo K12 de Ripley) comprovaram que a ocorréncia destas doencgas no
municipio de Divinopolis sdo dependentes, e que a relacdo entre estes eventos é
positiva. Ou seja, 0os casos humanos tendem a se concentrar em locais mais

proximos das regides com maior ocorréncia de casos caninos de LV (Figura 19).
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Figura 19: Func¢éo K12 de Ripley. O gréafico comprova a dependéncia espacial entre a ocorréncia de
casos caninos de leishmaniose visceral e casos humanos. A curva em vermelho acima do envelope

demonstra que esta dependéncia é positiva.

A utilizacdo da técninca de andlise espacial de distribuicdo direcional avigora
a dependéncia espacial entre os eventos observados (LVC e LV humana). Ao
avaliarmos em conjunto os dados de distribuicdo direcional dos casos humanos e
caninos observamos que a elipse produzida através da aglomeracdo de casos
humanos esta continda dentro da elipse dos casos caninos, reforcando a

dependéncia espacial entre os eventos LVC e LV humana (Figura 20).
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Figura 20: Mapa da zona urbana do municipio de Divindpolis. A elipse vermelha representa a
aglomeracao de casos de LVC. A elipse em azul representa o aglomerado de casos humanos de LV

notificados nos dltimos 5 anos no municipio de Divinépolis.
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6 DISCUSSAO

O municipio de Divindpolis, localizado na regido centro-oeste do estado de
Minas Gerais foi a area de estudo escolhida para o desenvolvimento de um estudo
multifatorial que avaliou alguns aspectos epidemiolégicos relacionados a distribuicao
espacial da LV e LTA.

As leishmanioses tém expandido muito nos ultimos anos, no Brasil e no
estado de Minas Gerais. Esta expansdo geogréfica tem levado ao aumento no
nameros de notificacdes de LTA e LV, com casos autdctones sendo notificados em
grandes cidades, como Belo Horizonte, Governador Valadares e Montes Claros. A
crescente adaptacdo dos vetores e a presenca de reservatorios sinantrépicos no
ambiente peridomiciliar além da multiplicidade de fatores envolvidos na transmissao
dos parasitos causadores destas doencas tem dificultado a implementacdo de

medidas de controle nas areas endémicas, o que tem contribuido para este quadro.

O municipio de Divindpolis é considerado uma regido endémica para a
transmisséo de LTA hé& varios anos, e de acordo com dados do servigo de vigilancia
epidemioldgica entre os anos de 2007 e 2013 foram notificados 43 novos casos de
LTA. A relacédo de Divindpolis com a LV é bem mais recente, sendo o primeiro caso
humano notificado em 2007 e 15 outros casos até o inicio de 2013. Apesar das boas
condi¢fes sanitérias e do alto indice de escolaridade no municipio, casos de LT e LV
continuam sendo notificados. Este fato provavelmente se deve as condicdes
ambientais favoraveis e a presenca de espécies vetoras e reservatérios dos agentes

etiolégicos de LTA e LV no ambiente urbano.

Este estudo descreve algumas caracteristicas epidemiolégicas asociadas a
analise espacial da LTA e LV, avaliando principalmente a distribuicdo dos
hospedeiros humanos e reservatorios silvestres, sinantrépicos e urbanos, no
espaco, empregando ferramentas com o intuito de identificar areas de maior risco de
transmissdo. Este tipo de analise podera ser utilizada na identificacdo das areas
prioritarias para a implentacdo de estratégias de prevencdo e controle, na
compreencao da dindmica de transmissao e favorecer a implementacao de politicas

mais adequadas em diferentes areas endémicas.
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6.1 Estudo dos hospedeiros silvestres e sinantrépicos de Leishmania em
Divinépolis

As Leishmanioses sao doencas em franca expansao geogréfica no Brasil e
sua ocorréncia ndo é mais exclusividade de individuos que entram em contato com
matas e animais silvestres, ocorrendo em areas rurais, periurbanas e urbanas. Com
isso, tem sido observado o aumento da incidéncia em areas endémicas e a
emergéncia em regides indenes, principalmente em areas urbanizadas (GRIMALDI-
JR & TESH, 1993; BRANDAO-FILHO & SHAW, 1994; BRANDAO-FILHO et al.,
1999; GONTIJO & MELO, 2004; DIAS et al., 2007).

Apesar de ser reconhecidamente uma regido de ocorréncia de LT ha varios
anos e do crescente nimero de casos de LV, poucos sao os trabalhos relacionados
a aspectos epidemioldgicos destas parasitoses. Estudos sobre a infeccdo humana e
a presenca de reservatorios e vetores de Leishmania em Divinépolis sdo escassos
ou restritos a determinadas regiées do municipio (MARGONARI et al.,, 2010;
MARGONARI et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013).

Um fator muito importante para a compreensdao da epidemiologia destas
doencas é a identificacdo dos possiveis reservatorios silvestres e sinantropicos
envolvidos na transmissao da infeccdo em uma area endémica. Este conhecimento
associado ao estudo das espécies de vetores envolvidos na transmissdo auxilia na
compreensao e definicdo dos diferentes padrées epidemiolégicos da doenca no
Brasil (SHAW, 2007).

Apesar da necessidade de se conhecer estes reservatorios, poucos estudos
avaliam o papel de animais silvestres e sinantropicos em é&reas endémicas de
transmissao, principalmente devido as dificuldades na captura destes animais e nas
técnicas de isolamento do parasito empregadas. O fato de diversos autores
considerarem o cdo o principal responsavel pela manutencdo da LV no ambiente
urbano e um possivel envolvido na disseminacdo da LTA, resulta em um grande
namero de trabalhos voltados para a eliminacdo do cdo soropositivo das areas
endémicas, e os trabalhos relacionados a avaliacdo dos mamiferos silvestres e

sinantropicos séao ignorados.
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Apesar das dificuldades de se confirmar a presenca de reservatorios
silvestres de Leishmania, o presente trabalho investigou a distribuicdo e a infeccao
natural de pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) silvestres e sinantropicos
com ocorréncia na zona urbana do municipio de Divinépolis. A escolha de se
capturar roedores e marsupiais se baseou em estudos anteriores que apontam
espécies destes grupos como possiveis reservatorios de Leishmania sp..
(BRANDAO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA FS et al., 2005; SCHALLIG et al., 2007:;
QUARESMA et al., 2011).

A metodologia de campo padrdo para captura de pequenos mamiferos
empregada em nosso estudo se mostrou bastante efetiva (LACHER et al., 1989;
PAGLIA et al., 1995). Ao final de seis campanhas (1 campanha de captura a cada 2
meses) um total de 102 pequenos mamiferos foram capturados. O intervalo de dois
meses entre cada campanha de captura possibilitou a reposicdo natural dos
pequenos mamiferos nas trilhas de captura, fato confirmado devido ao numero

significativo de animais capturados nas ultimas campanhas de coleta.

Dentre os pequenos mamiferos capturados, a espécie mais observada foi o
Didelphis albiventris (44,11%), marsupial de relevante importancia em focos de
transmissdo das Leishmanioses no Brasil. Além do fato desta espécie ja ter sido
encontrada naturalmente infectada por L. braziliensis (BRANDAO-FILHO et al.,
2003; SHALLIG et al., 2007; FERREIRA et al., 2010; QUARESMA et al., 2011), L.
guyanensis (ARIAS et al.,, 1981) e L. infantum (SHERLOCK et al., 1984), este
marsupial possui habitos sinantrépicos, o que pode favorecer a instalacdo dos

parasitos que circulam no ciclo silvestre de transmissdao no ambiente urbano.

O segundo pequeno mamifero mais amostrado foi o Necromys lasiurus
(37,25%), um roedor terrestre, comum nos cerrados, caatinga e mata atlantica. Esta
espécie ja foi incriminada como possivel reservatorio de L. braziliensis no nordeste
brasileiro ap6s o parasito causador de LTA ter sido isolado de suas amostras
clinicas (BRANDAO-FILHO et al., 2003). A maioria dos espécimes de N. lasiurus foi
capturada nas trilhas dispostas no Morro da Antena e na Mata do Sidil, que
possuiam como caracteristica comum estarem muito proximas de areas habitadas e
por possuirem um trecho de vegetacao rasteira. Esta espécie também é conhecida

por habitar regides alteradas pelo homem, como planta¢cées e capinzais, 0 que
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também fortalece o seu papel na ligacdo entre o ciclo silvestre e urbano da LTA (MS,
2002).

As outras espécies capturadas, porém em menor frequéncia foram:
Cerradomys subflavus e Oligoryzomys sp. (4,9%), Micureus demarerae (2,94%),
Mus musculus e Rattus novergicus (1,96%) e Rattus rattus e Gracilinanus agilis
(0,98%). Existem poucos trabalhos relacionados a avaliacdo da infeccdo natural
nestas espécies, porém, a infeccdo natural por Leishmania braziliensis ja foi
detectada em Mus musculus e Gracilinanus agilis no estado do Mato Grosso e
Minas Gerais e DNA de Leishmania infantum ja foi detectado nas amostras de
Rattus novergicus e Rattus rattus também no estado de Minas Gerais (FERREIRA et
al., 2010; MARCELINO et al., 2011; QUARESMA et al., 2011; FREITAS et al., 2012;

LARA-SILVA et al., 2014).

Do total de pequenos mamiferos capturados, 98% foram recolhidos em areas
silvestres incluidas dentro da zona urbana do municipio. Em todas as trilhas de
captura dispostas pelo municipio foram capturados pequenos mamiferos , porém em
duas areas (Morro da Antena e Parque do Gafanhoto) foram capturados quase 70%
dos animais. Uma destas areas (Parque do Gafanhoto) € caracterizada como uma
mata mais preservada, onde foi capturado um grande volume de marsupiais,
enquanto que a outra area (Morro da Antena) possue caracteristica de pastagem,
uma area de transicao para o ambiente urbano, onde observamos um maior nimero

de roedores.

Os pequenos mamiferos sinantropicos tém como caracteristica formarem
colénias no ambiente silvestre, distante das areas alteradas pelo homem, contudo
em funcdo das modificagcdes ambientais decorrentes dos processos de urbanizagéo
e das mudancas ocasionadas nos ecossistemas naturais acabam por expandir suas
colénias para estes ambientes modificados (MS, 2002). Algumas espécies, hoje,
apresentam populacbes com elevado grau de sinantropia, como o Necromys
lasiurus, e nesta situacdo aumenta-se 0 risco de transferéncia de agentes
infecciosos dessas espécies para outros animais que vivem no ambiente urbano e

consequentemente para o homem.

Diferentes metodologias foram aplicadas na tentativa de detectar a infeccao

natural nos pequenos mamiferos capturados durante o estudo.
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Inicialmente foi realizada a tentativa de se isolar o parasito de amostras
clinicas destes animais utilizando meio de cultura NNN (Novy e Mc Nel, 1903;
Nicolle, 1908) enriquecido com LIT (Liver Infusion Tryptose) e mantidos em estufa a
25° C + 1°C. N&o foi possivel isolar o parasito em nenhuma das amostras devido ao

grande indice de contaminag&do dos meios de cultura por fungos e bactérias.

