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RESUMO

Este estudo foi realizado em Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil), drea endémica para
Leishmaniose visceral (LV), onde a doenca vem se expandindo rapidamente, com 1.612 casos
registrados nos ultimos 10 anos. Nossa pesquisa avaliou o perfil epidemiologico em duas
Areas de abrangéncia (AA) dos Centros de Saude (CS) Miramar e Salgado Filho do
municipio de Belo Horizonte, com transmissao recente de LV, buscando compreender a triade
envolvida na transmissdo: parasito-vetor-reservatorio. Cada AA foi dividida em trés trechos,
controle, borrifacdo e manejo, a fim de avaliar o impacto das medidas de controle no nimero
mensal de Lutzomyia longipalpis, através da curva flebotominica. Em todos os trechos a
captura de flebotomineos e o inquérito canino censitario foram realizados. Durante 24 meses
(setembro/2010 a agosto/2012) foram capturados 5194 flebotomineos, distribuidos em 6
espécies, sendo Lu. longipalpis, vetora da LV, a espécie predominante (96,54%). Houve uma
correlagdo entre a precipitagdo pluviométrica ¢ o niumero de Lu. longipalpis capturados,
mostrando que o numero de espécimes de flebotomineos capturados aumentou ap6s o periodo
chuvoso. Através do uso da Leishmania Nested PCR e sequenciamento, foram analisados 93
“pools” espécie-especificos. Leishmania infantum e Le. braziliensis foram encontradas em 23
e em 2 dos 26 “pools” de Lu. longipalpis, respectivamente. O DNA de Le. infantum foi
encontrado em um “pool” de cada uma das espécies Lu. lloydi e complexo cortelezzii. A taxa
minima de infec¢do natural de flebotomineos na area foi alta, 18,8% para Lu. Longipalpis,
20% para complexo cortelezzii e 100% para Lu. lloydi. Em relagdo as medidas de controle,
observamos uma redu¢ao estatisticamente significativa no numero de flebotomineos no trecho
manejo ambiental, enquanto houve apenas uma tendéncia de queda no numero de
flebotomineos no trecho borrifagdo. Em relacao ao reservatério doméstico, um total de 1408
cdes foram examinados em 2011 através de testes soroldgicos; 3,6% apresentaram-se
soropositivos para LV canina (LVC). Biodpsias de linfonodo, pele, bago e aspirado de medula
Ossea destes animais foram obtidos e analisados através do diagnostico parasitologico e
molecular. A positividade tanto para mielocultura como para o técnica de aposi¢do em lamina
foi de 72.5%. Todas as amostras de bago mostraram-se positivas para LnPCR, indicando a
presenga de Le. infantum nas 51 amostras. O linfonodo foi o tecido menos sensivel na PCR
(57%) em relagdo aos demais. Caes sintomaticos demonstraram uma tendéncia a ter mais
testes positivos. Nossos resultados mostram que as interfaces parasito-vetor e parasito-
reservatorio sdo ativas em areas de médio risco para transmissdo de LV, e que agdes eficazes

e rapidas devem ser implementadas para controlar a expansao da doenga.
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ABSTRACT

This study was conducted in Belo Horizonte (Minas Gerais, Brazil), an endemic area for
visceral leishmaniasis (VL), where the disease has been expanding rapidly, with 1,612 cases
recorded in the last 10 years. Our research assessed the epidemiological profile in two
coverage areas (AA) of the Miramar and Salgado Filho Health Centers (HC) in the city of
Belo Horizonte, with recent transmission of VL, willing to understand the triad involved in
the transmission: parasite-vector-reservoir. Each AA was divided into three sections, control,
spraying and management in order to assess the impact of control measures in the monthly
number of Lutzomyia longipalpis through the sand fly curve. In all the sections, the capture of
sand flies and canine census survey was conducted. For 24 months (from September / 2010 to
August / 2012), 5194 sandflies were captured and distributed into 6 species. Lu. longipalpis,
vector of LV, was the predominant species (96.54%). There was a correlation between the
precipitation and the number of Lu. longipalpis captured, showing that the number of
captured sandflies of specimens increased after the rainy season. With the use of Leishmania
nested PCR and sequencing, 93 species-specific "pools" were analyzed. Out of the 26 Lu.
longipalpis positive “pools”, Leishmania infantum was found in 23 while Le. braziliensis was
found in 2. Le. infantum DNA was found in a "pool" of each species Lu. lloydi and cortelezzii
complex. The sand flies natural infection minimum rate in the area was high, 18.8% for Lu.
Longipalpis, 20% for cortelezzii complex and 100% for Lu. lloydi. Regarding control
measures, we observed a statistically significant reduction in the number of sand flies in the
environmental management section, while there was only a decreasing trend in the sand flies
number in the spraying section. Concerning the domestic reservoir, 1408 dogs were examined
in 2011 by serological tests; 3.6% were positive for canine visceral leishmaniasis (CVL).
Lymph node biopsies, skin, spleen and bone marrow aspirate were obtained from these
animals and analyzed using parasitological and molecular diagnosis. Positivity for both
mielocultura as "imprint" was 72.5%. All spleen samples were positive for LnPCR, indicating
the presence of Le. infantum in 51 samples. The lymph node was the least sensitive tissue in
the PCR (57%), in relation to the others. Symptomatic dogs showed a tendency to have results
that are more positive on the tests. Our results show that the vector-parasite and parasite
reservoir interfaces are active in areas of medium risk of VL transmission, and rapid and

effective actions must be implemented to control the spread of the disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas de grande interesse na saude publica mundial, com
ampla distribuicdo geografica, representando um complexo de doengas de carater cronico,
com importante espectro clinico e diversidade epidemiologica (Brasil, 2007). Sua importancia
levou a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a inclui-la entre as 6 doengas consideradas
prioritarias em seu programa de controle (WHO, 1990), sendo considerada endémica em 98
paises em 5 continentes (Alvar et al.,, 2012). De acordo com dados epidemioldgicos,
demograficos e o impacto da doenga, o Ministério da Satde (MS) a considera entre as sete
doengas com prioridade de atuacdo que compdem o programa de doengas negligenciadas
(MS, 2010).

Podem apresentar diversas formas clinicas, dependendo da espécie de Leishmania
envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro (Saravia et al., 1989): leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT); esta ultima que se classifica de acordo com a
manifestagdo clinica das lesdes em leishmaniose muco-cutanea (LMC), leishmaniose cutanea
difusa (LCD) e leishmaniose cutanea (LC) (Desjeux, 2004).

Estima-se que ocorram anualmente 200 a 400 mil casos de LV e 700 mil a 1,2 milhdes
de LT, com 20 a 30 mil mortes neste periodo, o que a coloca como uma das cinco doencas
infectoparasitarias ¢ endémicas de maior relevancia. Em relacdo a LV, 90% dos casos
ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, ndia, Suddo, Sudio do Sul e Etiopia (Alvar et
al., 2012; WHO, 2014 a). Nas Américas ocorre desde o México até a Argentina, sendo que
entre os anos de 2001 a 2011 foram notificados 38.808 casos, embora o Brasil seja o pais com
0 maior numero de casos (96,6%). Em um levantamento realizado em 2011, a maioria dos
casos foram relatados em homens (61%), sendo a faixa etdria mais afetada as criangas abaixo
de 5 anos de idade (36,6%), seguida pela faixa entre 20 a 50 anos (30,9%) (PAHO, 2013).

A LT ¢ mais amplamente distribuida, e cerca de um terco dos casos ocorrem nas
Américas, bacia do Mediterraneo e Asia Ocidental (do Oriente Médio a Asia Central) (Alvar
et al., 2012; WHO 2014 a). No continente americano sua distribuigdo vai desde o sul dos
Estados Unidos ao norte da Argentina. Trés paises, Brasil, com 270.572 casos (42,36%),
Colombia, com 128.535 casos (20,08%) e Peru, com 85.410 casos (13,37%), contribuem com
75,8% dos casos de leishmaniose cutdnea e mucosa notificados nas Américas de 2001 a 2011.

Em 2011, dos 52.600 casos com informagdes clinicas disponiveis, 95,7% correspondiam a
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forma cutanea da doenca sendo que 70% dos acometidos foram homens, na faixa etaria de 10
a 50 anos (PAHO, 2013).

Durante os ultimos 10 anos, houve uma expansdo das areas endémicas e um forte
aumento no nimero de casos registrados da doenga. Além disto, um niimero substancial de
casos nao ¢ registrado, sendo a notificagdo obrigatoria em apenas 32 dos paises afetados.
Assim, do total de casos estimados anualmente, somente 600 mil sdo oficialmente notificados,
o que demonstra uma elevada taxa de sub-notificacdo (WHO, 2014 b).

Nas Américas, as duas formas basicas que a doenga se apresenta sdo a LVA
(leishmaniose visceral americana), mais grave e fatal em quase todos os casos, se nao tratada;
e a LTA (leishmaniose tegumentar americana), que apresenta forte tendéncia de resolugdo
espontinea, mas causa um importante estigma social e psicologico (WHO, 2007). Dentro do
amplo espectro de lesdes que a LTA produz, a LC representa a manifestacdo clinica mais
frequente, que se caracteriza pela presenca de lesdes exclusivamente na pele, que se iniciam
no ponto de inoculagdo do parasito pelo vetor (Gontijo & Carvalho, 2003; Brasil, 2007).
Atualmente o Brasil ¢ o pais com a mais alta prevaléncia de LTA em que o parasito
Leishmania braziliensis ¢ o agente etiologico principal (Marzochi, 2001).

Atualmente sdo conhecidas 11 espécies dermotropicas de Leishmania que causam a
doenca humana, sendo j& identificadas no Brasil 7 espécies. As trés principais sao:
Leishmania (Le.) amazonensis, Le. (V.) guyanensis e Le. (V.) braziliensis. As espécies Le. (V.)
lainsoni, Le. (V.) naiffi, Le. (V.) lindenberg e Le. (V.) shawi foram identificadas em estados
das regides norte e nordeste. Em relacdo aos vetores, no Brasil, as principais espécies
envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu.
umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei e Lu. migonei (Brasil, 2007). A respeito dos
hospedeiros e possiveis reservatorios naturais da doenga, ja foram descritos algumas espécies
de roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres (Brasil, 2009).

O agente etiologico da LVA ¢ a espécie Le. infantum, e no Brasil, os vetores
relacionados com a transmissdo da doenga sdo Lu. longipalpis (Deane & Deane, 1962;
Grimaldi et al., 1989) e Lu. cruzi (Galati et al., 1997; Santos et al., 1998) Diversos grupos de
mamiferos atuam como hospedeiros, dentre eles canideos, marsupiais e roedores (Shaw,
2002). Na area urbana, o cao (Canis familiaris) ¢ considerado a principal fonte de infecgdo
para os vetores (Ashford et al., 1998; Dantas- Torres et al., 2007).

As leishmanioses encontram-se em fase de franca expansdo geografica. Andlises de
estudos epidemioldgicos realizados nas ultimas décadas demonstram mudancas no perfil de
transmissdo da doenga, que antes era considerada uma zoonose de animais silvestres e agora

esta presente em zonas rurais desmatadas e regides urbanas. Destaca-se a crescente
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urbaniza¢do da LV, principalmente para grandes centros urbanos (Brasil, 2009). Pode-se
explicar a maior ocorréncia de surtos urbanos de leishmaniose, se comparada a outras
parasitoses, pela sua capacidade de acelerada expansdo quando introduzida em &rea nao
endémica (Wijeyaratne et al., 1994).