As dificuldades relacionadas ao isolamento de parasitos em amostras de
pequenos mamiferos ja sdo conhecidas (ALVAR & BARKER, 2002; ADERIAN et al.,
2005). O isolamento do parasito, principalmente em amostras de pele, € uma técnica
laboratorial que fortalece o papel do mamifero no ciclo de transmissdo das
leishmanioses, visto que confirma a presenca do parasito na amostra clinica
avaliada, porem as contaminacdes e o alto indice de insucesso no isolamento do
parasito dificultam a aplicacdo desta metodologia. Este fato pode estar relacionado a
diversos fatores, entre eles: a baixa carga parasitaria em roedores silvestres, a baixa
resisténcia do protozoario frente as grandes concentracdes de antifingico e ao alto
indice de contaminacdo nas amostras clinicas oriundas destes animais. Portanto,
buscar alternativas que favorecam o0 sucesso do isolamento do parasito em
pequenos mamiferos torna-se um alvo importante das futuras pesquisas que
avaliam o papel dos mamiferos silvestres e sinantropicos no ciclo de transmissao

das leishmanioses.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também foi aplicada com o intuito
de detectar DNA de Leishmania nas amostras clinicas provenientes dos pequenos
mamiferos. Foram utilizados dois alvos o espacador interno ITS1 e o gene hsp70 na
deteccdo da infeccdo natural dos pequenos mamiferos. Todas as amostras positivas
para os dois alvos foram submetidas a PCR-RFLP para a identificacdo da espécie

responsavel pela infeccéo.

Em amostras de trés pequenos mamiferos foi detectado o DNA de
Leishmania utilizando os dois alvos ITS1 e hsp70. Um exemplar de Didelphis
albiventris, capturado no Parque do Gafanhoto e um exemplar de Necromys
lasiurus, capturado no Morro da Antena apresentaram padrdo de digestao idéntico
ao da cepa referéncia de L. braziliensis. Um exemplar de Rattus rattus, capturado na
casa de numero 3 no bairro Ipiranga, apresentou o mesmo padréo de Leishmania

infantum. As espécies Didelphis albiventris e Necromys lasiurus ja foram
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incriminadas em alguns trabalhos como hospedeiros naturais de L. braziliensis
(BRANDAO-FILHO et al., 2003; SHALLIG et al., 2007; QUARESMA et al., 2011).
Este achado confirma a ocorréncia do ciclo silvestre no municipio de Divinopolis, da

principal espécie causadora da LTA no Brasil.

Dos trés espécimes de pequenos mamiferos capturados nas residéncias,
encontra-se um exemplar de Rattus rattus, vulgarmente conhecido como rato-preto
ou rato de telhado, no qual foi identificada a infecgdo natural por Leishmania
infantum. O Rattus rattus trata-se de um roedor de habitos noturnos e comumente
observado em habitacdes humanas, seja em &reas silvestres ou urbanas. Sua
caracteristica antropofilica o0 aponta como um importante fator no estabelecimento
de diversos agravos humanos, mas seu papel no ciclo de transmissdo de
Leishmania ainda € pouco conhecido. Este roedor ja foi observado naturalmente
infectado por L. braziliensis em relatos anteriores (ALEXANDER et al.,, 1998;
BRANDAO-FILHO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005) e também por Leishmania
infantum(QUARESMA et al., 2011).

As técnicas de PCR aplicadas na identificacdo da infeccdo natural de
pequenos mamiferos empregadas no presente trabalho se mostraram Gteis, tanto na
caracterizacdo da infeccdo natural quanto na identificacdo da espécie responsavel

pela infeccéo.

A aplicacdo de estudos epidemiologicos voltados para a identificacdo da
infeccdo natural em pequenos mamiferos € uma ferramenta imprescindivel para a
compreensao da circulacdo de Leishmania em areas endémicas de transmissao,
principalmente em areas endémicas onde mais de uma espécie de Leishmania esta

presente.

E importante deixar claro que alguns critérios devem ser levados em
consideracdo para que um hospedeiro de Leishmania seja considerado um
reservatério, entre eles: sobreposicdo na distribuicdo geografica e temporal de
vetores e hospedeiros; o tempo de vida do hospedeiro deve ser longo o suficiente
para garantir a transmissdo do parasito; prevaléncia da infeccdo deve ser alta entre
a populacéo deste hospedeiro; a carga parasitaria deste hospedeiro deve ser alta na
pele ou no sangue para permitir a facil infeccdo do vetor; deve-se observar a

presenca da mesma espécie de Leishmania entre o possivel reservatério e
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hospedeiros humanos (SILVA et al., 2005). As relacdes dos possiveis reservatorios
com os vetores também devem ser avaliadas, como: os h4bitos de realizar repasto
em humanos; sua distribuicdo do vetor pode ser diferente de um reservatorio; suas
preferéncias alimentares podem nao incluir uma série de reservatorios; ou eles
podem ser incapazes de desenvolver os parasitas (KILLICK-KENDRICK, 1999). Por
isso, s80 necessarios maiores estudos para confirmar o verdadeiro papel destes
pequenos mamiferos como reservatorios das diferentes espécies de Leishmania e

suas relacdes com as espécies vetoras que ocorrem na area estudada.

O municipio de Divinépolis € uma area endémica para LTA, e apesar do
pequeno numero de mamiferos encontrados naturalmente infectados por
Leishmania, ndo podemos descartar a importancia destes animais na manutengao
do ciclo zoonoético da infeccdo, principalmente devido ao grande numero de
possiveis reservatorios capturados durante o estudo. As espécies Didelphis
albiventris e Necromys lasiurus representaram mais de 81% do total de pequenos
mamiferos capturados. Este fato é de extrema relevancia, visto que ambos ja foram
incriminados como possiveis reservatérios de espécies dermotropicas de
Leishmania (BRANDAO-FILHO et al., 2003). Ou seja, uma grande parcela dos
pequenos mamiferos que habitam as areas verdes incluidas dentro da zona urbana
do municipio de Divinopolis sdo de espécies consideradas potenciais reservatorios
de Leishmania. Esta informacdo associada a grande riqueza de espécies vetoras
descrita por NASCIMENTO et al. (2013) no municipio de Divinépolis sdo fatores
importantes para a manutencdo do ciclo silvestre de Leishmania e

consequentemente para a manutencdo da endemia das leishmanioses no municipio.

A andlise integrada dos resultados obtidos neste estudo associada a outros
estudos ainda em andamento na area poderdo auxiliar na escolha de medidas de
prevencdo e controle mais eficientes para a realidade local, favorecendo a
implementagéo de uma estratégia mais adequada no controle das leishmanioses na

area.
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6.2 Distribuicédo espacial dos casos humanos de LTA

No Brasil, a LTA é uma doenca com diversidade de agentes, de reservatorios
e de vetores, representando diferentes padrées de transmissdo e um conhecimento
ainda limitado sobre alguns aspectos, o que torna seu controle complexo (MS,
2007). No municipio de Divinépolis sdo comuns os relatos de casos humanos de

LTA, porém nao existem estudos que avaliam a distribuicdo da doenca.

A definicdo de area de risco para a ocorréncia de LTA no Brasil € muito
complexa, principalmente devido a dificuldade de se estratificar areas prioritarias
para a prevencgdo e o controle da doenga. Muitos fatores podem influenciar nesta
dificuldade de definicAo de areas prioritarias, entre eles os problemas de se
identificar a real localizacdo onde ocorreu a infec¢do. Diversas situacées devem ser
avaliadas pelos servicos de vigilancia em saude, entre elas: o individuo infectado
realmente adquiriu a doenca em seu municipio de residéncia? Qual o verdadeiro
local onde ocorreu a infecgcdo, em seu ambiente de trabalho, residéncia ou outra
localidade? Estas informacdes sdo primordiais para que a avaliacdo da distribuicéo
espacial da doenca seja eficiente. Para tal uma melhoria do sistema de notificacédo
se faz necessaria, principalmente a investigacdo epidemiol6gica do caso e o
treinament adequado dos agentes de salde, para que os dados obtidos pelos

sistemas de notificacdo sejam mais confiaveis.

A avaliacdo de aspectos epidemioldgicos da LTA ja foi aplicada em diversos
estudos: BARRAL et al. (1999), determinaram a frequéncia de LTA e caracterizaram
clinicamente um surto no povoado de Canoa, na Bahia; KAWA & SABROZA (2002)
analisaram os determinantes historicos e espaciais da implantacdo, difusdo e
persisténcia da LTA na cidade do Rio de Janeiro, GONTIJO et al., 2002 avaliaram os
aspectos clinicos e epidemioldgicos da LTA na regido do Vale do Rio Jequitinhonha
em Minas Gerais, além de NUNES et al. (2006), que verificaram fatores eco-
epidemiologicos implicados na manutencdo da LTA em Varzelandia, Minas Gerais.
Apesar de envolverem elementos epidemiolégicos comuns, como a mesma familia
de insetos vetores, 0s possiveis reservatorios silvestres, sinantropicos e domesticos,
além da participagcdo do humano no ciclo, cada regido de estudo possue

caracteristicas Unicas, que sdo as responsaveis pelas diferencas em frequéncia e
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distribuicdo da doenga e consequentemente associadas as dificuldades relacionadas
ao controle da LTA.

No presente trabalho avalliamos a distribuicdo espacial dos casos humanos
notificados entre os anos de 2007 e 2013. O mapa de densidade de Kernel nédo foi
utilizado para a avaliagdo da distribuicdo da LTA em Divindpolis, principalmente
devido ao pequeno numero de casos observados nos ultimos anos, o que € um fator
limitante para a producdo do mapa. A ferramenta de distribuicdo direcional se
mostrou mais util na determinacédo da area com maior intensidade de transmissao o

que pode contribuir na definicdo das estratégias de controle.

No municipio de Divindpolis, o aglomerado formado pela distribuicdo espacial
dos casos humanos de LTA abrangeu grande parte do municipio, devido ao fato dos
casos humanos estarem dispersos por toda zona urbana do municipio. Como a
ferramenta de distribuicdo direcional fornece a medida de dispersdo espacial
baseada na distribuicdo espacial de todos os casos observados, delimitando uma
regido com maior concentragdo de pontos que o esperado, informacgdes inexatas
sobre a real localidade onde ocorreu a infeccdo humana influenciariam menos no

resultado final da elipse.

E importante destacar a presenca de mamiferos silvestres infectados por L.
braziliensis em areas de mata localizadas na zona urbana do municipio de
Divinépolis. Além disso, em estudo realizado no mesmo periodo e local,
NASCIMENTO et al. (2013) observaram a presenca de 15 espécies de
flebotomineos nas areas verdes de captura e dentre elas as espécies Lutzomyia
intermedia, Lu. neivai, Lu. migonei e Lu. whitmani que estdo relacionadas com a
transmissao de L. braziliensis (KILLICK-KENDRICK, 1999; DE SOUZA et al., 2006;
MARGONARI et al., 2006; MARCONDES et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). A
presenca de possiveis reservatorios e vetores de Leishmania nas mesmas areas de
ocorréncia € um forte indicativo da manutencdo do ciclo silvestre, fator este que

favoreceria a endemicidade da LTA em Divindpolis.