Do ponto de vista epidemioldgico, diversos fatores contribuem para a modificagdo na
distribuicao da doenca, como a invasdo de focos zoondticos pelo homem, a adaptacdo de
hospedeiros e vetores, transmissdo da infeccdo para o homem e animais domésticos,
mudangas na susceptibilidade do homem a infec¢do, associado as mudangas ambientais. Estas
caracteristicas confirmam que as leishmanioses representam um modelo de doenga
reemergente (Ashford, 2000).

O crescimento desordenado das cidades, que culmina na destrui¢do do meio ambiente,
com aumento da crise social, tem sido apontado como principal fator causador das condigdes
adequadas para ocorréncia da leishmaniose visceral humana (LVH) na area urbana (Funasa,
2002). Além do mais, a identificacdo da doenga nos centros urbanos ¢ frequentemente
postergada, devido a caréncia de informacao e treinamento adequados para os profissionais da
saude.

Apesar do grande esfor¢o realizado na execucdo das medidas tradicionais de controle, a
doenca vem se expandindo de forma muito rapida. Estas agdes sistematizadas apresentam
resultados satisfatorios se integradas e mantidas durante longos periodos de tempo, € mesmo
assim, ¢ frequente a reativacdo dos focos. Além disso, outras varidveis ndo estdo sendo
consideradas no processo de transmissdo do parasito e consequentemente, no planejamento
das agdes de controle das leishmanioses. A existéncia de um nimero variado de espécies de
Leishmania, o aumento persistente do nimero de casos humanos de leishmanioses tegumentar
e visceral, além da colonizagdo em areas recentes e antigas, tem levado os 6rgaos competentes
a ado¢ao de diferentes estratégias no controle das leishmanioses em nosso pais (Marzochi &
Marzochi, 1994). As medidas gerais de controle devido a sua enorme complexidade devem
ser divididas em varias frentes de acdes relacionadas, especificamente, com os humanos, com
o inseto vetor e com os reservatorios domésticos e silvestres. Desta forma, as caracteristicas
peculiares de cada elemento da cadeia de transmissdo aliadas a variedade de situacdes
epidemioldgicas, tém mostrado que estratégias de controle devem ser flexiveis e designadas,
especialmente, para cada area endémica (Marzochi, 1992).

A complexidade do controle ¢ mais evidente quando consideramos que existem lacunas
no conhecimento sobre cada aspecto estudado, incluindo a distribuicdo geografica do parasito,

insetos vetores, fontes de infecgdo, fatores historicos e socioeconOmicos, integragdo dos
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servigos de saude, técnicas utilizadas para o diagnostico, tratamento e imunoprofilaxia
(Gontijo & Melo, 2004).

Considerando os desafios do controle da LV e sua expansdo para grandes centros
urbanos, buscou-se avaliar a efetividade das acdes de controle vetorial para LV associada a
eliminagdo de caes soropositivos em trechos de dois distritos de Belo Hortizonte,
caracterizados como médio risco de transmissao de LV, sendo analisados os periodos antes e
apds a realizacdo das medidas de controle, tendo como indicador o nimero mensal de
flebotomineos. Além disto, buscou-se avaliar os aspectos epidemioldgicos em area de
transmissdo recente da LVH, com o objetivo de fornecer dados relacionados a triade
epidemiologica de transmissao da doenga nessas areas estudadas, podendo sugerir acdes que

irdo auxiliar na escolha das medidas de controle da doenca mais adequadas a situagdo atual.
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2 JUSTIFICATIVA

A rapida expansdo geografica e a urbaniza¢do da LV traz a necessidade de estabelecer
medidas mais efetivas para o seu controle. At¢é o momento, poucos estudos realizados no
Brasil, abrangem toda a cadeia epidemioldgica da LV, apesar de existirem alguns que
abordam detalhadamente todo o ciclo de transmissdo, mas foram publicados nas ultimas
décadas e podem ndo mais refletir a situagcdo atual da LV. Além disto, a maioria dos estudos
sdo realizados em 4reas endémicas, portanto ndo consideram éareas de transmissdo recente,
consideradas de baixa e média transmissao.

De acordo com o Ministério da Saiude, o municipio de Belo Horizonte, como um todo,
¢ classificado como regido de transmissdo intensa de LV, representando bem o processo de
urbaniza¢do da doenga. O risco de transmissdo ndo ¢ homogeneamente distribuido no
municipio, incluindo distritos de baixo a alto risco de transmissdo. O municipio de Belo
Horizonte, com o proposito de adequagao as orientagdes do PCLV, realizou a estratificagao
das areas a serem cobertas no municipio considerando a incidéncia acumulada de casos
humanos, além de informagdes sobre a infec¢do canina e a situacdo ambiental em cada area.
Apesar de Belo Horizonte ter um programa de controle bem estabelecido para LV com agdes
sistematicas, como a eliminagdo de cdes soropositivos, diagnostico precoce e tratamento de
casos humanos, e controle quimico dos vetores, a incidéncia da doenga vem aumentando ao
longo dos anos, atingindo altas taxas de letalidade humana. O nimero de casos humanos
aumentou 41% nos dois ultimos quinquénios (2001 a 2005 e 2006 a 2010) avaliados. A
prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) permaneceu em torno de 8% no mesmo
periodo.

Neste trabalho, a atual cadeia de transmissdo da LV (parasito, vetor e reservatorio
canino) foi avaliada a fim de tracar um perfil epidemiologico de transmissdo da L'V nas areas
do estudo.

Assim, tornam-se fundamentais os estudos que possam contribuir para avaliar o
impacto das acdes de controle implementadas no municipio (identificagdo e elimina¢do dos
reservatorios, controle quimico do vetor, manejo ambiental e educagdo em saude). Além
disto, as medidas de controle foram avaliadas em dois distritos de Belo Horizonte (Oeste e
Barreiro), que se caracterizam por um perfil de transmissdo recente, portanto, sofreram

menos interferéncia das acoes de controle.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral ¢ uma antropozoonose cronica, causada por um protozoario
intracelular do género Leishmania, cuja transmissdo ocorre pela picada do vetor flebotomineo
(Cortes et al., 2012) e se ndo tratada, pode evoluir para a morte (Dantas-Torres & Brandao-
Filho, 2006).

As primeiras observagdes da doenga foram descritas por Cunningham (1885), na
ndia, em individuos acometidos pelo calazar e somente alguns anos mais tarde o agente
etiolégico da doenga foi descoberto e descrito por Leishman e Donovan (1903). Leishman
descreveu o parasito, mas associando-o as formas de Trypanosoma (Leishman, 1903). Charles
Donovan encontrou o parasito em bago de uma crianga hindu com febre irregular, mas o
confundiu com Trypanosoma brucei. Apos algumas descri¢des equivocadas, Ross criou o
género Leishmania e em homenagem a William Boog Leishman e Charles Donovan, batizou
o agente etiologico do calazar de Leishmania donovani (Pessoa & Martins, 1988).

O primeiro registro de caso autdctone da LV no territorio brasileiro foi realizado por
Migone, no Paraguai, em 1913, onde descreveu o caso em material de necropsia de paciente
oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso (Migone, 1913). Em 1934, a partir de um estudo
realizado para o diagnostico e distribuicdo da febre amarela no Brasil, Penna diagnosticou 41
exames positivos para Leishmania analisando laminas de viscerotomia praticadas para o
diagnostico de pos- morte de febre amarela, em individuos oriundos das regides Norte e
Nordeste (Penna, 1934). No Brasil, o parasito foi classificado como Leishmania chagasi
(Cunha & Chagas, 1937).

Os agentes etiologicos da LV pertencem ao complexo Le. (Le.) donovani (Lainson &
Shaw, 1987), sendo eles: Le. (Le.) donovani, e Le. (Le.) infantum e Le. (Le.) chagasi.

Hé dois tipos de transmissao para a LV: ciclo zoondtico, onde o vetor faz o repasto em
um reservatorio animal e transmite ao homem, e antropondtico, encontrado em éreas de
transmissdo de Le. donovani (Chappuis et al., 2007), onde a doenga ¢ transmitida pelo vetor
de homem para homem. A transmissdo da Le. infantum se da pelo ciclo zoonoético, sendo o
homem considerado o hospedeiro acidental da doenga, e os caes, os principais reservatorios
do parasito (Alvar et al, 2004).

Em seu ciclo epidemioldgico, os hospedeiros invertebrados responsaveis pela
transmissdo da LV sdo as espécies de flebotomineos (Diptera: Psychodidae, Phlebotominae)

pertencentes ao género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. A
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espécie Lu. longipalpis ¢ o principal vetor da LV no Novo Mundo. Lu. longipalpis ¢
considerada um complexo de espécies cripticas, possuindo variagdes genéticas, no seu ciclo
bioldgico, na morfologia e fisiologia entre as populag¢des, podendo ser a explicagdo para as
diferentes manifestagdes clinicas da LV na América Latina (revisado por Lainson & Rangel,
2005).

O cao domeéstico desempenha um papel fundamental no ciclo epidemiolégico da
leishmaniose visceral zoonoética, sendo considerado um importante reservatério em varios
focos de LV, tanto em areas rurais como em periurbanas (Marzochi & Marzochi, 1994; Silva
et al., 2001). Estudos demonstram que a enzootia canina precede a ocorréncia de casos
humanos (Oliveira et al., 2001). Ao contrario do que acontece com Le. donovani, responsavel
pela LV antropondtica em alguns paises do Velho Mundo, o homem ¢ uma fraca fonte de
infeccdo para os flebotomineos na transmissdo de Le. infantum (Lainson & Shaw, 1987).

No ciclo urbano da LV, ao realizar o repasto em um cao infectado, o flebotomineo
pode sugar formas de Leishmania e se infectar. Na alimenta¢do subsequente, ele podera
transmitir o parasito a um hospedeiro suscetivel, como o homem, que desenvolvera ou ndo a
doenga, dependendo de fatores relacionados ao ambiente, ao hospedeiro e ao parasito
(Marzochi et al., 1985).

Alguns autores levantam a hipotese da transmissdo entre a populacdo canina através
de ectoparasitos, sugerindo a hipotese da capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (Coutinho
et al., 2005; Coutinho & Linardi, 2007; Paz et al., 2010). Outros autores sugerem que a
transmissdo possa ocorrer através de mordeduras, copula ou transmissdo vertical entre os
caes, porém ndo existem evidéncias sobre a importancia epidemioldgica destes mecanismos
de transmissao (Santos et al., 2009; Silva et al., 2009).

No Brasil, a LV estd distribuida em 21 unidades federadas e atinge as cinco regides
brasileiras, sendo considerada uma doenga de rapida expansdo geografica, que conta com o
maior numero de casos de LV (90%) nas Américas (Romero & Boelaert, 2010). Segundo
dados do Ministério da Saude, no periodo entre 2003 e 2009, foram registrados 34.583 casos
da LV humana (LVH) no pais. A doenca ¢ mais frequente no sexo masculino (63,9%) e em
criangas menores de 10 anos (48%) (Brasil, 2011). A letalidade da LVH no Brasil aumentou
67,6% entre 1994 ¢ 2009, passando de 3,4% em 1994 para 5,7% em 2009. Nos ultimos quatro
anos a letalidade média foi de 5,8%, e o Ministério da Saude, com o objetivo de reduzir esta
taxa tem implementado a¢des de vigilancia e assisténcia ao paciente com LVH, de acordo

com o manual do Ministério da Saude (Brasil, 2011).
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Deane (1956) em estudos realizados no Ceard, ja alertava sobre a expansdo € o
fendmeno da urbanizagdo da LV, que se efetivou em meados dos anos 80, quando foi
consolidada a grande transformacao na expansdo geografica da doenca.