Novos estudos relacionados a distribuicdo espacial da LTA no municipio de
Divindpolis devem avaliar ndo somente a localizacdo espacial dos casos humanos,
mas também variaveis que podem influenciar no surgimento de novos casos, como

a proximidade com éreas silvestres e a distribuicdo das principais espécies de
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vetores. Além disso, 0s servicos de vigilancia em saude devem buscar,
exaustivamente, identificar de maneira exata o local onde ocorreu a infeccao
humana, visto que esta informacdo € primordial para a determinacdo de areas

prioritarias e para a implementacdo de medidas preventivas.

6.3 Estudo dos reservatdorios domésticos e dos casos humanos de LV

A LV é um grave problema de saude publica em todo o territério brasileiro e a
expansdo da mesma, principalmente em &reas urbanas de todo o pais, demonstra a

necessidade de se adequar as medidas de controle a realidade da éarea de
ocorréncia (SILVA et al., 2001; DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006).

Apesar dos esforcos empregados pelos 6rgaos de vigilancia epidemiolégica, o
gue tem sido observado € que a doenca ainda continua em expansado (ROMERO &
BOELAERT, 2010). Vérios aspectos podem estar relacionados a ineficiéncia do
Programa de Controle da LV no Brasil, porém, um dos mais destacados pelos
estudiosos em epidemiologia é a dificuldade na destinacdo de recursos financeiros

dos municipios ao programa de controle (OLIVEIRA et al., 2008).

Diversos fatores estdo associados ao processo de expansao da LV nos
centros urbanos do Brasil, dentre eles as limitagcdes na implementacéo das medidas
de controle como: dificuldades operacionais e técnicas na eliminacdo de
reservatorios, falhas na aplicacdo de medidas contra o vetor e o alto custo de
aplicacao das medidas de controle (OLIVEIRA et al., 2008). Estas falhas contribuem
para a permanéncia de reservatérios e vetores nos centros urbanos, o que

possibilita a manutencéo e a expansdo da doenca nestas regides.

Os primeiros casos de LVC no municipio de Divinépolis foram identificados

por nosso grupo em 2003 (dados ndo publicados), quando foi possivel isolar e
caracterizar o parasito (L. infantum) em cées da sociedade protetora dos animais.
Segundo dados da Secretaria Municipal de Saude, somente em 2007 foi notificado o
primeiro caso de LV humana, e no periodo de 2007 a 2013 mais 15 casos foram
registrados. Outro fator determinante para a circulacdo do parasito no municipio de
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Divindpolis € a presenca do principal vetor da forma visceral da doenca. Em estudo
recente, dezessete espécies de flebotomineos foram coletadas na zona urbana do
municipio de Divinopolis, 0 que representa alta riqueza de espécies quando
comparado a outras areas urbanas endémicas para LV em Minas Gerais. Das 17
espécies coletadas, sete sdo vetores comprovados ou suspeitos de Leishmania,
sendo o principal vetor de L. infantum, a Lutzomyia longipalpis, a espécie mais
abundante (NASCIMENTO et al., 2013).

O surgimento de casos humanos de LV no municipio de Divindpolis, a
distribuicdo da LVC e a presenca do vetor na zona urbana comprovam 0 processo
de urbanizacdo da LV. As dificuldades do municipio em implementar um programa
de controle eficiente, a falta de treinamento dos agentes de saude, a falta de
recursos financeiros, além de outros fatores, tem favorecido a manutencdo da

doenca e o surgimento de novos casos humanos e caninos ano apés ano.

Embora ainda seja controverso o significado do impacto da eliminacdo de
caes soropositivos na ocorréncia de LV humana, estudos epidemiolégicos em
centros urbanos concluiram que a LVC geralmente precede a doenca humana.
Além disso, a infeccdo canina tem sido apontada como fator primordial em todos os
surtos registrados, e ndo ha relato na literatura sobre a ocorréncia de casos
humanos de LV sem a presenca de caes infectados (OLIVEIRA et al.,, 2008).
Diversos estudos tem reforcado a associacdo entre a presenca de LVC e a
ocorréncia de casos humanos. CAMARGO-NEVES et al. (2001) mostraram que altos
indices de casos humanos sédo observados em areas de alta prevaléncia de LVC.
OLIVEIRA et al. (2001) analisando a distribuicdo espacial da LV na zona urbana de
Belo Horizonte apontou a existéncia de correlacdo entre casos de LVC e casos
humanos. A presenca de caes infectados tem sido apontada como um fator de risco

para a infeccdo humana em area urbana (ARAUJO et al, 2013).

Estudos realizados em outros paises também tém destacado a relagédo entre
a LVC e a ocorréncia de casos humanos de LV. No Iran o aumento na
soropositividade de criancas para leishmaniose foi associado a regides com maior
concentracdo de cées soropositivos (GAVGANI, et al.,, 2002). No Uzbequistdo a
relacdo entre casos caninos e humanos também foi descrita por KOVALENKO et al.

(2011). A maioria dos estudos epidemioldgicos sustenta a hipétese de que o cdo é o
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principal reservatério de Leishmania infantum no ambiente urbano (GONTIJO &
MELO, 2004; BELO et al., 2013).

As ferramentas de geoprocessamento e analise espacial em saude se
tornaram um habito comum entre os pesquisadores que trabalham com doencas
transmissiveis no Brasil, dentre elas as leishmanioses (OLIVEIRA et al.,, 2001;
WERNECK et al., 2002; DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; MESTRE &
FONTES, 2007; ARAUJO, et al., 2013; BARBOSA, et al., 2013). A analise espacial
permite visualizar as regides de maior prevaléncia da doenca e auxilia na
identificagdo de fatores de risco associados. Desta forma, as técnicas de andlise
espacial permitem identificar as areas prioritarias para o controle e, com base nestas
informacdes, é possivel aplicar medidas de vigilancia mais direcionadas, reduzindo
0os custos aplicados no PCLV. Esta reducdo de custos justifica a aplicacdo da
analise espacial no controle da LV, visto que a falta de recursos financeiros € um
dos principais entraves para o desenvolvimento de politicas eficazes relacionadas ao
PCLV no Brasil (MAIA-ELKHOURY et al., 2008, OTRANTO & DANTAS-TORRES
2013).

Diversos trabalhos tem buscado caracterizar as areas de ocorréncia de LV em
zonas urbanas, para que diferentes estratégias de controle sejam aplicadas em
areas de maior ou menor risco de transmissdo. Em estudo recente, COSTA et al.
(2013) descrevem a necessidade de se conhecer dentro das regides endémicas as
areas prioritarias para o controle da LV. Os autores afirmam que as medidas de
controle podem ser aplicadas de acordo com a prevaléncia de caes infectados,
sendo que nas areas de maior prevaléncia canina a retirada de animais
assintomaticos deve ser mais eficiente. COURA-VITAL, (2011) observou que a PCR
possue maior acuracia que a sorologia na deteccdo da infeccdo de animais
assintomaticos e que a aplicacdo desta técnica de biologia molecular em larga
escala possibilitaria minimizar o nimero de cées falsos negativos encontrados na

sorologia. .

BARBOSA et al. (2013) utilizaram a distribuicdo espacial de casos humanos e
caninos de LV para identificar areas prioritarias para a implementacdo de medidas
de controle em Terezina, Piaui, e mostraram que as areas com maior numero de

cdes infectados sdo de extrema relevancia para a implementacdo de politicas de
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vigilancia e controle. ARAUJO et al. (2013) utilizou a analise espacial agregada a
fatores de risco para determinar regides com risco relativo mais elevado de
ocorréncia de LV na zona urbana do municipio de Belo Horizonte, Minas Gerias.
Neste mesmo estudo o risco relativo de infeccdo humana apresentou correlacéo
positiva com o numero de caes infectados. Portanto, comprovar a dependéncia
espacial entre a ocorréncia de casos caninos e humanos torna-se uma ferramenta
atil na avaliagdo epidemioldgica do ciclo de transmissdo da Leishmania infantum,
visto que ao identificar as éareas de maior ocorréncia de casos caninos,
indiretamente estamos identificando as regides com maior risco de ocorréncia dos

casos humanos.

O estudo desenvolvido no municipio de Divinépolis constatou a dependéncia
espacial entre a ocorréncia de casos caninos e humanos de LV, através da funcao
Ki> de Ripley, sendo a LVC um fator importante para a ocorréncia de casos
humanos. A distribuicdo direcional fortalece esta informacéo, visto que a elipse
formada para os casos humanos esta incluida dentro da elipse referente aos casos
caninos. Assim, com base em estudos anteriores e nos resultados obtidos neste
estudo podemos afirmar que a andlise da distribuicdo da LVC pode ser aplicada na
identificacdo das areas de maior risco para a ocorréncia de casos humanos de LV
em centros urbanos. Além disso, as ferramentas de andlise espacial como
densidade de Kernel e distribuicdo direcional mostraram-se eficazes na
determinacdo de areas prioritarias. Porém, devemos enfatizar que a eficiéncia da
andlise espacial da LVC, como ferramenta de controle da LV humana, aumenta a
medida que os métodos de diagndstico se tornam mais sensiveis, e capazes de
identificar todos os animais infectados. Neste contexto a busca por animais
assintomaticos seria muito importante, e a aplicacdo de metodologias de diagnéstico

mais sensivel auxiliaria na identificacdo das areas de maior risco de LV.

Com base nos mapas produzidos, a secretaria de vigilancia em saude de
cada municipio pode direcionar as medidas de controle mais intensas para as areas
de alta densidade de LVC, como a aplicacdo de inquéritos caninos censitarios,
acOes de combate ao vetor como aplicacdo de inseticida e programas de manejo
ambiental, além de programas de educacdo em saude. Nas areas de menor

densidade de caes infectados ou onde a LVC ainda nao se instalou as medidas de
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controle podem ser mais relacionadas a vigilancia epidemiolégica, como a aplicagédo

de inquéritos caninos amostrais e programas de educacao em saude.

Sendo assim, destacamos a funcionalidade da aplicacdo da analise espacial
como ferramenta no direcionamento dos programas de controle municipais da LV.
Mapas de densidade, como Kernel, e a distribuicdo direcional, quando aplicados
sobre a distribuicdo espacial dos casos de LVC, permitem reconhecer areas com
maior densidade de animais infectados e consequentemente com maior risco de
surgimento de casos humanos, favorecendo o direcionamento dos programas de
controle e permitindo que os recursos financeiros sejam aplicados de maneira mais

eficaz.
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Conclusoes
7 CONCLUSOES

Considerando o carater zoonodtico das leishmanioses no Novo Mundo a
observacdo de pequenos mamiferos naturalmente infectados por Leishmania
braziliensis e Leishmania infantum confirma a ocorréncia do ciclo de transmissao

destes parasitos no municipio de Divingopolis.

A presenca de reservatérios domeésticos infectados por L. infantum e o
registro de casos humanos autdctones a partir de 2007 confirma a urbanizacdo da

leishmaniose visceral em Divinopolis.