Inicialmente, a LV foi caracterizada como uma infec¢do endémica de areas rurais,
ocorrendo principalmente nos estados do Nordeste do Brasil. De 1980 a 2009 o Brasil
registrou 71.119 casos novos da doenga, com uma média anual de 2.452 casos. Desde a
década de 80 a doenga vem se espalhando pelas metropoles brasileiras, com 94% dos casos
registrados na regido Nordeste, sendo reduzido para 89% nos anos 90 (Brasil, 2010 a). No ano
de 2009 foi confirmado o primeiro caso autdctone na regido sul do pais, no Rio Grande do Sul
(Brasil, 2010 b). Em 2009, a regido Nordeste representou 47,5% dos casos, seguida pelas
regides Norte (19,2%), Sudeste (17,4%), Centro-Oeste (7,4%) e Sul (0,2%) (Brasil, 2011).

O inicio do processo de urbanizacdo da LV no Brasil se deu em Teresina (Piaui), com
mais de 1000 casos relatados de 1981 a 1986 (Costa et al., 1990). Analisando o perfil
epidemiologico da LV nos ultimos 13 anos, observa-se que houve uma mudanga clara do
perfil de transmissdo da LV, originalmente caracterizado por um padrdo rural, com casos
esporadicos na periferia de algumas cidades, para um atual perfil associado a grandes cidades
e algumas capitais de estados, como Campo Grande, Belo Horizonte, Palmas, Teresina e Sao
Luis (Rangel & Vilela, 2008). Uma série de fatores estdo associados a rapida expansao da LV
no ambiente urbano, como modificagdes ambientais, ocupagdo desordenada do espago
urbano, condigdes precarias de vida da populacdo exposta ao risco e suscetibilidade da
populacdo a infec¢ao (Gontijo & Melo, 2004; Dantas Torres & Brandao-Filho, 2006). Além
disto, a adaptacdo do vetor Lu. longipalpis as condi¢des domésticas, sendo encontrados no
intradomicilio e em abrigos de animais, somado aos seus habitos de alimentagdo ecléticos,
demonstra sua importancia no contexto da urbaniza¢ao da doenga (Barata et al., 2005; Rangel
& Vilela, 2008; Missawa & Dias, 2007; Michalsky et al., 2009a). Também ¢ importante
considerar as subnotificacdes da LVH devido a infec¢des assintomaticas (Moreno et al.,
2006). Em estudo transversal realizado em Sabara, regido metropolitana de Belo Horizonte, as
taxas de prevaléncia de infeccdo assintomadtica variaram de 2,4% a 5,6%, de acordo com o
teste sorologico empregado, sendo a taxa de prevaléncia de 10,7%, quando o resultado foi
positivo em pelo menos um dos testes empregados (Moreno et al., 2006).

A sintomatologia da doenca humana ¢ semelhante com a de outras doengas, como
febre amarela, doenca de chagas, maldria, toxoplasmose, esquistossomose, dificultando o
diagnostico correto e em tempo habil para obter a cura. Quando presentes, os sintomas podem
se agravar progressiva ou bruscamente: febre ondulante, perda de peso, esplenomegalia,

hepatomegalia e/ou linfadenopatias e anemia, configurando-se como a forma mais severa
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dentre as leishmanioses, potencialmente fatal (Borges, 2006; Silva, 2013). A LV nio tratada
acarreta uma mortalidade de 75 a 95%, sendo seu periodo de incubagdo variavel, de 3 a 8
meses (Piscopo & Mallia, 2006).

As agdes de controle da LV preconizadas pelo MS sdo baseadas na triade: tratamento e
diagnéstico precoce de casos humanos, controle do reservatorio canino (inquérito sorolégico
canino ¢ eliminagdo de caes soropositivos) e aplicagdo de inseticidas para os vetores.
Adicionalmente, a Vigilancia Epidemiologica, que compreende a vigildncia entomoldgica, de
casos humanos e caninos, ¢ um dos componentes do Programa de Controle da Leishmaniose
Visceral (PCLV). Devido as dificuldades no controle da doenga, a nova proposta baseia-se em
uma melhor definicdo das areas de risco, incorporando estados e municipios silenciosos nas
acoes de vigilancia. O saneamento ambiental ¢ outra medida de controle indicada, além da
borrifacdo, pois certamente contribui para evitar ou diminuir a proliferagdo do vetor, uma vez
que age modificando o ambiente que propicia seu desenvolvimento (Brasil, 2006). Estas
medidas devem estar sempre integradas, para que se obtenha a eficiéncia desejada (Gontijo &
Melo, 2004). Contudo, por mais que haja investimento financeiro e recursos humanos
disponiveis, as acdes tém se mostrado ineficazes para controlar a doenca, ¢ a mesma vai se
tornando mais uma mazela do cotidiano urbano brasileiro (Costa, 2008).

No Brasil, os medicamentos utilizados para o tratamento da LV sdo o antimoniato-N-
metil glucamina (Glucantime), que pode ser administrado no nivel ambulatorial, diminuindo
os riscos relacionados a hospitalizagdo (Costa et al., 2007 a) e a anfotericina B, a inica opgdo
no tratamento de gestantes e pacientes que tenham contraindicagdes ou que manifestem
toxicidade ou refratariedade em relagdo ao uso dos antimoniais pentavalentes (Mishra et al.,
1994). O mecanismo de acao do antimoniato ainda nao esta totalmente esclarecido, mas sabe-
se que age nas formas amastigotas do parasito, inibindo sua atividade glicolitica e a via
oxidativa de 4cidos graxos. Nos casos de recidiva da doenca, ¢ indicado um segundo
tratamento com a mesma dose, por um tempo mais prolongado (méaximo 40 dias), antes de
afirmar que o caso seria refratario ao tratamento com antimoniais pentavalentes (Brasil,
2006). A anfotericina B ¢ a droga leishmanicida mais potente disponivel comercialmente; sua
acdo ¢ direcionada para as formas promastigotas e amastigotas, tanto in vitro quanto in vivo
(Mishra et al., 1992, 1994; Thakur et al., 1993, 1997). Recomenda-se, para a escolha do
medicamento para o tratamento da LV, que o perfil de toxicidade das drogas seja avaliado.

Ao final da década de 90, o nimero de casos de LV, tanto humana como canina, na
Regido Metropolitana de Belo Horizonte, aumentou de forma expressiva, indicando uma
elevagdo da taxa de transmissdo da doenga na area (Silva et al., 2001). Neste contexto, sabe-se

que o municipio de Belo Horizonte ¢ uma das grandes capitais onde a LV ¢ endémica. Os
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primeiros caes soropositivos foram notificados em 1992, e logo apds, os primeiros casos da

doenga humana. Inicia-se a expansdo da LV no municipio ¢ regido (Luz et al., 2001).

3.1.1 O parasito

A LV ¢ uma enfermidade infecciosa antropozoondtica, causada por protozoarios do
género Leishmania, parasitos intracelulares obrigatorios das células do sistema mononuclear
fagocitico (SMF), pertencentes a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. Este ¢
dividido em dois subgéneros de acordo com o desenvolvimento no intestino do vetor,
Leishmania e Viannia (Lainson et al., 1979; Lainson & Shaw, 2005), compreendendo 22
espécies patogénicas ao homem, sendo 15 delas ja identificadas nas Américas (PAHO, 2013).
Esses protozoarios sdo unicelulares, digenéticos e todas as espécies sdo morfologicamente
similares, sendo diferenciados somente por métodos bioquimicos, imunolégicos ou
patologicos (Silva et al., 2013).

A classificag@o taxondmica do parasito causador da LV Leishmania (Leishmania)
chagasi foi proposta por Cunha e Chagas em 1937 (Brasil, 2006):

- Reino: Protista (Haeckel, 1866)

- Sub-reino: Protozoa (Goldfuss, 1817)

- Filo: Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963)

- Subfilo: Mastigophora (Deising, 1866)

- Classe: Zoomastigophorea (Calkins, 1909)

- Ordem: Kinetoplastida (Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976)
- Sub-ordem: Trypanosomatina (Kent, 1880)

- Familia: Trypanosomatidae (Dofein, 1901, emend. Grobben 1905)
- Género: Leishmania (Ross, 1903)

- Sub-género: Leishmania (Saf "yanova, 1982)

- Espécie: chagasi (Cunha & Chagas, 1937).

Segundo Lainson & Shaw (1987), as leishmanias sdo classificadas taxonomicamente
de acordo com a localizagdo do parasito no aparelho digestivo dos flebotomineos. Os
parasitos que se aderem a porg¢do anterior ¢ média do intestino sdo agrupados no subgénero
Leishmania (comportamento suprapilario) ¢ os que apresentam uma fase de divisdo que se
aderem a parede do intestino posterior (desenvolvimento peripildrio), pertencem ao subgénero
Viannia.

Ha duas formas principais durante o ciclo de vida do parasito: promastigotas, que sao

formas flageladas e extracelulares, presentes no trato digestivo de insetos € nos meios de
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cultura, e amastigotas, formas nao-flageladas e intracelulares obrigatorias, encontradas em
mondcitos ¢ macrofagos dos hospedeiros vertebrados (Secundino et al., 2005; Gossage et al.,
2003). Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos injetam na pele do hospedeiro
juntamente com a saliva, as formas promastigotas do parasito. As células do SMF (Sistema
Mononuclear Fagocitico) do hospedeiro endocitam estas formas, que se transformam em
amastigotas ¢ comegam a se multiplicar, infectando novas células do SMF quando a célula
hospedeira original se rompe. Ao se alimentar em um hospedeiro infectado, o flebotomineo
ingere os macrofagos contendo as formas amastigotas, que apds atingirem o tubo digestivo se
transformam em promastigotas e se multiplicam intensamente, passando por mudangas
morfologicas e fisiologicas até se transformarem em formas promastigotas metaciclicas. Estas
nao mais se dividem, e sdo as formas infectivas para o hospedeiro vertebrado no momento do
segundo repasto sanguineo realizado pelo flebotomineo (Ashford, 2000; Choi & Lerner,
2001; Bates, 2007).

Os agentes etiologicos da LV sdo protozoarios parasitos pertencentes ao complexo Le.
donovani: Le. donovani (Laveran & Mesnil 1903) Ross 1903, Le. infantum Nicolle 1908, e
Le. chagasi Cunha & Chagas 1937. Le. archibaldi é um possivel membro do grupo, porém
tem se discutido se este taxon ¢é valido (Pratlong et al., 2001, Lukes et al., 2007).

As duas principais espécies deste complexo sdo Le. donovani, que prevalece no
subcontinente indiano, leste da Africa e em partes do Oriente Médio e Le. infantum, que se
distribui na Europa, norte da Africa e nas Américas Central e do Sul (Lukes et al., 2007).