A sobreposicdo das elipses formadas a partir dos dados de distribuicédo
direcional da LVC e dos casos humanos de LV em uma area densamente habitada

do municipio alerta para o risco de transmissao da Leishmania infantum.

A aplicacdo da Funcédo bivariada K12 de Ripley verificou a dependéncia

espacial positiva entre os casos de LVC e LV humanos na area estudada.

A observacéo da dependéncia espacial entre os casos de LVC e LVH sugere
gue areas com alta prevaléncia de caes infectados por L. infantumdevem ser

consideradas prioritarias para a implementacéo de medidas de controle.

A combinacdo de diferentes abordagens de analise espacial se mostraram
efetivas na identificacdo de areas prioritarias para a aplicacdo de medidas de
controle para a LV.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 01 - CEPEA CERTIFICADO COMISSAO DE ETICA EM PESQUISAS
ENVOLVENDO ANIMAIS PROTOCOL0:35/2010 DATA DE EMISSA0:13/08/2010

e

Comisséo de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da UFSJ - CEPEA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em experimentagdo n’ 35/2010, sobre
o projeto intitulado “Mapeamento das leishmanioses no municipio de Divindpolis™, sob
a responsabilidade do Prof. Eduardo Sergio da Silva, estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal dispostos na Lei Federal n® 11.794, de 08.10.2008, e
foi aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da UFSJ -

CEPEA em reunido no dia 13 de agosto de 2010.

Sdo Jodo del-Rei, 23 de agosto de 2010.

Prof* Dr* Leila de Genova Gaya
Presidente da CEPEA
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8.2 Anexo 02 - MMA/IBAMA/SISBIO LICENCA PERMANENTE PARA COLETA
DE MATERIAL ZOOLOGICO N.o 12989-1 DATA DE EMISSAOQ: 21/11/2007 17:46

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizacéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zool6gico
Numero: 12989-1 | Data da Emissao: 21/11/2007 17:46
Dados do titular
Registro no Ibama: 2055205 | Nome: Adnano Pereira Paglia CPF: 893.843.266-15
Nome da Instituicdo : CONSERVATION INTERNACIONAL DO BRASIL CNPJ: 38.737.938/0001-61

Observacdes, ressalvas e condicionantes

4 |A participacdo do(a) pesq or{a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizacdio depende de autorizagdo expedida pelo Ministério de Ciéncia e

Tecnologia (CNPg/MCT);

Alicenga permanente nao € valida para:

a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingdo;

b) manutengdo de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

2 | ) recebimento ou envio de material bicldgico ao exterior; &

d) realizacdo de pesquisa em unidade de conserva;ao federal ou em cavema.

A restrigio prevista no item d ndo se apica s categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protegdo

Ambiental constil por terras privad

3 O pesquisador titular da licenga p ite, quando hado, devera registrar a exped:cao de campo no Sisbio e m!orrrlar [ neme e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expecllgao que constaro no comprovante de registro de 0 para a fi &o;

Esta licenga permanente ndo exime o seu fitular da necessidade de obter as anuéncias prewstas em oufros mstrumennos Iegals bem como do consentimento do

responsavel pela area, pUblica ou privada, onde serd realizada a atividade

Esta licenga permanente ndo podera ser utilizada para fins comercials, industriais, esportivos ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamento

ambiental de emp di

Esta autorizago NAO exime o isador titular da r de de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema

Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador titular da licenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

© orgéo gestor de unidade de conservag@o estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenga permanente e das autorizacdes concedidas pelo lbama,

outras condigdes para a realizagdo de pesquisa nessas unidades de conservagio.

O fitular de Iluenga ou autorizagdo & 0s membros da sua equipe deverdo optar por meétodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 |aogrupo taxonornlcc de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; € empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade

de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigfo in situ.

10 [+] tm.llar da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apds o aniversario de

emissio da licenga

O titular de autorizagao ou de inem;a permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,

11 | omisséo ou falsa descrigio de informagdes que subsidiaram a digéo do ato, podera, mediante decisfio motivada, ter a autorizagéo ou licenga

suspensa ou revogada pelo lbama e o material biologico coletado apreendido nos termos da legislag@o brasileira em vigor

A licenga ite sera valida durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicdo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiao da

solicitagiio.

Este documento nao dispensa a obtencao de autorizacao de acesso ao componente do patrimonio genético ou ao conhecimento tradicional associado nos termos da

legislagéo vigente

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

ar de extingiio, ou am de sobr

@ [~ @

12

13

Taxons autorizados

Nivel taxondmico Taxon(s)
ORDEM Didelphimorphia, Rodentia, Lagomorpha

L e Y

Desﬁno do material biolégico coletado

Tiome local destino | Tipo Destino |
| 1 |UFMG UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS | colecao |

Este documento (Licenca permanente para coleta de matenial zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. . Através
do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na intemet (www_ibama gov brisisbio).

codgoseauennessaorrersers 111

[ Pagina 172 |
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Anexo 03 - TABELA DE NUMEROS ALEATORIOS MANUAL DE
VIGILANCIA E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Tabelas para sorteio de nimeros aleatorios
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8.4 Anexo 04 - ARTIGO PUBLICADO: RAFAEL G TEIXEIRA-NETO, EDUARDO
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Teixeira-Neto et al. Parasites & Vectors 2014, 7:485

http://www.parasitesandvectors.com/content/7/1/485 @ Pa ran.tes
&Vectors

RESEARCH Open Access

Canine visceral leishmaniasis in an urban setting
of Southeastern Brazil: an ecological study
involving spatial analysis

Rafael Gongcalves Teixeira-Neto*", Eduardo Sérgio da Silva®, Renata Aparecida Nascimento?, Vinicius Silva Belo™*,
Cldudia di Lorenzo de Oliveiraz, Leticia Cavalari Pinheiro' and Célia Maria Ferreira Gormjo1

Abstract

Background: The physical characteristics of the environment influence the composition, distribution and behavior
of the vectors and mammalian hosts involved in the transmission of visceral leishmaniasis (VL), thereby affecting
the epidemiology of the disease. In Brazil, urbanization of human VL is a recent phenomenon and represents an
issue of particular concern to local health authorities. The present study aimed to establish the degree of spatial
dependency between canine and human VL in the municipality of Divinépolis, Minas Gerais, Brazil, and to identify
priority risk areas in which stricter control measures should be implemented.

Methods: The selected canine population comprised 3,652 dogs distributed within 11 strata and 1,247 urban
blocks. Serum samples were collected between March 2013 and February 2014. Serodiagnosis of dogs was
performed using the enzyme-linked immunosorbent assay and the indirect fluorescent-antibody test. The blocks
sampled for canine VL and the addresses of the 16 confirmed cases of human VL notified in Divindpolis during the
period 2007-2013 were georeferenced. Spatial analysis of the data was performed using Kernel density estimation,
Ripley’s bivariate K-function and directional distribution methods.

Results: The overall prevalence of seropositive animals was 4.63% (range 3.95 - 5.31) (n =169) and varied in different
strata between 0.9 (range 00 - 191) and 8.73% (range 565 - 11.81). A positive spatial dependency was detected
between human and canine VL in which the occurrence of human cases of the disease tended to concentrate in
locations that were close to areas with a higher incidence of canine VL. The priority risk area could be clearly
distinguished from Kernel density estimation and standard deviational ellipse plots in which the human VL ellipse
was totally enclosed within the canine VL ellipse.

Conclusions: The results presented herein will enable the Municipal Health Office of Divinépolis to devise a more
effective management plan for human VL in which specific strategies would be applied to areas presenting
different levels of risk. This spatial evaluation of leishmaniasis model could be applied in other urban areas of Brazil.

Keywaords: Visceral leishmaniasis, Epidemiology, Spatial analysis, Statistical tools, Disease control
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Background

Visceral leishmaniasis (VL) is a severe infectious disease
that can result in death if not diagnosed and treated in a
timely manner. It is estimated that, on a worldwide
basis, more than 500,000 new cases of VL occur every
year resulting in 51,000 VL-related deaths [1,2]. Although
the disease is endemic in 87 countries, 66 of which are
located in Africa, Asia and Europe and 21 in the Americas,
the vast majority (~90%) of notified cases occur in
Bangladesh, Brazil, Ethiopia, India, South Sudan, and
Sudan [3].

Historically, VL was characterized in Brazil as a rural
endemy [4], but during the early 1980s the disease
suffered an epidemiological transformation by spreading
to urban areas of the country. Moreover, reports of the
occurrence of VL in large urban centers have became in-
creasingly more frequent as shown by studies conducted
in the southeastern metropolitan areas of Sao Paulo [5],
Rio de Janeiro [6] and Belo Horizonte [7,8], as well as in
the northeastern capitals of Terezina [9], Sao Luis
[10,11] and Fortaleza [12].

The factors responsible for the urbanization of VL in
Brazil have received considerable attention, particularly
those relating to environmental changes promoted by
the rural exodus, the lack of planning and sanitation in
urban areas, the adaptation of the main insect vector to
urban settings, and the presence of domestic reservoirs
of the disease [13-16]. Considering such factors, it is
clear that the success of disease control programs will
depend on the development of tools that will assist in
defining strategies for epidemiological surveillance that
target local realities and in facilitating the implementation
of appropriate actions.

In 1984, the Brazilian Ministry of Health created a
Program for the Monitoring and Control of Visceral
Leishmaniasis (Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral; PVCLV), the objectives of which
were to diminish the level of morbidity and the rate of
mortality associated with VL and to reduce the risks of
disease transmission. Management strategies were aimed
at the diagnosis and treatment of human cases of VL as
early as possible, the control of the vector population
(ie. phlebotomine sandflies), and the elimination of
domestic canine reservoirs [17]. Unfortunately, these strat-
egies have not led to a reduction in the number of cases in
endemic areas nor have they impeded the emergence of
VL at focal points in disease-free areas [18].

Spatial analysis in health is a field of science concerned
with understanding the geographical patterns of morbid-
ity and mortality relating to an infectious disease, and
the association of these patterns with the characteristics
or risk factors responsible for its dissemination. The
technique has been widely employed in the study of
leishmaniasis and has permitted detailed analyses of the
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spatial dependency between canine and human VL,
the distribution of the vector, and the characterization
of areas with high incidence and high risk of morbid-
ity [7,18-27].

The aim of the present study was to perform a spatial
analysis of canine VL in the municipality of Divindpolis,
state of Minas Gerais, Brazil, in order to establish the
spatial dependency between the occurrence of canine
and human VL and to identify priority areas for imple-
menting stricter surveillance and control actions.

Methods

Details of the project were approved by the Ethical
Committee in Research of the Universidade Federal de
Sao Jodo Del Rey (UFSJ; protocol number 35/2010), and
all procedures were conducted in accordance with the
guidelines of the Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA).

Study site

Divindpolis (20.13889 S; 44.88389 W) is located in the
Vale do Itapecerica (state of Minas Gerais) and is home
to one of the main centers of the metallurgical industry
in the region (Figure 1). The population comprises some
216,000 inhabitants [28]. According to the Municipal
Health Surveillance Service, Divindpolis is classified as
endemic for cutaneous leishmaniasis and 46 human
cases have been notified between 2007 and 2013. Although
the first case of human VL was recorded in the area in
2007, with a further 15 new cases notified between 2008
and 2013, no investigation has been carried out concerning
the prevalence of canine VL and its relation to the distribu-
tion of human leishmaniasis.