Ha duas hipoteses a respeito da origem de Le. (Le.) chagasi; de ser autoctone dos
tropicos americanos ou da doenga no Novo Mundo ser causada por Le. (Le.) infantum,
introduzida por imigrantes ibéricos ou por seus caes, had cerca de 500 anos. A primeira
hipdtese segundo Lainson (2010) ¢ subsidiada pelos seguintes argumentos: em relacdo a
especificidade do parasito em relagdo ao vetor, parece improvavel que Le. infantum
introduzida pudesse dar um salto repentino do género Phlebotomus (Velho Mundo) para
Lutzomyia (Novo Mundo), as distingdes também foram demonstradas através de digestdo com
enzimas de restricdo, por hibridizacgdo de DNA de cinetoplasto e nos perfis de
radiorrespirometria dos dois parasitos, € a existéncia de uma antiga relagdo parasito-
hospedeiro em relagdo aos reservatdrios silvestres, ja que se verifica uma alta taxa de
prevaléncia da raposa Cerdocyon thous nativa do Brasil e Didelphis marsupialis na Colémbia,
todas elas de natureza inaparente e benigna. Baseados na primeira hipdtese, Lainson & Shaw,
2005 propuseram dividir Le. infantum em duas subespécies: Le.(Le.) infantum infantum

(Velho Mundo) e Le. (Le.) infantum chagasi (Novo Mundo), considerando que ainda existem
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muitas questdes ainda a serem esclarecidas sobre a identidade, origem e epidemiologia do
agente causador da LV.

A segunda hipdtese, que indica que as mesmas sofreram uma separacdo geografica
recente, ¢ baseada em técnicas bioquimicas (isoenzimas), soroldgicas (anticorpos
monoclonais) e de biologia molecular, como RAPD seguida de RFLP, sequenciamento de
DNA da gp63 e hibridizagdo com sondas de DNA (Kilick Kendrick, 1985; Grimaldi et al.,
1987; Rioux 1990; Mauricio et al. 2000, 2001) sugerindo que estas espécies sdo
indistinguiveis geneticamente, portanto que Le. chagasi seria considerada sinonimia de Le.
infantum.

Um trabalho recente de Marcili et al (2014) baseado em analises das sequéncias dos
genes V7V8 SSU rDNA confirmou a subespécie Le. (Le.) infantum chagasi como unidade
taxondmica valida. A pequena divergéncia encontrada entre Le. infantum e Le. chagasi, no
entanto, ndo explica e/ou diferencia entre as duas hipoteses sobre a origem evolucionaria
dessas espécies.

Levando em consideragdo que a denominagao Le. infantum tem prioridade cronologica

sobre Le. chagasi, neste trabalho, utilizaremos a denominagao especifica Le. infantum.

3.1.2 Biologia e ecologia de flebotomineos: Lu. longipalpis

Os flebotomineos sdo dipteros pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae, sendo o género Phlebotomus Rondani & Berté, 1840 e Lutzomyia Franga,
1924 responsaveis pela transmissdo das leishmanioses no Velho Mundo e no Novo Mundo,
respectivamente. Os flebotomineos se distribuem por quase todas as regides do mundo, sendo
mais abundantes na Regido Neotropical; a densidade e o numero de espécies flutuam de
acordo com a estagao climatica (Sherlock, 2003).

Dentre mais de 800 espécies de flebotomineos que especula-se existir, 98 espécies do
género Phlebotomus e Lutzomyia sdo atualmente vetores comprovados ou suspeitos das
leishmanioses humana (revisado por Maroli et al., 2013).

O género Lutzomyia nas Américas apresenta mais de 400 espécies identificadas, sendo
que pouco mais de 50 espécies sdao consideradas envolvidas na transmissdo de Leishmania
(PAHO, 2013). No Brasil, a fauna flebotominica ¢ composta de mais de 230 espécies,
representando 45,8% das que ocorrem na regido Neotropical (Galati, 2003; Ready, 2013). A
importancia dos flebotomineos para o homem e para os animais deve-se a seu papel como
vetores naturais de alguns agentes etiologicos, como protozoarios do género Leishmania e

outros tripanosomatideos, bactérias do género Bartonella e varios arbovirus (Sherlock, 2003).
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Sao insetos de pequeno porte (2 a 3 mm), possuindo como caracteristica o corpo com
intensa pilosidade, habitos de voo crepusculares e abrigam-se em locais imidos € sombrios.
Durante o pouso, mantém suas asas em posi¢do vertical caracteristica. Os olhos sdo
proeminentes, arredondados e bem separados, e as antenas sdo longas, formadas por 16
segmentos. Nas fémeas, a proboscide ¢ desenvolvida, do tipo picador-pungitivo, constituida
de labro, um par de mandibulas, hipofaringe, um par de maxilas e labio. Os machos possuem
mandibulas rudimentares. As pernas sdo longas e delgadas, o que os distinguem dos demais
insetos desta familia. As asas sdo bem desenvolvidas, grandes, hialinas e de aspecto
lanceolado. A extremidade posterior do abdome se diferencia nos dois sexos: as fémeas
possuem estruturas internas, sobressaindo um par de espermatecas € nos machos ¢
diferenciada em 6rgdo copulador formado por 5 estruturas pares (Forattini, 1973).

Os machos e fémeas necessitam de suprimentos de carboidratos na alimentagdo, que
adquirem da seiva de plantas, secregdes agucaradas, néctar de flores, frutos e outros sucos de
plantas (Smith et al., 1940, 1941; Pessoa & Barreto, 1948; Deane et al., 1955; Sherlock &
Sherlock, 1961, 1972; Alexander & Usma, 1994). Esta fonte de alimentacdo, além de ser
utilizada na obtencdo de energia e amadurecimento dos ovarios da maioria de espécies de
flebotomineos, pode afetar também o desenvolvimento e infectividade das leishméanias no
tubo digestivo do vetor.

Somente a fémea necessita de sangue para a maturacdo dos ovarios. O ciclo
gonotrofico varia; algumas espécies realizam o repasto sanguineo apenas uma vez entre as
posturas, enquanto tem se observado que outras realizam multiplas refeigdes sanguineas
durante um TUnico ciclo de oviposicdo, aumentando o poder de transmissdo de
microorganismos por estes insetos (Sherlock, 2003; Brazil & Brazil, 2003). Uma grande
variedade de animais j& foram identificados como fonte alimentar de flebotomineos (Tesh et
al. 1971; Boreham, 1975; Lainson & Shaw, 1979; Christensen et al. 1982), inclusive
infectados por alguma espécie de Leishmania. A presenga de animais sinantropicos e
domésticos no peridomicilio contribuem para a atracao de flebotomineos, possivelmente
vetores de leishmanioses, e com isso, ha maior risco de transmissdao da doenca (Forattini,
1953; 1960, 1976, Gomes et al., 1983, Brazil et al., 1991).

Os flebotomineos sdo holometabolos, com ciclo vital composto de uma fase de ovo,
fase larval (compreende 4 estadios), fase de pupa e o adulto. As larvas dos flebotomineos sdao
terrestres, bastante ativas e se deslocam com rapidez para buscar alimento, provavel causa de
dispersao na natureza (Sherlock, 2003). Apds a alimentacdo sanguinea das fémeas e a
oviposic¢ao concluida, as larvas de primeiro estddio emergem em 12-19 dias, as pupas em 25-

59 dias e os adultos em 35 a 69 dias (Volf & Volfova, 2011).
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Embora se conhecga os habitos alimentares das formas imaturas, pouco se sabe sobre os
criadouros naturais das larvas de flebotomineos no Novo Mundo. O conhecimento especifico
desses sitios de criagdo pode facilitar o controle destes vetores (Feliciangeli, 2004). Em estudo
realizado em Cavunge regido semi-arida da Bahia, a ocorréncia de criadouros em
microambientes especificos foi investigada em amostras de solo coletadas de casas, que
também foram utilizadas para a amostragem de adultos. Todos os microambientes amostrados
no estudo foram identificados como criadouros naturais. As formas imaturas de flebotomineos
foram encontradas nos seguintes locais: solo coberto com fezes de galinha, tronco caido e
entre raizes de arvores, solo acumulado entre cavidades rochosas e em rachaduras em torno de
tanques de agua e no interior da residéncia. Flebotomineos adultos também foram coletados
nos mesmos locais, no intra e no peridomicilio (Sangiorgi et al., 2012). Os flebotomineos
utilizam como abrigos uma grande diversidade de locais, como espagos existentes entre folhas
caidas e o solo, tocas de animais, gretas nos troncos das arvores, etc (Aguiar et al., 1985;
Alexander et al., 1992; Azevedo et al., 1993), sendo que estes locais caracterizam-se por
possuirem uma pequena variagdo na temperatura e umidade, favorecendo a presenca destes
insetos, ja que os mesmos sao muito sensiveis a dessecacao.

Os flebotomineos em geral, permanecem durante a maior parte do dia em seus abrigos,
iniciando sua atividade durante a tarde ou a noite (Brazil & Brazil, 2003). Na regido
neotropical, os flebotomineos tém sido observados com maior frequéncia na primeira metade
da noite, principalmente entre 19 e 21 horas (Biagi et al., 1966; Thatcher & Hertig, 1966;
Williams, 1970; Gomes et al., 1989; Aguiar et al., 1985; Galati et al., 1996). Entretanto,
Teodoro (1993) no norte do Parand, demonstraram que algumas espécies de flebotomineos
tém seus picos de atividade entre 16 e 17h. A espécie L. flaviscutellata apresenta um pico de
atividade de alimentacao entre 22:00 e 1:00h, raramente se alimentando durante o dia (Ward,
1977). Em estudo realizado em ambiente florestal residual e extraflorestal a atividade de Lu.
intermedia foi avaliada havendo uma divergéncia quanto ao pico de atividade maxima, que
variou entre 20 ¢ 2 horas (Gomes et al., 1983). A distribui¢ao horaria de Lu. longipalpis foi
estudada no periodo da noite no ambiente peri e intradomiciliar na Ilha de Sdo Luis (MA). A
espécie foi encontrada ao longo de toda a noite, porém foi mais frequente no peridomicilio,
entre 18h e 22h e entre 20h e 2h no intradomicilio (Rebélo, 2001).

No ciclo de transmissao da Le. infantum, agente etioldgico da LV no Novo Mundo, a
transmissdo ocorre, principalmente, através da picada de fémeas de flebotomineos da espécie
Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912). Trabalhos tém demonstrado a possibilidade de Lu.
evansi (Nuifies- Tovar, 1924) estar agindo como vetor na Colombia (Travi et al., 1996), ¢ o

encontro de fémeas de Lu. cruzi (Mangabeira, 1938) infectadas em area endémica para LV em
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Corumbé, Mato Grosso do Sul, aponta a possibilidade desta espécie ser a transmissora da
doenga nessa area (Santos et al., 1998). Outras espécies podem abrigar, mesmo que
experimentalmente, a Le. infantum, mas sem efeito sobre a transmissdo da doencga, pois
acredita-se na existéncia de certa especificidade do vetor para as leishmanias (Sherlock, 1997;
Lainson & Shaw, 1998).