Dog population evaluated

The criteria for including dogs in the serological survey
for LCan were that they were domestic animals with
owners and that they had been accustomed to living at
home. Stray dogs were not included in the study due to
their greater rate of movement and the consequent
interference in spatial data analysis.

Epidemiological survey of canine VL

The survey employed proportional stratified cluster
sampling in which the strata were the sectors of the
Plan for the Eradication of Aedes aegypti (Plano de
Erradicagdo do Aedes aegypti; PEAa) and the clusters
were the blocks located within each district. We chose to
use the stratification system based on PEAa because it is
recommended by Brazilian Ministry of Health [17] for
efforts to control LV. The use of this method can facilitate
consistent sampling among municipalities, however, re-
gions that do not have a stratification system based on
PEAa, may apply other stratification methods. Pursuant to
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Figure 1 Maps of Brazil, the state of Minas Gerais (Blue) and the municipality of Divindpolis (Red) (A); Districts of the municipality of
Divinoépolis (B). Map B shows the districts and principal green areas of the municipality of Divindpolis together with the 11 strata representing

the sectors arganized according to the plan proposed by the Brazilian Ministry of Health for the eradication of Aedes aegypti. Each stratum is
divided into districts and blocks, and sampling of dogs was performed in 1247 blocks.

the PEAa, the council of Divindpolis has stratified the
municipality according to the density of the human
population by defining 11 strata each with approximately
17,000 inhabitants (Figure 1). Each stratum is subdivided
into districts, and these are further segregated into blocks,
delimited by streets, with an approximate size of 10,000 to
15,000 m”,

In order to estimate the dog population in the city we
used data from the latest rabies vaccination campaign.
With this information it was possible to estimate the
relationship between human and canine populations.
Assuming that the geographical distribution of the
population of domestic dogs correlates with the distri-
bution of the human population and to ensure the
proportional representation of all districts of Divindpolis,
the number of dogs tested in each district was directly
proportional to the size of the human population in that
district. Thus, if the human population of a given district
comprised 10% of the total population of the stratum, the
canine sample size of the district was taken as 10% of the
total number of dogs in the stratum.

In order to calculate the sample size, a table describing
the number of animals to be sampled according to the es-
timated canine population of the district and the expected

prevalence of canine VL, considering a level of significance
of 5%, was employed [17]. The prevalence of canine VL
was set at 3% on the basis of a preliminary study per-
formed by our research group in one restricted area of the
municipality. According to the above, the total sample
population required was determined to be 3,652 dogs
representing 332 animals for each of the 11 strata. The
selection of blocks for canine sampling was determined
with the help of a random number table, with the number
of blocks drawn being based on the total number of dogs
to be sampled in each district while maintaining propor-
tional representation in relation to the stratum. The num-
ber of dogs to be sampled in each block was calculated by
dividing the total number of dogs in the district by the
total number of blocks in the same district. In this man-
ner, proper distribution of the sample was maintained by
eliminating the possibility of sampling too many animals
in a single block.

Serodiagnosis of canine VL

Blood samples were collected from animals, transferred to
filter papers and stored in the freezer at -20°C until
required for analysis. Following the introduction of The
Brazilian Ministry of Health Guidelines that were effective
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until 2013, diagnosis of infection was performed through
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and con-
firmation of seropositivity was achieved by indirect fluor-
escent-antibody test (IFAT) using the respective EIE-LVC
and IFI-LVC serological kits (Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos, Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil)
according to the instructions provided by the manufac-
turer. Serum samples were collected between March 2013
and February 2014. The assays were carried out in the
Laboratory of Parasitology at UFS], which is accredited
by the Brazilian Ministry of Health for the performance
of such tests.

Georeferencing

All blocks in which dogs had been sampled, together
with the addresses of the VL patients notified during the
period 2007-2013, were georeferenced using a Garmin
GPSMAP 768 (Olathe, KS, USA) hand-held global posi-
tioning unit. We included all human cases of visceral
leishmaniasis that had a diagnosis confirmed by a labora-
tory certified by the Brazilian Ministry of Health and that
were reported by the municipal health department
between the years 2007 and 2013. The geographic coordi-
nates were recorded at the centers of the blocks, the posi-
tions of which were ascertained by reference to Google
Earth® (Mountain View, CA, USA). Data were stored in a
database created especially for the study and plotted on
the map of Divinépolis. Mapping and spatial analyses of
the data were performed using ESRI ArcGIS™ version 10.0
(Redlands, CA, USA) and R version 3.0.2 (R Development
Core Team, Wirtschaftsuniversitit Wien, Vienna, Austria)
software with the aim of identifying VL distribution
patterns.

Ripley’s bivariate K-function analysis

The dependency between cases of canine and human VL
was determined using Ripley’s K12-cross function, which
indicated whether the point patterns within a study area
were either independent of one another, or exhibited
attraction (the two types of events tended to occur close
together), or exhibited repulsion (the two types of events
tended to occur far apart) [29]. Ripley’s K12-function
was defined as:

K(d) = %E(NM)

where, E(Noy) is the expected number of type 2 events
within a distance of up to d of an arbitrary type 1 event,
and A, is the total density of type 2 events in the
study area.

Ripley’s K12-functions were plotted using R software
version 3.0.2, and envelopes of bivariate functions were
constructed from random toroidal shifts in order to detect
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patterns of spatial association between the two types of
point patterns. If the curve is inside the envelope the two
point patterns are spatially independent, otherwise they
are spatially dependent. In the case of spatial dependency,
the relationship may be positive (when the curve is above
the upper line of the envelope) or negative (when the
curve is below the lower line of the envelope).

Kernel image segmentation

Kernel density estimation is a clustering technique that
has been applied to image segmentation in order to pro-
duce hotspot maps showing spatial trend patterns of an
infectious disease [30]. In this study, each observation
was weighted according to its distance from a central
value (nucleus), thereby creating a continuous surface
representing the density of VL in which hotspots (clusters)
were highlighted. The search radius was fixed at 300 m,
and the corresponding density map was plotted using
ESRI ArcGIS™ version 10.0 software.

Directional distribution of human and canine VL

The standard deviational ellipse method was used to
summarize the spatial characteristics of VL clusters in
terms of central tendency, dispersion and directional
trends. Ellipses, which were plotted using ESRI ArcGIS™
version 10.0 software, marked areas with higher concen-
trations of infection and provided information about the
asymmetry and distribution of the data. The long axis of
each ellipse defined the direction of maximum dispersion,
whereas the short axis (perpendicular to the long axis)
revealed the direction of minimum dispersion.

Results

A total of 1,247 blocks in the municipality of Divindpolis
were sampled and their geographical coordinates are
represented as red and green dots on the map presented
in Figure 2. Of the 3,652 dogs surveyed within these
blocks, 169 were seropositive for VL presenting an overall
prevalence of 4.63% (range 3.95 - 5.31%). The addresses of
the 16 confirmed cases of human VL notified during the
period 2007-2013 were also georeferenced and are repre-
sented as yellow stars on the map shown in Figure 2.

The Ripley’'s K12-function plot depicted in Figure 3
indicates a positive spatial dependency between human
and canine VL in which the occurrence of human cases
of the disease in Divinopolis tended to concentrate in
locations that were close to areas with a higher incidence
of canine VL. Analysis of the Kernel density map (Figure 4)
revealed that canine VL was widely distributed in the mu-
nicipality with seropositive dogs identified in all 11 strata.
However, the prevalence of the disease varied consider-
ably, ranging from 0.9% (range 0.0 - 1.91%) in stratum 2
to 8.73% (range 5.65 - 11.81%) in stratum 7 (Table 1). Pri-
ority areas for the implementation of stricter measures to
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Figure 2 Districts of the municipality of Divindpolis. Yellow stars represent the human cases of visceral leishmaniasis recorded during the
period 2007-2013, while the red and green dots represent the 1,247 sampled blocks in which the serological survey was performed with
presence or absence of infected dogs respectively.
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Figure 3 Ripley’s bivariate K-function analysis. The black continuous curve above the upper line of the envelope demonstrates the positive
spatial dependency between canine and human visceral leishmaniasis in Divindpolis.

99



Teixeira-Neto et al. Parasites & Vectors 2014, 7:485
http://www.parasitesandvectors.com/content/7/1/485

Anexos

Page 6 of 10

8
Kilometers

where the density of seropositive dogs was more observed.

Figure 4 Kernel density map showing the distribution of canine visceral leishmaniasis in Divinépolis. The red spots represent the areas

control VL could be clearly identified from the directional
distribution of canine cases revealed in the standard devi-
ational ellipse plots of human and canine VL (Figure 5). It
is noteworthy that the human VL ellipse was included
inside the much larger canine VL ellipse.

Table 1 Distribution and seroprevalence of canine
visceral leishmaniasis in Divinopolis, Brazil, between
March 2013 to February 2014

Stratum® Sampled Seropositive Prevalence of
dogs (n) dogs (n) canine VL (%)®
01 332 10 301 (114 - 488)
02 332 3 090 (00-1591)
03 332 16 482 (248 -7.16)
04 332 6 1.81 (035 -3.27)
05 332 1 331 (1.36 - 5.26)
06 332 28 843 (54-1146)
07 332 29 873 (565 -1181)
08 332 16 482 (248 -7.16)
09 332 18 542 (295 - 7.89)
10 332 6 181 (035-327)
11 332 26 7.83 (490 - 10.76)
Total 3652 169 463 (3.95 -531)

®Divinépolis is divided into 11 strata representing the sectors organized
according to the plan proposed by the Brazilian Ministry of Health for eradication
of Aedes aegypti. Each stratum is subdivided into districts and each district is
subdivided into blocks as represented in Figure 2.

950 confidence interval shown in brackets.

Discussion

While human VL is a serious public health problem
throughout Brazil, the continued spread of the disease
within urban areas represents a particular cause for concern
[7-12]. Moreover, despite the efforts of the Brazilian health
authorities, human VL continues to expand [31], indicat-
ing the ineffectiveness of the PVCLV.

The urbanization of VL is not a phenomenon exclusive
to Brazil, however, since it has been described in other
countries including Iran [32], Mexico [33] and Morocco
[34]. A number of factors are believed to be responsible
for the urbanization of the disease and these include
operational and technical difficulties in eliminating the
potential reservoirs, failure in controlling the propaga-
tion of the vector, and the high cost of control measures
[35]. These failures contribute to the persistence of res-
ervoirs and vectors in urban centers, a situation that not
only sustains the disease cycle but also contributes to its
expansion into disease-free areas.

In Brazil, epidemiologists are of the opinion that a key
issue responsible for the failure of PVCLV is the difficulty
of allocating municipal financial resources to the program
[36]. Considering this shortfall in funding, it is clearly of
fundamental importance to adjust control policies and ac-
tions to the specific realities of the areas concerned [8,17].

In Divinépolis, the first cases of canine VL were identi-
fied by our research group in 2003, at which time it was
possible to isolate and characterize the parasite Leishmania
infantum in dogs originating from the local society for the
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human visceral leishmaniasis were notified during the period 2007-2013.

Figure 5 Directional distribution of canine (red ellipse) and human (blue ellipse) visceral leishmaniasis in Divinépolis. The 16 cases of

protection of animals (unpublished data). Four years
elapsed until the first notification of human VL in 2007 by
the Municipal Health Surveillance Service of Divindpolis,
and this has been followed by 15 additional cases in subse-
quent years (2008-2013).

Epidemiological studies carried out in various urban
areas have concluded that canine VL generally precedes
human VL. Moreover, canine VL is considered the pri-
mary cause of all registered outbreaks since there are no
reports of the occurrence of human VL in the absence
of infected dogs [35]. The association between canine
and human VL was suggested in studies conducted more
than 10 years ago. Thus, Camargo-Neves et al. [36]
showed that a high incidence of human VL occurred
in areas where canine VL was more prevalent, while
Oliveira et al. [7] reported that the spatial distribution
of VL in Belo Horizonte suggested a correlation between
the two forms of the disease. More recently, the presence
of Leishmania-infected dogs was considered a risk factor
for human VL in urbanized environments [24]. In addition,
some epidemiological studies support the hypothesis that
dogs are the main reservoir of L. infantum in the urban
environment [13,37]. It is of interest to note that the asso-
ciation between human VL and infected dogs has also been
reported by researchers from countries such as Iran [38]
and Uzbekistan [39].

A determining factor in the dissemination of VL in
Divindpolis is the presence of the principal vector of
L. infantum, namely, the phlebotomine sandfly. More
than 17 species of the subfamily Phlebotominae have

been collected in the urban area of Divindpolis, dem-
onstrating the existence of higher species richness in
comparison with other towns in Minas Gerais endemic
for VL. Seven of the 17 phlebotomine species identi-
fied in Divindpolis were confirmed or suspected vectors
of Leishmania spp., among which Lutzomyia longipalpis
was the most abundant [40]. The rapid dissemination of
VL among the canine population and the emergence
of the disease among humans of Divindpolis results
from the presence of the agents of disease transmission
and Leishmania-harboring reservoirs (dogs), and the in-
ability of PVCLYV to break the transmission cycle.
Geographic information systems and spatial analysis of
infectious diseases have become common tools and are
used widely by Brazilian researchers working in the field
of leishmaniasis [7,18,19,22,24-27]. Spatial analysis allows
the visualization of regions with the highest prevalence of
the disease and assists in the identification of associated
risk factors and in the design of appropriate management
strategies. Moreover, knowledge of the geographical con-
text increases the ability to predict disease patterns and to
identify target areas likely to be at the highest risk, thereby
reducing the overall costs of control programs. Cutting
costs is essential for the success of PVCLV since the pro-
gram places a heavy financial burden on the municipal
public health system [14,41]. Real and Biek [42] have em-
phasized the need to recognize the spatial heterogeneities
that exist in different urban settings since the physical
attributes of the environment may modulate the gen-
etic structure and the spatial dynamics of host—pathogen
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interactions. In the case of VL, there has been much
concern about the importance of characterizing different
cities with the purpose of proposing specific strategies for
low- and high-risk areas. Thus, Costa et al. [43] have em-
phasized the need to identify priority risk areas within an
endemic region and to apply control measures according
to the prevalence of infected dogs. These authors state
that the removal of asymptomatic seropositive animals
should be intensified in areas with greater prevalence of
canine VL even though the strategy of euthanasia remains
somewhat controversial. Following spatial analysis of
human and canine VL in Sao Luis, Barbosa et al. [25] were
able to establish priority risk areas and suggested that
those with a higher density of infected dogs should be
preferentially targeted. Araujo et al [24] performed spatial
analysis in some districts of Belo Horizonte and identified
the areas with the highest risk of VL together with their
associated risk factors. According to these authors, the
relative risk of human VL was positively correlated with
the density of infected dogs.

Some limitations of the study should be mentioned: i)
not evaluating stray animals may result in an underesti-
mation of the prevalence of canine infection. According
to a recent review, stray animals are at a higher risk of
being infected than are domestic animals [37]; ii) we did
not use spatial analysis techniques that evaluate the
interpolation of data and that provide relevant informa-
tion about the animals that live in non-sampled regions.
Considering that local digital databases have limitations
that hinder the application of more sophisticated methods
of spatial analysis, we chose to use tools that are easy to
implement and interpret, even by professionals not accus-
tomed to statistical spatial analysis.

The spatial distribution of VL may not be stable, so it
is important to understand the epidemiological realities
of each region in order to develop more effective control
measures. In spite of local peculiarities, the presence of
infected dogs is considered by many researchers to be
one of the major risk factors associated with human VL
[13-15] and among the epidemiological variables that
favor the spread of the disease the presence of domestic
dogs is the most stable. We should clarify that the use of
this method for defining risk areas provides an initial
assessment of the distribution of the disease in an urban
center and it should be followed-up with additional
research. Other spatial analysis techniques that evaluate
the interpolation of data, as well as studies involving stray
animals and the presence of wild and synanthropic vectors
and reservoirs, should also be implemented. With the
addition of such studies a more realistic epidemiological
assessment and documentation of the dispersion of the
disease can be made.

Perhaps the techniques applied in this study (Kernel
image segmentation, Ripley’s K12 function and directional
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distribution analysis) were efficient in determining not
only the positive dependency between canine and human
VL in Divinépolis but also the potential highest priority
risk area. This area could be clearly distinguished from
standard deviational ellipse plots in which the human VL
ellipse was totally enclosed within the canine VL ellipse.
However, it is necessary to keep in mind that we mapped
only symptomatic human cases, and as such they may not
reflect the actual spatial distribution of all human cases of
VL. In order to better identify risk areas asymptomatic
human cases need to be included as well before a more
accurate assessment of the spatial distribution of human
VL can be achieved. These techniques can be readily ap-
plied to other urban settings.

Conclusions

The results presented herein can assist the Municipal
Health Office (Secretaria Municipal de Satde) of
Divinépolis to devise an appropriate disease management
plan whereby specific strategies would be applied to differ-
ent risk areas. The identification of risk areas based on the
distribution of infected domestic dogs may serve as a
directional study in that it allows the evaluation of the
most efficient way to apply other epidemiological assess-
ment strategies. Studies of the distribution of CanL should
be developed continuously and include the spatial distri-
bution of vectors, wild and synanthropic reservoirs, and
stray dogs in order to contribute to a more complete
understanding of the mechanisms of spatial dispersion of
LV in large urban centers.

In conclusion, the PVCLV should use a risk manage-
ment approach since the control and prevention of VL
depends entirely on disrupting the transmission cycle of
L. infantum. Thus, mapping high and low risk areas in
urban settings is crucial to the success of such programs
in large urban centers in Brazil
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The transmission of Leishmania involves several species of sand flies that are closely associated with
various parasites and reservoirs, with differing transmission cycles in Brazil. A study on the phlebotomine
species composition has been conducted in the municipality of Divindpolis, Minas Gerais, Brazil, an
endemic area for cutaneous leishmaniasis (CL), which has intense occurrence of visceral leishmaniasis
(VL) cases. In order to study the sand flies populations and their seasonality, CDC light traps (HP model)
were distributed in 15 houses which presented at least one case of CL or VL and in five urban parks
(green areas). Collections were carried out three nights monthly from September 2010 to August 2011.
A total of 1064 phlebotomine specimens were collected belonging to two genera and seventeen species:
Brumptomyia brumpti, Lutzomyia bacula, Lutzomyia cortelezzii, Lutzomyia lenti, Lutzomyia sallesi, Lutzomyia
longipalpis, Lutzomyia migonei, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia neivai, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia
christenseni, Lutzomyia monticola, Lutzomyia pessoai, Lutzomyia aragaoi, Lutzomyia brasiliensis, Lutzomyia
lutziana, and Lutzomyia sordellii. L. longipalpis, the main vector of Leishmania infantum in Brazil, was
the most frequent species, accounting for 76.9% of the total, followed by L. lenti with 8.3%, this species
is not a proven vector. Green and urban areas had different sand flies species composition, whereas
the high abundance of L. longipalpis in urban areas and the presence of various vector species in both
green and urban areas were also observed. Our data point out to the requirement of control measures
against phlebotomine sand flies in the municipality of Divinopolis and adoption of strategies aiming
entomological surveillance.
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has increased considerably within Brazil. Currently, the disease
constitutes one of the most serious problems faced by the public
health authorities (Brasil, 2006).

Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe form of the dis-

1. Introduction

The leishmaniasis are the most severe and common sand
fly-borne diseases. The phlebotomine sand flies are notorious

vectors of human diseases caused by Leishmania (Young and
Duncan, 1994). Over the last decade, the number of cases and
the geographical spread of visceral and cutaneous leishmaniasis
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ease owing to its high mortality rate. VL presents peri-urban
and urban patterns of occurrence in many Brazilian cities includ-
ing Belo Horizonte, Campo Grande, S3o Luis, and Teresina (Silva
et al.,, 2001; Felipe et al., 2011; Soares et al., 2011; Oliveira et al.,
2012). Regarding about the 27 Brazilian states, 19 have reported
autochthonous VL cases. Recently, the expansion of the disease has
been observed in the Amazon basin as a result of human activities
such as deforestation, establishment of field plantations, mining,
and new settlements (Silva-Nunes et al., 2008).

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a disease with a range of
etiological agents, reservoirs, vectors and transmission patterns.
Comprehension about this zoonotic disease is still limited in certain
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Fig. 1. Divindpolis municipality map, showing the collection places of sand flies - NLU 1 to NLU 6 - Urban localities, GA: Green areas—from September 2010 to August 2011.

aspects, which makes it difficult to control. World Health Organiza-
tion considers CL one of the six most important infectious diseases
due toits high detection rates and the potential to cause deformities
in patients (World Health Organization, 2010).

The zoonosis is widely disseminated in Brazil, which reports
cases in all regions. From 1985 to 2005, there was an aver-
age annual rate of 28,568 autochthonous cases recorded and a
medium detection rate of 18.5 cases per 100,000 inhabitants (Brasil,
2007). The first records of CL cases in Minas Gerais state were
associated to deforestation to construction of roads and to agri-
cultural activities (Orsini, 1940). However the transmission of the
disease in Minas Gerais has changed with outbreaks occurring
in rural settlements and in peri-urban and urban areas, as in
other Brazilian regions (Lainson, 1989; Brasil, 2007; Gontijo et al.,
2002).

An important aspect of the leishmaniasis in Brazil is the adap-
tation of proven vectors of different species of Leishmania to urban
areas of many municipalities. For instance Lutzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912), the main vector of Leishmania infantum, Lut-
zomyia intermedia (Lutz & Neiva, 1912) and Lutzomyia whitmani
(Antunes & Coutinho, 1939) vectors of Leishmania braziliensis are
commonly collected in urban areas (Barata et al., 2005; Gontijo
et al., 2005; Carvalho et al., 2009; Saraiva et al., 2011).