Nas Américas, a espécie Lu. longipalpis é considerada a principal transmissora do
agente etioldgico causador da LV e cumpre todos os critérios estabelecidos para ser
considerado um vetor competente, chamando a atencdo para os essenciais, como antropofilia,
distribuicdo espacial coincidente com os casos humanos da doenga e encontro de exemplares
naturalmente infectados por Le.(Le.) infantum chagasi (Rangel & Vilela, 2008). No Brasil
esta espécie ocorre nas cinco regides geograficas do pais, sendo o primeiro registro na regiao
Sul, ocorrido em 2008 (Brasil, 2011).

Observagoes realizadas na regido Amazonica do Brasil apontaram que a espécie Lu.
longipalpis ¢ primariamente silvestre, sendo ainda encontrada em florestas remotas, distante
das habitagdes humanas (Chagas et al.; 1938; Lainson et al., 1986; Ryan et al., 1986). No
entanto, a maior parte dos estudos iniciais sobre a LV no Brasil, foi realizada em estados
pouco arborizados do pais, como consequéncia do desmatamento, e com isto houve a
tendéncia de se pensar na LV como sendo uma doenca que circulava somente entre o cao e
esta espécie de flebotomineo, em um ambiente essencialmente doméstico (Lainson & Rangel,
2005).

A espécie Lu. longipalpis gradualmente foi colonizando o ambiente rural e no final da
década de 80, comegou a invadir o ambiente urbano, se instalando principalmente na periferia
das cidades, onde passou a ser capturada no intradomicilio e peridomicilio. Alguns aspectos
comportamentais desta espécie t€ém papel fundamental no contexto da urbaniza¢do da LV,
principalmente devido aos seus hébitos ecléticos de alimentacdo e facil adaptacdo ao ambiente
doméstico (Rangel & Vilela, 2008), sendo o elo de transmissdo entre animais domésticos e o
homem (Missawa et al., 2008).

As fémeas de Lu. longipalpis invadem com bastante rapidez as habitagdes e no
domicilio e peridomicilio, alimentam-se de sangue do homem, de cdo, de galinha, de
equideos, suinos e caprinos (Sherlock & Guitton, 1969; Passos - Dias et al., 2003). Observa-se
que as fémeas de Lu. longipalpis se concentram principalmente em galinheiros, o que tem
consideravel importancia epidemioldgica, ja que estes ambientes ndo sdo borrifados
comumente, ¢ esta continua sendo a principal medida de controle da LV (Lainson & Rangel,

2003).
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Estudos realizados em areas endémicas para LV no estado de Minas Gerais mostraram
que a espécie Lu. longipalpis é a mais abundante, onde algumas caracteristicas como a baixa
condicdo sbcio-econdmica, o ambiente propicio para a reproducdo do flebotomineo, com
acumulo de matéria organica e a presenga de animais domésticos foram fatores determinantes
para o encontro de alto nimero desta espécie. A maior parte destes exemplares foi encontrado
no peridomicilio, mas ¢ importante salientar a presenga de consideravel nimero de
flebotomineos no interior das casas, ilustrando o carater endofilico desta espécie, podendo a
transmissdo da LV estar ocorrendo no ambiente intradomiciliar (Souza et al., 2004; Barata et
al., 2005; Monteiro et al., 2005; Dias et al., 2007; Michalsky et al., 2009 a, Dias et al., 2011).

Estudos entomologicos realizados no municipio de Belo Horizonte, objetivaram
levantar a fauna flebotominica em diversos distritos, mostrando as espécies predominantes em
cada uma delas. Nos anos de 1997 a 1999, foram capturados um total de 397 flebotomineos
em trés distritos do municipio; dois deles com alta prevaléncia da infec¢do canina e
ocorréncia de casos humanos (Leste e Nordeste) e um distrito onde a prevaléncia da LVC era
baixa e ndo havia casos humanos de LV (Barreiro). As espécies predominantes foram Lu.
longipalpis e Lu. whitmani, sendo a primeira encontrada em maior nimero no distrito
Nordeste (62,7%) (Resende et al., 2006). As duas espécies citadas anteriormente também
foram predominantes em estudo abrangendo todos os distritos do municipio, no periodo de
2001 a 2003. Um total de 3871 flebotomineos foram coletados, e as espécies Lu. whitmani e
Lu. longipalpis foram capturadas em maior nimero em areas verdes, e no intra e
peridomicilio, respectivamente. Lu. longipalpis foi a espécie predominante nas maioria dos
distritos (Souza et al., 2004). No distrito Nordeste do municipio, entre os anos de 2006 e
2007, foram realizadas capturas entomologicas no peridomicilio de residéncias e em duas
areas verdes proximas a drea urbana. Dos 245 espécimes coletados, houve uma
predominancia de Lu. whitmani sobre as demais espécies e Lu. longipalpis apresentou uma
alta taxa de infecgdo natural (19%) (Saraiva et al., 2010). A detecgdo de fémeas de Lu.
longipalpis naturalmente infectadas em areas endémicas de LV tem grande importancia no
papel desempenhado por esta espécie na transmissdo da doenga nestas areas (Michalsky et al.,

2011).

3.1.3 Influéncia das variaveis climéaticas sobre os flebotomineos

Muitos estudos sugerem que alguns fatores abiodticos influenciam, em menor ou maior
proporgao, a ocorréncia de determinadas espécies de flebotomineos, seja por influéncia direta

sobre os adultos ou pelas modificagcdes nas condigdes dos criadouros. Segundo Chaniotis et
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al. (1971) e Rutledge & Ellenwood (1975), a sazonalidade estd relacionada aos padrdes de
distribuicao das chuvas, uma vez que estes modificam as condi¢des dos criadouros no solo.
De acordo com esta hipotese, a chuva beneficiaria os flebotomineos quando esta ocorresse
moderadamente ao longo da estacdo chuvosa, mas por outro lado prejudicaria o
desenvolvimento dos insetos quando inundasse o chdo, destruindo seus criadouros. Rutledge
& Ellenwood (1975) demonstraram que as condi¢des do criadouro, como a quantidade de
nutrientes, a umidade e a temperatura, t€tm uma grande influéncia sobre a variacao
populacional dos insetos adultos nos diferentes habitats.

Os estudos sobre a variagdo sazonal de Lu. longipalpis sdo importantes para a
compreensdo da dinamica de transmissdo da doenca a partir do conhecimento da interagao
entre cada espécie e seu habitat, visando controlar a populagdo de vetores em uma dada regido
(Macedo et al., 2008). De acordo com a literatura, os fatores climaticos, como temperatura,
umidade relativa do ar e pluviosidade podem influenciar, de maneira varidvel, o numero de
flebotomineos em determinadas areas (Dias et al., 2007).

Desde seus estudos pioneiros, Deane & Deane (1955a) observaram a influéncia das
variaveis climaticas na densidade populacional de Lu. longipalpis. Eles relataram que os
periodos chuvosos favorecem a proliferacdo e sobrevivéncia da espécie. Apos este relato
inicial, varios autores observaram a relacao entre pluviosidade e o nimero de flebotomineos.
Estudos realizados em areas endémicas de MG para LV demonstraram que a umidade ¢ a
pluviosidade tiveram efeito significativo no nimero de flebotomineos capturados, que
aumentou durante a estacdo chuvosa (Barata et al., 2004; Dias et al., 2011). No municipio de
Paracatu, Dias et al. (2011) chama a ateng¢do para o aumento no nimero do vetor, que foi
precedido por um pico de temperatura quente, que ocorreu dois meses antes. Ja Missawa &
Dias (2007) e Michalsky et al. (2009a) observaram um aumento na populacdo de
flebotomineos logo apds a estacdo chuvosa, apesar de ndo ter havido uma correlagao
estatisticamente significativa entre as varidveis climaticas ¢ o numero de flebotomineos. No
municipio de Varzelandia (MG), nao foi possivel observar a interferéncia dos fatores
climaticos (temperatura, umidade e pluviosidade) sobre a populagdo de insetos adultos, porém
houve uma reducdo de densidade de flebétomos nos meses frios e secos, possivelmente
devido as condigdes ambientais desfavoraveis para as formas imaturas. (Dias et al., 2007). Ja
em Montes Claros, area ativa de tranmissdo de LV, através de equacdo matematica, foi
encontrada uma associagdo entre a densidade de Lu. longipalpis com as trés variaveis
climaticas citadas anteriormente (Michalsky et al., 2009b).

Em estudo realizado em 3 distritos de Belo Horizonte entre 1997 € 1999, sobre a

variagdo sazonal de Lu. longipalpis, verificou-se que o maior nimero de espécimes do vetor
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corresponde aos periodos em que a precipitagdo pluviométrica ¢ mais elevada, combinada
com as mais altas temperaturas médias, atingindo os valores maximos logo apos o fim da
estacdo chuvosa. O menor nimero de espécimes foi observado durante os periodos secos
(Resende et al., 2006).

Em outro estudo realizado nos 9 distritos deste municipio, as médias das variaveis
climaticas umidade, temperatura e pluviosidade ndo mostraram diferengas estatisticamente
significativas quando comparadas com o numero de flebotomineos, porém houve uma
tendéncia de aumento logo apos os periodos chuvosos (Souza et al., 2004).

A correlacdo entre os fatores climaticos e o nimero de flebotomineos vetores podera
servir de suporte para determinar as épocas do ano mais propicias para a aplicagdo de
inseticidas, objetivando o uso racional dos recursos e a reducdo de danos ambientais (Resende
et al., 2006). Além disto, como apontado por Silva et al. (2007a), a associacdo destas
informagdes com outros parametros, como taxa de picada, longevidade do vetor, percentual
de insetos infectados e o periodo de incubagdo extrinseco, poderiam construir modelos mais

robustos para predizer a for¢a de transmissdo em determinada area.

3.1.4 Reservatérios

Shaw (1988) reconhece dois tipos principais de hospedeiros envolvidos na transmissao
da leishmaniose zoonética americana: o primeiro, chamado de hospedeiro primario
(reservatério), que além de albergar o parasito no ambiente silvestre seria responsavel pela
sua manuten¢ao, independente da co-existéncia com outro hospedeiro. O segundo, hospedeiro
secundario, diferente do primario, seria uma animal que alberga o parasito, porém ¢ incapaz
de manter o ciclo enzodtico indefinidamente.

Um grande nimero de trabalhos tem investigado a infec¢do por Le. infantum em
reservatorios domésticos e silvestres (revisado por Quinnell & Courtenay, 2009). Neste
contexto, os trabalhos mais completos foram realizados no Brasil, por Deane & Deane ¢
Alencar, no estado do Ceara e Lainson e Shaw no estado do Para (Deane & Deane, 1955b;
Alencar, 1961; Lainson et al., 1987).

No ciclo silvestre de Le. infantum, as raposas Lycalopex vetulus no Nordeste do Brasil,
Cerdocyon thous, na Amazonia brasileira, e os marsupiais didelfideos, no Brasil ¢ na
Colombia, sdao considerados os reservatorios da LV. Ao contrario dos cdes, a grande maioria
das infec¢des naturais em animais silvestres parece assintomatica (Quinnell & Courtenay,

2009).
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O cao vem sendo apontado por varios autores como o principal reservatdrio em area
urbana, devido ao grande numero de casos de LVC, por serem altamente susceptiveis a
infec¢do, pelo intenso parasitismo cutaneo destes animais e pelo seu convivio junto ao homem
(Deane & Deane 1962; Dantas Torres & Brandao-Filho, 2006). Sua importancia vem sendo
observada em algumas cidades brasileiras, pelo aumento do numero de casos humanos, ja que
estes tem correlagdo com a ampliagdo da ocorréncia de casos de LVC (Bevilaqua et al., 2001;
Oliveira et al., 2001; Franga-Silva et al., 2003; Monteiro et al., 2005).