Divinépolis municipality is considered an endemic region of
CL. In the 1990 decade 135 human cases of American cutaneous
leishmaniasis were reported. From 2000 to 2011, 52 cases were
recorded by Health Authorities (DEDCH, 2012). Considering the
occurrence of VL in the municipality, four cases were registered in
2011. According to the classification of Ministry of Health in Brazil
for areas to surveillance and control of visceral leishmaniasis, the
Divindpolis is ranked as a moderated transmission area whereas
the average number of VL human cases was between 2.4 and 4.4
cases in the last five years. Until now, 21 species of sand flies were
reported in the municipality of Divinépolis (Andrade Filho et al.,
2008; Margonari et al., 2010).

This classification indicates the necessity of epidemiological
surveillance measures with respect to VL, once other cities in Minas
Gerais state have had the same historical profile, currently are areas
of intense transmission of VL, for instance Belo Horizonte and Santa
Luzia municipalities (PBH, 2011).

Disorganized growth of Divindpolis can favor the proximity of
suburban areas and areas of residual forest. This fact can promote
the occurrence of transmission cycles of leishmaniasis. Never-
theless there are no concluded studies on the epidemiology of
leishmaniasis in the municipality. As stated by Silva et al. (2001)
several zoonoses have assumed increasing public health impor-
tance due to their urbanization. However these urban rates have
increased without the incidence of the diseases being reduced in
rural areas. Alterations in rural environments and the constant
migratory movements of the population to the periphery of cities
have facilitated this process.

The aim of this study was to provide information about the
diversity, abundance and seasonality of sand flies vectors in the
municipality, focusing the development of control measures well
targend and entomological surveillance.

2. Materials and methods
2.1. Study area

Divinépolis has 213,000 inhabitants in a total area of 708 km?
(IBGE, 2011). The municipality coordinates are 20° 821”5 e 44
5317"W, the altitude ranges from 600 to 850 m above sea level.
Divindpolis is located in the metallurgical zone, in the region called
“Alto S3o Francisco River” in Minas Gerais state, Brazil (Fig. 1).
The municipality benefits from a humid subtropical climate (Cwa
- Koppen climate classification), warm weather with a distinctly
dry winter. The average annual temperature is 16°C and an aver-
age rainfall varies from 1200 to 1700 mm/year. The average annual
humidity of the air varies around 72%. The predominant vegeta-
rion in the municipality is the Brazilian Savannah called “Cerrado”.
Main degradation factors in the area include the pastoral activ-
ity, due to the extensive cattle raising, and the urban occupation
(SEPLAN/PMD, 1998).

2.2. Sample collection and identification of phlebotomines
Sampling was performed every month between September

2010 and August 2011, using CDC light traps, HP model (Pugedo
et al, 2005) located in fifteen houses and in five green areas.
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Table 1

Collected sand flies per species, sex and area of study (urban and green areas) in Divindpolis municipality from September 2010 to August 2011.
Species Total of collected specimens per sex (%) Total of collected specimens perarea (%) Total (%)

[} d Urban Green

Brumptomyia brumpti - 5(0.5) - 5(05) 5(0.5)
Lutzomyia aragaoi 13(1.2) 10(0.9) 3(0.3) 20(1.9) 23(2.2)
Lutzomyia bacula 1(01) - - 1(0.1) 1(0.1)
Lutzomyia braziliensis 1(0.1) 1(0.1) 1(0.1) 1(0.1) 2(02)
Lutzomyia christenseni 2(0.2) - - 2(02) 2(02)
Lutzomyia cortelezzii 1(01) 13(1.2) 14(1.3) - 14(1.3)
Lutzomyia intermedia - 4(0.4) - 4(0.4) 4(0.4)
Lutzomyia lenti 27(2.5) 61(5.7) 4(0.4) 84(7.9) 88(8.3)
Lutzomyia longipalpis 100(9.4) 718(67.5) 812(76.3) 6(0.6) 818(76.9)
Lutzomyia lutziana 2(0.2) 2(0.2) 1(0.1) 3(03) 4(04)
Lutzomyia migonei 1(01) - - 1(0.1) 1(0.1)
Lutzomyia monticola 4(04) 2(0.2) 3(03) 3(0.3) 6(0.6)
Lutzomyia neivai 3(0.3) 5(0.5) 1(0.1) 7(07) 8(0.8)
Lutzomyia sallesi 23(22) 7(0.7) 28(92.6) 2(032) 30(2.8)
Lutzomyia sordelli 2(0.2) 2(0.2) 3(03) 1(0.1) 4(0.4)
Lutzomyia pessoai - 1(0.1) 1(0.1) - 1(0.1)
Lutzomyia whitmani 18(1.7) 35(3.3) 20(1.9) 33(3.1) 53(5.0)
Total (%) 198 (18.6) 866(81.4) 891(83.7) 173(16.3) 1064(100)

The sampling sites comprised 15 residences in which at least one
human case of VL or CL was reported in 2009, and five segments of
green areas located in the city, called urban parks.

The analyses were performed by grouping the urban sampling
sites according to geographical proximity on six areas: NLU1 (two
traps), NLU2 (two traps), NLU3 (three traps), NLU4 (two traps),
NLU5 (five traps), NLUG (one trap). Green areas were analyzed
together (ten traps) (Fig. 1). This procedure has been made to
enhance the analytical power. The comparison between the areas
was carried out through the average number of collected sand flies
specimens since the number of traps in each area was different.

A total of 25 traps were employed, with one trap in each resi-
dence and two in each green area. The traps were exposed between
6:00 p.m. and 06:00 a.m. during three nights of collection. Sampling
time per trap was 432 h and the total sampling hours was 10,800.
Trapped specimens were identified according to the classification
proposed by Young and Duncan (1994).

2.3. Analyses

Data were organized through Excell 97/2003 which was used to
the descriptive statistics. Graph Pad Prisma 4.0 was used for sta-
tistical analyses. The climatological data were obtained from the
Health Secretary of Divinépolis Muncipality.

3. Results

Phlebotomine specimens belonging to eight genera and sev-
enteen species were collected and identified: sixteen species of
Lutzomyia i.e. Lutzomyia bacula (Martins, Falcio & Silva, 1965),
Lutzomyia. cortelezzii (Bréthes, 1923), Lutzomyia lenti (Mangabeira,
1938), Lutzomyia sallesi (Galvio & Coutinho, 1939); L. intermedia
(Lutz & Neiva, 1912), Lutzomyia. neivai (Pinto, 1926), L. whit-
mani (Antunes & Coutinho, 1939), Lutzomyia christenseni (Young &
Duncan, 1994), Lutzomyia monticola (Costa Lima, 1932}, Lutzomyia
pessoai (Coutinho & Barretto, 1940), Lutzomyia aragaoi (Costa Lima,
1932), Lutzomyia brasiliensis (Costa Lima, 1932), Lutzomyia lutziana
(Costa Lima, 1932), Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), Lut-
zomyia migonei (Franca, 1920) and Lutzomyia sordellii (Shannon e
Del Ponte, 1927). Regarding the other genera, Brumptomyia, only
one species of genus was collected. Respectively: Brumptomyia
brumpti (Larrousse, 1920), (Table 1).

A total of 1064 specimens were collected. Urban sites displayed
a much higher abundance of phlebotomines than the green areas,
respectively 83.7% and 16.3% of the total were collected in each area.

Lutzomyia longipalpis accounted for 76.9% of the total number of
specimens collected, followed by L. lenti (8.3%), L. whitmani (5.0%),
L. sallesi (2.8%) and L. aragaoi (2.2%). With regard to the ratio of
genders 81.4% of the specimens were males and 18.6% were females
(Table 1).

Green areas displayed a little higher specific richness of phle-
botomines than the urban sites; 15 phlebotomine species were
identified; 12 species were collected in urban sites (Table 1). From
the total collected in urban areas (891 specimens), 91% (812 spec-
imens) belong to L. longipalpis species. This species was mainly
collected in urban areas 99.3% of specimens and only 0.7% were
collected in green areas. It is important to point out that from the
specimens of L. longipalpis collected in urban areas 85% come from
a single house located in NLU4 (Table 2).

With respect to L. lenti, 95.5% (84) of specimens were collected
in green areas and 4.5% (4) were collected in urban areas, while
L. whitmani, 37.7% (20) of the specimens were collected in urban
areas and 62.3% (33) in green areas. Some species were collected
exclusively in the green areas: B. brumpti, L. bacula, L. christenseni,
L. intermedia, L. migonei. The species L. cortelezzii e L. pessoai were
recorded only in urban areas.

The six urban areas studied showed different patterns of rich-
ness and abundance of sand flies species. In the area NLU1, five
species were collected with the predominance of L. sallesi although
L. longipalpis was not found at this location.

In the areas NLU 2 and 4, six species were collected with the
predominance of L. longipalpis. In the area NLU 4, L. longipalpis
has reached the highest average of specimens collected among
all locations of the study. The location NLU 3 had a richness of
eight species with the predominance of L. sallesi. In the localities
NLU 5 and 6, the richness was five and three species, respectively,
and the predominant species was L. longipalpis in these two areas
(Table 2).

Green areas had a richness of 15 species and the predominant
ones were: L lenti, L. whitmani and L. aragaoi, respectively (Table 2).
Differences in the proportions of species collected in the two types
of environment (urban and green areas) were statistically signifi-
cant (p<0.0001) (Table 3).

The curve representing the seasonal variation in the numbers
of sand flies captured (Fig. 2) peaked in April and May 2011. L.
whitmani and L longipalpis were the only species collected in all
months of the study, L. sallesi has not been collected only in July.
The presence of a greater number of phlebotomines coincided with
the periods during and after the rainfalls, which were characterized
by higher relative humidity and milder temperatures.
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Table 2

Average of collected specimens per light trap in each area of study in Divindpolis municipality from September 2010 to August 2011.

Collected species Places of collection

NLU1 NLUZ NLU3 NLU4 NLUS NLUG Green areas

2 d Q s) Q a Q a Q ) Q ) Q d
Brumptomyia brumpti - - - - - - - - - - - - _ 1
Lutzomyia aragaoi - - - - 1 - - - - - - - 2 2
Lutzomyia bacula - - - - - - - - - - - - 0.2 -
Lutzomyia braziliensis - - - 05 - - - - - - - - 02 -
Lutzomyia christenseni - - - - - - - - - - - - 0.4 -
Lutzomyia cortelezzii - - - 15 - - - 15 02 14 - - - -
Lutzomyia intermedia - - - - - - - - - - - - _ 0.8
Lutzomyia lenti - 0.5 - - 03 0.3 - 0.5 - - - - 52 11.6
Lutzomyia longipalpis - - 1 4 03 07 36 310 44 11.2 2 27 0.2 1
Lutzomyia lutziana - 0.4 - - 03 - - - - - - - 02 -
Lutzomyia migonei - - - - - - - - - - - - 0.2 -
Lutzomyia monticela - - - 03 07 - - - - - - - 0.4 0.2
Lutzomyia neivai - - - - - - - 0.5 - - - - 0.6 0.8
Lutzomyia sallesi 1.5 - 0.5 - 1 0.3 1 1.5 2.6 04 - - 0.2 0.2
Lutzomyia sordelli 0.5 - - - - - - - - 0.2 - 1 0.2 -
Lutzomyia pessoai - - 0.3 - - - - - - - _
Lutzomyia whitmani - 0.5 0.5 - 03 07 3 2 - 0.2 1 3 18 48

Table 3

Proportion of collected sand flies specimens per species and urban and green areas in Divindpolis muncipality from September 2010 to August 2011.