Virias espécies de animais domésticos tém mostrado uma alta prevaléncia de infec¢ao
em algumas areas (revisado por Gramiccia & Gradoni, 2005). Alguns estudos realizados no
Brasil demonstraram o encontro de Leishmania spp. em felinos (Savani et al., 2004; Souza et
al., 2005; Dantas-Torres et al., 2006a; Rossi, 2007; Silva et al., 2008; Serrano et al., 2008).
Particularmente em gatos, a maioria dos estudos detectam baixas cargas parasitarias, nao
sendo detectada infec¢do por métodos parasitologicos (Silva et al., 2008).

A detec¢do de DNA de Leishmania em uma espécie animal ¢ uma forte evidéncia, mas
ndo ¢ suficiente para determinar se um hospedeiro pode ser um reservatorio da doenga. Outros
critérios devem ser considerados, como o encontro da espécie de flebotomineo vetor
naturalmente infectado na mesma regido do suposto reservatorio, a sobrevivéncia do
hospedeiro tempo suficiente para garantir a transmissao da infecgao, prevaléncia de infecg¢ao
entre os hospedeiros acima de 20%, manuten¢do do parasitismo no sangue periférico ou na
pele em quantidade suficiente para infectar o vetor ¢ a mesma espécie de Leishmania

infectando reservatorios ¢ humanos (Silva et al., 2005 a).

3.2 A Leishmaniose Visceral Canina

A possivel participagdo dos cdes no ciclo epidemiologico da LV comegou a ser
aventada na Tunisia, a partir da deteccdo, nos animais, do agente etioldégico do calazar
(Nicolle & Comte, 1908). Na década de 30, foi demostrada pela primeira vez a transmissao de
Le. infantum para cdes através da picada de flebotomineos (Parrot et al., 1930; Adler &
Theodor, 1931). No Brasil, os estudos pioneiros que demonstraram a importancia do cao
como reservatorio da LV foram realizados na regido Nordeste, estado do Ceard, onde os
aspectos basicos do ciclo epidemioldgico da LV foram estabelecidos (Alencar & Coelho
Neto, 1956; Deane, 1956; Genaro, 1993) e a partir dai vérios estudos demonstraram que o cao
representa um importante elo no ciclo de transmissdo da LV (Deane, 1956), sendo
considerado no ambiente urbano o principal reservatorio do parasito Le. (Le.) infantum

relacionado com os casos humanos (Monteiro et al., 2005; Dantas-Torres, 2007). Dentre as
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razdes podem ser citados o intenso parasitismo cutaneo por formas amastigotas de
Leishmania, que aumenta a possibilidade de transmissdo, sua proximidade com o homem e
suas residéncias, favorecendo a manutengdo do ciclo doméstico de transmissdao (Ashford,
1996), pelo fato de, mesmo infectados, os cdes permanecerem sem sinais clinicos de LV
aparentes por anos ou por toda a vida (Moreno & Alvar, 2002) e a alta prevaléncia de
infeccdo por Le. infantum em &reas onde a LV ¢é endémica, com grande proporgdo de
assintomaticos (Alvar et al., 2004).

A leishmaniose visceral canina (LVC) ¢ uma doenga cronica, fatal e multisistémica,
que possui sinais clinicos muito variaveis. Os sinais clinicos iniciais da LVC sdo: hipertrofia
do linfonodo, dermatite periorbital e nasal, pelagem opaca, onicogrifose e edema das patas.
Com frequéncia outros sinais podem estar presentes, como febre, apatia, diarreia, hemorragia
intestinal, perda de peso, hepatoesplenomegalia, ulceragdo cutanea e conjuntivite, embora
nem todos os animais necessariamente apresentem (Almeida et al., 2005; Baneth et al., 2008;
Reis et al., 2009). Segundo Ferrer (1999), a manifestagdo clinica da doeng¢a dependera da
resposta imunolégica do animal.

Com base na sintomatologia, Mancianti (1988) classifica a LVC em trés grupos:
assintomaticos, com auséncia de sinais clinicos sugestivos de infecgdo por Leishmania spp.,
oligossintomaticos, que apresentam no maximo trés sinais clinicos da doenca entre eles
opacificagdo das corneas, perda moderada de peso, alopecia localizada e/ou adenopatia
linfoide e caes sintomaticos, apresentando varios sinais classicos da doenca, incluindo lesdes
cutaneas, perda severa de peso, onicogrifose, ceratoconjutivite, apatia, paresia dos membros
posteriores, entre outros. Optou-se, no presente estudo, por usar somente as formas polares da
classificagdo proposta por Mancianti (1988): assintomaticos e sintomaticos.

H4 na literatura, varios estudos que demonstram a infe¢do de cdes por agentes
etiologicos da LT, como Le. braziliensis (Aguilar et al., 1989; Reithinger & Davies, 1999;
Madeira et al., 2003, 2006a; Ryan et al., 2003; Castro et al., 2007). Nos focos domésticos ¢
peridomésticos de transmissdo (Campbell- Lendrun et al., 2001; Yadon et al., 2003), os cdes
provavelmente servem como uma fonte de infeccdo de pouca importancia para os
flebotomineos. Travi et al. (2006) indicaram que, apesar da suscetibilidade do cdo a Le.
braziliensis, sua competéncia como reservatorio pode ser baixa. Contudo, mais estudos sdo
necessarios para evitar conclusdes erroneas a respeito da importancia do cao na epidemiologia
da LTA (Dantas-Torres, 2007).

A epidemiologia da LV tem sofrido transformagdes desde a década de 80, juntamente
com a urbanizagdo, porém as medidas de controle para a doenga continuam as mesmas

(Nunes et al., 2008), sendo preconizado em uma das vertentes da triade, a eliminac¢do de caes
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soropositivos (Brasil, 2006). De 2002 a 2007 foram realizados no Brasil mais de 2 milhdes de
exames e mais de 160 mil caes foram eutanasiados. Apesar deste esfor¢o, a incidéncia da LV
humana nio diminuiu a niveis razoaveis (Lemos et al., 2008).

Além de servir de fonte de infec¢ao para o vetor, a importancia epidemiolédgica do cao
na transmissdo da LV também estd relacionada a sua presenga, sendo uma fonte alimentar
atrativa para o vetor. Borges et al. (2009) analisou em Belo Horizonte o risco de contrair LV e
a presenca de animais em residéncias e observou que para os proprietarios de caes, o aumento
no risco de contrair a LV ¢ equivalente a 2,17 vezes e estd relacionado ao numero de caes no
peridomicilio. Em estudo realizado neste municipio através de analise espacial, foi observada
uma forte evidéncia da ocorréncia de casos humanos em regides de alta prevaléncia da LVC
(Oliveira et al., 2001; Margonari et al., 2006). Contudo, esta correlagao ndo foi encontrada
por alguns autores (Sabroza et al., 1992; Evans et al., 1992; Dietze et al., 1997; Paula, 2001),
que questionam a eutanasia de cdes soropositivos. Margonari et al. (2006) também
demonstraram a maior ocorréncia de casos humanos e caninos em Belo Horizonte em
altitudes variando de 780 a 880 m. Esta associagdo com a altitude nao foi observada em
estudo de analise espacial posterior realizado no municipio (de Aragjo et al., 2013).

E sabido que a infec¢iio no céo precede a ocorréncia dos casos humanos, sendo a LVC
mais prevalente que a doenga humana (Oliveira et al., 2001). No ambiente doméstico, a
maioria dos cdes que apresentam sorologia positiva sdo assintomaticos, porém sao fontes de
infeccdo para o vetor, atuando como bons reservatdrios (Cosenza, 1995; Moreno & Alvar,
2002; Silva et al., 2005b).

Para melhor entender o papel do cao na epidemiologia da LV, foi realizado um estudo
em Montes Claros (MG), objetivando testar pelo método de xenodiagnostico a infectividade
de cées assintomaticos, oligossintomaticos e sintomaticos utilizando Lu. longipalpis criados
em laboratorio. As taxas de infec¢dao de 5,4%, 5,1% e 28,4% foram encontradas nos
flebotomineos que se alimentaram nos caes assintomaticos, oligosssintomaticos e
sintomaticos, respectivamente, indicando que em condigdes experimentais, os caes
sintomaticos sdo cerca de quatro vezes mais infectivos para os vetores que os das outras
formas clinicas. No entanto, apesar das taxas menores exibidas nos cdes oligo e
assintomaticos, estes devem ser levados em conta na epidemiologia da LVC (Michalsky et al.,

2007).
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3.2.1 Diagnostico da LVC

O diagnostico laboratorial da LVC preconizado pelo Ministério da Satde ¢ baseado
em exames sorologicos e parasitologicos, sendo o exame parasitologico considerado, ainda, o
padrdo ouro para o diagndstico da doenga, embora haja discordancia entre alguns autores
(Ferrer, 1999; Koutinas et al., 2001; Moreira et al., 2002). Nao existem testes diagnosticos
que apresentam 100% de sensibilidade e especificidade para LVC (Gontijo & Melo, 2004).
Os testes diagndsticos, para serem utilizados na rede publica sdo avaliados pelos seguintes
parametros: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
reprodutibilidade, facilidade e exequibilidade (Brasil, 2011). Os inquéritos soroldgicos
realizados pelos programas de vigildncia e controle visam conhecer os aspectos
epidemioldgicos da doenca nas dreas de transmissdo ou com potencial de transmissdo, e
identificar os cdes soropositivos para posterior eutanasia (Brasil, 2006).

O diagnostico clinico da LVC torna-se dificultado, uma vez que ¢ grande a ocorréncia
de animais assintomaticos e os sinais clinicos ndo sdo patognomonicos da doenca. Sendo
assim, os exames laboratoriais sdo de grande importancia para a confirma¢do diagndstica
(Brasil, 2006).

Até a década de 30, o diagnoéstico era feito pelo método direto, através da pungdo de
figado, bago e raspados de pele, e também puncdo de medula 6ssea, que por ser um método
invasivo, dificultou seu emprego em larga escala. Apesar da grande especificidade, estes
métodos possuiam baixa sensibilidade (Gontijo & Melo, 2004), além de ser dificil a deteccao
do parasito em animais assintomaticos, pois possuem baixo parasitismo (Moreira et al., 2007).
Na década de 50, pesquisadores sugeriram a utilizagdo da Reagdo de Fixagdo do
Complemento (RFC) em inquéritos caninos, devido ao aumento na sensibilidade e
especificidade em relagdo aos testes diretos (Alves & Bevilacqua, 2004).

A partir da década de 60, a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) passou a ser
utilizada. A RIFI consiste na reacdo de anticorpos presentes nos soros com o0s parasitos
(Leishmania) fixados em laminas de microscopia, posteriormente associado a um conjugado
fluorescente. O resultado ¢ considerado positivo se apresentar titulos iguais ou maiores que a
diluicao de 1:40 (ponto de corte) (Brasil, 2006). Para a realizagdo da RIFI ¢ necessario pessoal
altamente treinado para a leitura das laminas, ¢ um processo dispendioso ¢ ndo ¢ adaptado
para estudos epidemioldgicos em larga escala (Gontijo & Melo, 2004). Além disto, a
limitagdo deste teste ¢ que pode apresentar reagdo cruzada com outros tripanosomatideos

(Madeira et al., 2006b; Santos-Gomes & Fonseca, 2008). Alguns trabalhos também mostram
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que a RIFT apresenta baixa sensibilidade na deteccdo de animais assintomaticos (Mettler et
al., 2005).

A partir dai, havendo a necessidade de uma técnica com alta sensibilidade e
especificidade, surgiram a partir da década de 70 vérios trabalhos avaliando o teste Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O ELISA consiste na reagdo de soros com antigenos
soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de culturas in vitro, sendo um teste
rapido, sensivel, de fécil leitura, que possibilita a andlise de grande quantidade de amostras
em pouco tempo, sendo sua especificidade dependente do antigeno utilizado (Reithinger et
al., 2002), podendo apresentar niveis de especificidade baixos, principalmente quando se
utilizam antigenos brutos (Reed, 1996).

Outros testes sorologicos empregados no diagnostico da LVC sdo o teste de
hemaglutinagdo direta (HA) e indireta (HAI), a reacdo de fixagdo do complemento (FC) e o
DAT - teste de aglutina¢ao direta (Oskam et al., 1996). Em estudos comparativos entre
ELISA, RIFI e DAT, o ultimo demonstrou sensibilidade e especificidade semelhante quando
comparado aos outros testes (Evans et al., 1990; da Silva et al., 2006).

Nos ultimos anos, varios testes imunocromatograficos tém sido testados, utilizando
como antigenos proteinas recombinantes, como rK39 e rK26, como também proteinas
extraidas de bactérias que fazem parte dos reagentes marcadores dos testes para LVC
(Reithinger et al., 2002; da Costa et al., 2003; Mettler et al., 2005; Bisugo et al., 2007,
Lemos et al., 2008; de Lima et al., 2010). A utilizagdo de antigenos recombinantes e
purificados de proteinas de membranas (gp63, gp72 e gp70), otimizaram a sensibilidade e
especificidade da técnica de ELISA (Boarino et al., 2005; Porrozzi et al., 2007). Dentre as
novas tecnologias para o diagnostico soroldgico da LVC inclui-se o teste rapido DPP (Dual
Path Platform). Trata-se de um teste imunocromatografico rapido qualitativo para detec¢do de
anticorpos anti-Leishmania que utiliza antigenos recombinantes rK26 e rK39 (Grimaldi et al.,
2012).

A deteccdo do DNA de Leishmania através de métodos moleculares representa uma
ferramenta muito util, em fun¢do de sua rapidez, alta sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da LVC (Ikonomopoulos et al., 2003; Xavier et al., 2006), inclusive na detecgdo
de caes assintomaticos. Estudos usando a PCR em éareas endémicas t€ém confirmado que a
prevaléncia da infecgdo nos cdes ¢ muito maior do que a propor¢ao daqueles que
desenvolvem a forma sintomatica da doenga (Solano-Gallego et al., 2001; Alvar et al., 2004).

Alguns estudos enfatizam a idéia da inclusdo da PCR em programas de vigilancia e
controle da LV, uma vez que ¢é capaz de detectar infec¢des subclinicas, podendo, aliado a uma

técnica sorologica, diagnosticar casos inconclusivos que apresentam reagao cruzada ou baixos
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titulos de anticorpos (de Andrade et al., 2006; Miro et al., 2008; Pereira-Chiocola, 2009;
Solano- Gallego et al., 2009). Estudos em diferentes arcas endémicas tém demonstrado que a
combinacdo destas duas técnicas tem apresentado uma maior sensibilidade na detec¢do de
animais soropositivos (Gramiccia & Gradoni, 2005). No entanto, apesar da alta sensibilidade,
a PCR ndo possui, ainda, aplicabilidade nos programas de controle da LVC.

Em um estudo realizado em Belo Horizonte, de Andrade et al. (2006) demonstraram
que animais com diagndstico sorologico e parasitologico negativo apresentaram-se positivos
em métodos moleculares. Esses resultados refor¢am a hipdtese de que métodos diagnosticos
utilizados em areas endémicas subestimam o numero de cdes infectados, ndo detectando na
sorologia convencional (ELISA e RIFI) um consideravel numero de caes positivos,
influenciando na transmissdo da doenga. Outro estudo realizado em regido endémica para LV
no norte de Minas Gerais, verificou a concordancia de 4 testes diagndsticos para LVC, sendo
RIFI e ELISA usados como testes de referéncia. Observou-se que 93,8% dos animais
apresentaram pelo menos 1 teste positivo, € metade dos caes sintomaticos deram resultados
positivos para todos os 4 testes administrados. Porém, o diagnostico principalmente para caes
assintomaticos nao ofereceu resultados conclusivos (Regina-Silva et al., 2014).

Os testes até recentemente recomendados pelo Ministério da Satude para o diagndstico
da LVC eram o ELISA, utilizado como método de triagem e a RIFI como teste confirmatorio.

Segundo nota técnica do Ministério da Satde, Departamento de Vigilancia de Doencgas
Transmissiveis de 2011 (MS, 2011), o DPP foi incorporado como um novo exame na rede
publica para o diagnéstico da LVC como o exame de triagem, e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) ¢ realizado como teste confirmatdrio. O antigo modelo demandava um longo periodo
para a entrega dos resultados, havendo um periodo entre 30 e 80 dias entre o diagnostico e a
retirada dos cdes, o que favorecia a transmissdo da doenca, j4 que os cdes soropositivos
permaneciam na area durante este periodo (Lira et al., 2006). Com o emprego do DPP o
diagnéstico sera rapido, simples e de facil uso, podendo ser executado no campo (Grimaldi et
al., 2012).

Um estudo de meta andlise, que objetivou avaliar a precisdo e a qualidade do
diagnostico da LVC nas Américas, demonstrou que os testes ELISA e DPP apresentam uma
precisdo moderada no diagnéstico da LVC, sendo urgente a necessidade de melhoria da
qualidade do ensaio e da implementagdo e analise dos estudos de validagdo dos testes
diagnodsticos para a doenca. A definicdo de um padrdo de referéncia continua sendo um
desafio que afeta os estudos de validacdao. Neste sentido, o estudo das técnicas moleculares
tem grande relevancia, a fim de avaliar a possibilidade de superagdo das limitagdes do

diagnostico parasitologico convencional (Peixoto et al., 2014)
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3.3 A utilizagdo da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo de

Leishmania spp.

A partir da década de 80 iniciaram-se os estudos sobre metodologias baseadas na
biologia molecular para a identificagio do género Leishmania. A técnica de PCR,
desenvolvida por Saiki et al. (1985), consiste em se ter o conhecimento prévio de uma
sequéncia alvo, combinado a um par de iniciadores, submetidos a repetidos ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensdo, para a sintese in vitro de milhdes de copias de uma
segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase.

Os métodos moleculares, como a PCR vém sendo largamente utilizados nos estudos
epidemioldgicos a fim de elucidar animais silvestres e domésticos como hospedeiros da
doenca e detectar o parasito em flebotomineos infectados experimentalmente ou naturalmente.
A sensibilidade e especificidade destes métodos sdo as principais vantagens, sendo também
rapidos e independentes do crescimento do parasito (Michalsky et al., 2002; Oliva et al.,
2006; Pereira-Chioccola, 2009; Queiroz, 2010; Coura-Vital, 2011). Além disso, para detectar
a presenca de infeccdo atual e ndo passada, nos inquéritos epidemiologicos, a PCR é o método
mais indicado, uma vez que o DNA persiste apenas algumas horas apds a morte do parasito,
ao contrario da resposta imune celular ou humoral (Disch et al., 2004; Prina et al., 2007).

Os métodos classicos utilizados para deteccdo da presenca de Leishmania spp. em
insetos vetores, sdo o parasitologico apds disseccdo do trato digestivo do vetor e identificagao
dos parasitos in situ pela cultura do parasito, ou inoculagdo em animais de laboratdrio
(Carvalho et al., 2008). Os fatores limitantes destas técnicas estdo no fato de elas serem
demoradas, da dificuldade de processar um grande numero de amostras e de sua baixa
especificidade, pois as fémeas de flebotomineos também albergam outros tipos de parasitos,
como algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum, que passam por um estagio de
promastigota indistinguivel de Leishmania, dificultando o diagnodstico da doenga (Barbosa et
al., 2006; Paiva et al., 2007; Carvalho et al., 2008).

Os pioneiros no uso da técnica de PCR para identificagdo de Leishmania, utilizaram
como alvo as moléculas do minicirculo do kDNA, demonstrando a sensibilidade do método,
capaz de detectar o KDNA equivalente a um unico parasito (Rodgers, 1990).

A maior sensibilidade dos métodos que utilizam como alvo regides do kDNA em
detrimento aos métodos que utilizam o DNA gendmico, parece estar relacionada ao numero

de copias do alvo, que no caso do DNA do minicirculo chega a 10.000 copias. Para o RNA
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ribossomal (rRNA), o niimero varia de 40 a 200 copias (Lachaud et al., 2002; Nasereddin et
al., 2000).

Outros alvos, além do kDNA tem sido descritos para identificar o DNA de
Leishmania, como o gene “heat shock protein 70”(HSP70) (Garcia et al., 2004), a regiao
espacadora entre os transcritos internos “internal transcribed spacer 1 (ITS1) (Naserenddin et
al., 2006), e o gene SSUrRNA (Van Eyes, 1992; Cruz et al., 2002, 2006).

Das sequéncias pertencentes aos grupos de multiplas copias, o SSUrRNA ¢ um dos
mais bem estudados. Além disto, assim como o DNA, o RNA do SSUrRNA pode ser usado
como alvo para PCR, se mostrando altamente especifico e sensivel na detec¢ao de Leishmania
(Van Eyes, 1992). O DNA nuclear contém aproximadamente 160 copias do gene SSUrRNA
(Leon et al., 1978) e o citoplasma, mais de 104 moléculas do gene. Cruz et al. (2002)
desenvolveram a técnica de Nested PCR (LnPCR) baseados nos iniciadores previamente
utilizados para a regido SSUrRNA, e obtiveram um aumento na sensibilidade (podendo
detectar 0,01 promastigota de cultura de leishmania) e na especificidade, devido ao uso de um
segundo alvo de iniciadores especificos para Leishmania que amplificam o produto da
primeira PCR, cujo alvo ¢ especifico para a ordem Kinetoplastida.

Alguns autores relatam algumas limitagdes da PCR, pois apesar de ser considerada
uma ferramenta bastante util devido a sua alta sensibilidade, possui alto custo e possui baixa
adaptabilidade a condi¢des de campo (Reed, 1996). A redugdo dos custos desta técnica
permanece como um dos maiores desafios para seu uso em paises em desenvolvimento

(Gomes et al., 2008).

3.4 A leishmaniose visceral em Belo Horizonte

Nos anos 40 a regido de Belo Horizonte inicia o processo de metropolizagdo, periodo
marcado por intervengdes publicas definiriam os processos de expansdo da capital. Os anos
50 e 60 foram marcados por intensa migracdo, onde houve um grande crescimento
demografico, tendo em 20 anos a populacdo passado de 500.000 para 1.500.000 habitantes,
além de relevante processo de industrializacao (INCT, 2010).