Studied areas L. lenti L. sallesi L. longipalpis L. whitmani L. aragaoi Other species
Urban areas 04 26 76.2 1.9 03 23
Creen areas 79 0.2 0.6 31 19 26
Total 83 28 76.7 5.0 22 49

P-value <0.0001, Chi-square test.

4. Discussion

Leishmaniasis are considered eco-epidemiological events
extremely complex. Currently, urbanization adds up to this com-
plexity, thus them represent a challenge to global public health.
An increase in the number of cases of all forms of leishmaniasis
occurred in the world over the past twenty years. Some experts
consider them emerging diseases in some areas, and reemerging in
others (Ashford, 2000).

20%
18%
16%
14%

12%
10%
8%
6%

4%

Percentage of collected sand flies

2%

0%

Sep. Oct. Nov. Dec. Jan.

Percentage of collected Sand flies wmLutzomyia longipalpis

Feb.

Seventeen species of sand flies were collected in the studied
area, which represent high species richness while compared to
results found in other endemic urban areas for leishmaniasis in
Minas Gerais State. For instance nine species of sand flies were col-
lected in a study carried out in Belo Horizonte city and exclusively
seven species were collected in the city of Santa Luzia (Carvalho
et al., 2010; Saraiva et al., 2011).

From the 17 collected species, seven are proven or suspicious
vectors of Leishmania. The main vector of L. infantum, L. longipalpis
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Fig. 2. Monthly amount of phlebotomine species captured in the Divinopolis municipality in comparison with the weekly mean of temperature, total rainfall and mean

relative humidity of the air from September 2010 to August 2011.
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was the most abundant species (76.9%). The species L. intermedia
(0.4%), L. neivai (0.8%), L. whitmani (5.0%), and L. migonei (0.1%) were
collected in small amount of numbers, all of them are related to the
L. braziliensis transmission (Pita-Pereira et al., 2005: Andrade Filho
et al., 2007; Costa et al., 2007).

Gender ratio represented 84.6% of males and 18.6% of females.
These numbers can be understood considering the behavior of
theses insects during feeding and copulation. Males are active on
searching for hosts. After finding them, the males release sexual
pheromones which attract females (Brazil and Brazil, 2003).

The highest species richness has occurred in green areas (15
species), however, the highest abundance of specimens have
occurred in the peridomiciles (83.7% of the total). This fact illus-
trates the adaptation of sand flies to anthropically modified
environment, where some species are found in high abundance.
The adaptability of L. longipalpis to the urban environment has been
investigated since the decade of 1930, when the cycle of VL started
to be elucidated. Presence of this species in peridomiciles and their
opportunistic feeding habits were reported (Lainson and Rangel,
2005). One of the determinants of VL urbanization process in the
Americas is the adaptability of this vector species to the anthrop-
ically modified environment (Lainson, 1989; Lainson and Rangel,
2005, Shaw et al., 2003).

Resende et al. (2006) reported L. longipalpis in the intra and
peridomiciles from 1997 to 1999 in Belo Horizonte city. In this
study, L longipalpis represented 69% of the total collected spec-
imens. Research conducted by Souza et al. (2004), also in Belo
Horizonte city, from 2001 to 2003, L. longipalpis accounted for 68%
of the collected sandflies. L. longipalpis was extremely abundant in
the peridomiciles (99.3%) whereas few specimens were collected in
green areas (0.7%) in Divindpolis municipality. L. sallesi is commonly
recorded in the Minas Gerais State. This species has been found
naturally infected by L. infantum (Saraiva et al., 2009), although
Mayrink et al. (1979) had previously observed specimens of this
species infected with trypanosomatids in eastern region of Minas
Gerais state (Martins et al., 1978). In this work 30 specimens of
L.sallesi were collected, representing 2.8% of the sand flies.

L. cortelezzii has been collected in low numbers (14 specimens)
and only in urban areas, however, it is necessary to point out its
occurrence, since Carvalho et al. (2008) have found that species
infected by Leishmania (L.) infantum in the metropolitan region
of Belo Horizonte city. Furthermore, in Belo Horizonte city one
female of the cortelezzii complex was found infected by L. brazilien-
sis (Saraiva et al., 2010). Although the authors cannot incriminate
these species as a vector in the transmission of Leishmania, they
do not reject the possibility of this species to be involved in the
cycles of CL and VL. Recently, this species were found infected with
L. infantum in Mato Grosso do Sul state, Brazil (Andrade et al,, 2011)

L. lenti represented 8.3% of the collected sand flies, second most
abundant species. This finding deserves to be highlighted in view
of the fact that this species eagerly bites humans, horses and dogs.
Moreover, L. lenti has been found naturally infected by promastig-
otes in Jacobina city, Bahia state (Sherlock, 1996). Recently, in
Divindpolis municipality, natural infection of L. lenti by L. brazilien-
sis it been reported in a study using molecular biology techniques
(Margonari et al., 2010). It is valuable to mention that the last study
was conducted in the Gafanhoto Park, one of the green areas that
have taken part of the present study. Therefore, the possible epi-
demiological role of L. lenti needs to be clarified.

L. aragaoi accounted for 2.2% of the sand flies. The highest abun-
dance occurred in green areas and a few specimens in peridomestic
area. This species has already been found naturally infected by
Leishmania sp. Margonari et al. (2010) in a study carried out in a
green area (Gafanhoto Park) in Divinépolis municipality.

L whitmani has a wide geographic distribution and high
level of adaptation to various ecological niches with populations

displaying different behavioral patterns. This species inhabits pri-
mary forest areas in the Amazon region, regions of remaining
forests and peridomiciliary areas in northeastern and southeast-
ern Brazil (Rangel et al., 1996). Several authors have shown high
abundance of L. whitmani in the peridomicile, especially in south-
eastern Brazil (Brazil et al., 2006). This species is considered one of
the main vectors of the etiological agent of cutaneous leishmani-
asis in many regions of Brazil (Queiroz et al., 1994; Teodoro et al.,
1991).

Ryan et al. (1990) have isolated and characterized specimens
of L. whitmani naturally infected by L. braziliensis. Carvalho et al.
(2008) have found L. whitmani naturally infected by L. (Viannia) spp.
using molecular techniques. Saraiva et al. (2010) and Margonari
etal.(2010) have reported the infection of L. whitmani by L. infantum
also employing molecular methods.

Twenty specimens of L. whitmani were captured in the perido-
mestic area in Divindpolis municipality. This fact might indicate
a tendency to urbanization of this species. According to some
authors, this species shows a pattern of peridomestic colonization
already acknowledged (Leonardo and Rebélo, 2004). Nevertheless,
recent researches suggest the urbanization of L. whitmani (Souza
etal., 2005; Carvalho et al., 2006; Teodoro et al., 2003; Saraiva et al.,
2011).

L. intermedia represented 0.4% of the total of collected spec-
imens. This species was collected exclusively in green areas.
Occurrence of L. intermedia merits to be discussed due to its
epidemiological importance, especially in the Southeast of Brazil
{Andrade Filho et al., 2007; Marcondes et al., 1997). Lutz and Neiva
(1912) have registered a high frequency of L. intermedia in res-
idences in the description of the species. This species has been
found naturally infected by L braziliensis (Rangel et al., 1996) and
it is incriminated to transmit L. braziliensis in several localities
of Brazil (Andrade Filho et al,, 2003; 2007; Gontijo et al., 2002;
2005).

L. neivai accounted for 0.8% of the total of sand flies. Only a single
specimen was collected in the urban area in the present study. This
species is related to L. (Viannia) braziliensis transmission in Brazil
(Queiroz et al., 1991; Luz et al., 2000; Andrade Filho et al., 2007).
Saraiva et al. (2009) reported the natural infection of L. neivai by L.
infantum in the northern of Minas Gerais state, whereas Margzonari
et al. (2010), reported this species naturally infected by Leishmania
sp. in a green area (Gafanhoto Park) in Divinépolis municipality.

One specimen of L. migonei and one of L. pessoai were collected
in this study. Despite the low abundance, it is important to report
that the former was incriminated as the vector of L. braziliensis and
occurs frequently in foci of CL (Queiroz et al., 1994; Pita-Pereira
et al., 2005; Rangel and Lainson, 2003; Saraiva et al., 2006). The lat-
ter species is anthropophilic and presents high density in endemic
regions for CL and has been found naturally infected by promastig-
ote forms considered as Leishmania (Pessoa and Coutinho, 1940).

Forattini (1960) studied the seasonal variation of sand flies
and verified that in warm and humid months (From December to
February), the number of captured specimens was higher, while in
colder and drier months (From June to August), the population den-
sity became considerably reduced. The same seasonal profile was
reported by Barata et al. (2004) in the municipality of Porteirinha,
Minas Gerais state, an endemic area for CL.

The pattern of seasonal occurrence of phlebotomine species in
the study area was basically determined by the numbers of L. longi-
palpis captured. Collection peaks were observed after periods of
intense rainfall and the abundance of sand flies have increased dur-
ing the following months (from January to May), with a trend to
decrease during the colder and drier months. The low number of
specimens collected in December might be explained by the fact
that immature stages of the sand flies does not develop in drenched
places (Lainson, 1982).
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Souza et al. (2004) have observed that L. longipalpis and L.
whitmani undergo notable increases in the populations after rainy
periods (March and April) in an endemic area for cutaneous and
visceral leishmaniasis in the state of Minas Gerais. This fact can be
explained by favorable environmental conditions of the microhab-
itats.

Sherlock (1996) reported a higher occurrence of L. longipalpis
in both the warmest and the coldest rainy months. These authors
have established a correlation among the seasonal occurrence of
L. longipalpis, human cases of VL and the peridomestic frequency
of opossums which demonstrates the importance of knowing the
seasonal profile of vector species in each locality.

It is worth paying attention to high percentage of specimens of
L longipalpis (84.6%) collected in the locality NLU4. The collection
place was a hen house which was used to hang up the trap. Although
domestic hens does not have ability to be infected by Leishmania
and do not act as reservoirs of this parasite. These animals represent
an important bond in the epidemiological chain of the VL since they
constitute a source of supply to females of L. longipalpis (Alexander
et al., 2002).

Environmental surveillance based on arthropod vectors pro-
vides bases for appropriate interventions in controlling diseases.
Indicators delineated by vectors surveillance need to consider the
diversity of enzootic activity, the abundance of the species and
their rates of natural infection (Gomes, 2002). Regarding to these
aspects, the important presence of L. longipalpis and species vectors
of L. braziliensis point out to the necessity to elaborate an intensive
entomological surveillance for prevention and control of visceral
and cutaneous leishmaniasis in the municipality of Divindpolis.
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