O processo de urbanizagdo se iniciou na década de 70, e a taxa de crescimento
populacional em Belo Horizonte diminuiu pela primeira vez, ao passo que houve nos
municipios da Regido Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) um grande crescimento
demogréfico, que foi consolidado nas décadas de 80 e 90, reproduzindo-se o modelo centro-
periferia, que marcou a dindmica de crescimento da maioria das metropoles brasileiras (INCT,

2010). Na década de 80, houve uma divisao da prefeitura em nove unidades administrativas,
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denominadas regionais, sendo elas: Regional Barreiro, Centro-Sul, Leste, Nordeste, Noroeste,
Norte, Oeste, Pampulha ¢ Venda Nova, cada uma com autonomia financeira e gerencial.
Logo, a administragdo municipal ¢ dividida em 9 Distritos Sanitarios (DS), que por sua vez se
subdividem em 146 areas de abrangéncia (AA), que sdo areas de responsabilidade dos
Centros de Saude (CS) (Fiuza et al., 2010).

O primeiro caso autoctone de LV humano em BH foi relatado em 1959, em uma
crianca de um ano e dez meses que nunca havia saido da cidade. O modo pelo qual a crianga
contraiu a infeccdo permaneceu obscuro (Rezende & Bastos, 1959). No ano de 1989, em
Sabara, Regido Metropolitana de Belo Horizonte, foi diagnosticado o segundo caso humano
autoctone da doenga (Genaro et al., 1990).

Em 1992, também no municipio de Sabara, foram diagnosticados os primeiros casos
de LVC, sendo a maioria dos caes provenientes do bairro Alvorada, vizinho da cidade de Belo
Horizonte (Genaro et al., 1990). Em dezembro do mesmo ano, foram notificados os primeiros
casos de caes infectados oriundos dos distritos sanitarios Nordeste ¢ Leste ao Servigo de
Controle de Zoonoses de Belo Horizonte. Os primeiros casos autoctones da Leishmaniose
Visceral Humana (LVH) em Belo Horizonte desde o tinico relato na década de 50, ocorreram
em 1994, no DS Leste, limitrofe com o municipio de Sabara. Investimentos na estruturagao
do programa de controle foram realizados durante toda a série temporal da LV em Belo
Horizonte (Fiuza et al., 2008). A partir de 1994, em que o caso-indice de LVH foi confirmado
em Belo Horizonte, a Secretaria Municipal de Satide de Belo Horizonte (SMSA/BH) assumiu
as atividades de vigilancia e controle da doenga. A partir dai houve uma rapida expansdo da
doencga, com aumento significativo de casos a partir do ano de 2001. No periodo de 1994 a
2009, os DS Nordeste, Norte, Venda Nova e Noroeste eram responsaveis por 63,56% do total
de registros da doenga. Como mostra a Figura 1, atualmente a expansao pode ser observada
de forma diferenciada em todo o municipio, com registro de casos nos DS Pampulha, Oeste,

Centro Sul e Barreiro (Fiuza et al., 2010).
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Figura 1 - Mapa da dispersédo da leishmaniose visceral humana (LVH) no municipio de
Belo Horizonte, de 2001 a 2012.

No ano de 2004, houve o primeiro pico na distribui¢do temporal da doenga, com
registro de 134 casos. De 2005 a 2007, o numero de casos da LVH oscilou, apresentando 111,
128 e 110 casos, respectivamente. No ano de 2008, houve o maior pico desde 1994, com a
confirmagdo de 161 casos. Entre 2004 e 2008 ha uma estabilizagdo na linha de tendéncia, e
nos anos de 2009 a 2012 observou-se uma tendéncia de diminuicao dos casos, com 146, 132,
93 e 55 registros, respectivamente. Esta tendéncia decrescente no niumero de casos, coincide
com a dispersdo das acdes de controle no municipio, juntamente com a intensificagdo e
continuidade destas atividades nas areas priorizadas (Fiuza, 2010; PBH, 2011). No periodo
entre 1994 a 2014 foram registrados 1.661 casos de LVH. Neste mesmo periodo ocorreram
229 obitos (Figura 2).

As taxas de letalidade no municipio sd@o consideradas altas se comparadas com a
média no pais, que segundo o Ministério da Satude ¢ de 6% (Brasil, 2006). No ano de 2004, a
letalidade chegou a atingir 18,7%, sendo que no periodo entre 2005 ¢ 2008 houve uma
redugdo para 9,0%, 9,4%, 8,2% e 9,5%, respectivamente. No entanto, um novo aumento foi
registrado nos anos seguintes, 2009- 2012, onde as taxas de letalidade se apresentaram 19,3%,
18,7%, 16,2% ¢ 18,2%, respectivamente (PBH, 2013) (Figura 2). Apesar do nimero de casos
humanos ¢ a letalidade ter diminuido em 2013 e 2014, no primeiro ano houve uma
descontinuidade das ac¢des de controle, que persisitu em 2014, com redugao de coleta dos caes
e do controle quimico, devido a epidemia de dengue e a greve dos agentes de combate a

endemias (Boletim VS, 2013).

47



160 T 30
140 + r 25
@ 120 T 202
o o
o 100 + o]
S 80 T 152
© o
o 60 T 10 m
Z 40 + 15
20 T
0 - _.__I_J__.__I__I__I_J_ 0
1994{1995/1996|1997/1998) 1999|2000 2001 2002 20031 2004 2005 2006{ 2007| 2008[ 2009 2010/2011{ 2012 2013 2014
Casos 29| 46| 48 | 47| 25|33 [ 44| 57| 77[103| 134 111]| 128) 110| 161|146|132| 93| 55| 42| 40
mm— (Obitos 6| 43| 4|43 8) 9] 9]10]25|10]12] 9[13[31|28|16[ 12| 7| 6
—— Letalidade% 20,7/ 87| 6,3 85/16,0| 9,1)18,2| 15,8/ 11,7| 9,7]18,7| 9,0| 9,4 8,2| 9,5[19,3/18,7|16,2] 18,2 11,1 10,7,
==&=|ncidéncia (100 mil hab)| 1,4 | 2,2| 23| 22| 12| 15| 20| 25| 34| 45|58]| 47|53| 45| 72|65]|55]|39]| 23| 18| 1,7

Fonte: GEEPI e GECOZ/GVSI/SMSA
Figura 2 - Série histérica da LVVH no municipio de Belo Horizonte, de 1994 a 2014

Observa-se que ha, em geral, uma correspondéncia entre o aumento da prevaléncia da
LVC e o surgimento de casos humanos (Oliveira et al., 2001; Margonari et al., 2006). Nos
ultimos anos, assim como os casos humanos, houve um aumento das taxas de positividade
canina, passando de 5,1% em 2001, para 9,3% em 2007. Houve um decréscimo nos anos de
2008 e 2009, com 7,6% ¢ 6,8% de positividade. No ano de 2010 a taxa foi de 7,9%. No
triénio subsequente (2011, 2012 e 2013), observou-se uma queda da taxa de positividade
canina, sendo 5,6%, 3,2% ¢ 4,3%, respectivamente (Figura 3). No ano de 2014 observou-se
uma alta soropositividade da LVC, de 11,8%. No periodo de 1993 a 2014, foram analisadas
2.547.478 amostras de sangue canino no municipio (GECOZ/GVSI/SMSA).
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Figura 3 - Percentual de positividade da LVC em Belo Horizonte, periodo de 1996 a
2014.
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Em 2003, considerando a expansdo, o aumento do numero de casos ¢ as altas taxas de
letalidade da doenga no municipio, foi elaborado um Plano Operativo pela Geréncia de
Controle de Zoonoses da SMSA, objetivando ampliar a capacidade de organizagdo e de
producao das atividades de controle (Fiuza et al., 2010).

Em 2004, quando as atividades de controle da LV foram incluidas como prioridade de
gestao no municipio, elaborou-se um projeto de acao ampliada que integrou as atividades das
Geréncias de Controle de Zoonoses, Epidemiologia, Assisténcia, Vigilancia Sanitaria e
Comunicacgao Social (Fiuza et al., 2010).

A prioridade dada pelo gestor municipal as a¢des de controle da LV garantiu, a partir
de 2004, a implantacdo do Plano Operativo e a execucdo gradativa das metas estipuladas,
como a contratagdo de equipes especificas para o PCLV e profissionais de laboratorio.
Possibilitou ainda a aquisi¢do de equipamentos de protecdo individual e de pulverizadores
quimicos, a reforma da area fisica do Laboratorio de Zoonoses ¢ a compra de equipamentos
para ampliagdo da capacidade de processamento de exames laboratoriais com a realizacao de
18.000 amostras caninas/més (Fiuza et al., 2010).

A partir de 2006, com a conclusdo da obra do Laboratério de Zoonoses (LZOON) e
aquisi¢ao de equipamentos necessarios, o municipio pode executar a capacidade maxima
instalada do laboratério e programar 216.000 exames/ano, apesar das varias intercorréncias
ocorridas no periodo de 2001 a 2009, que influenciaram o desempenho do controle da LVC
no municipio (Fiuza et al., 2010). Além disso, Belo Horizonte trabalhou com o protocolo
ELISA/RIFI até¢ outubro de 2013 (cota de 18.000 exames /més). Posteriormente foi
implantado o protocolo DPP-TR (teste rapido) e ELISA. Devido ao repasse insuficiente de
Kits DPP pelo Ministério da Saude, desde entdo tem sido realizada uma cota minima de
exames (3.032 exames/més), o que inviabiliza a realizacdo dos inquéritos caninos censitarios.
A situagdo soO sera regularizada a partir de 2016 e a previsdo sera de realizar 13.000 exames
caninos/més para que a programacao anual seja cumprida.

Analisando a cobertura dos inquéritos caninos censitarios (ICC) no municipio,
observa-se uma expansdo do ano de 2006 até 2012 (Figura 4). Houve um aumento da
cobertura de populagdo canina com inquéritos caninos censitarios, de 16,3% em 2006 para
68% em 2012. Além disto, houve um aumento de 68,5% da cobertura das AA priorizadas
entre 2007 ¢ 2012. Observou-se uma relagao inversa entre o aumento da cobertura de exames
soroldgicos da populagdo canina, com ICC anuais, e a prevaléncia da sororreatividade, que

variou de 9,3% em 2007 a 3,2% em 2012 (GECOZ/GVSI/SMSA).
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Figura 4 - Expansao dos inquéritos caninos censitarios no municipio de Belo Horizonte,
periodo 2006 a 2012.
Fonte: GEEPI/GECOZ/SMSA

No ano de 2003 foi adotada uma metodologia de acordo com a realidade
epidemioldgica do municipio, que estratificou as areas de transmissd@o da doenca baseada na
incidéncia acumulada de casos humanos (100.000 habitantes) por AA dos CS dos ultimos 5
anos, ¢ a partir de 2009, dos ultimos 3 anos. A metodologia classifica 0 municipio como de
transmissao intensa alta e suas AA em cinco extratos, conforme a faixa de incidéncia: sem
transmissdo (ST), baixa transmissdo (BT), média transmissao (MT), alta transmissdo (AT) e
muito alta transmissdo (MT) (Figura 5). Esta divisdo das AA ¢é muito importante para o
planejamento e selecdo de areas prioritarias para a realizagdo dos inquéritos caninos
censitarios. Além da ocorréncia de casos humanos, foi levado em conta o historico das
prevaléncias da LVC, as condi¢des ambientais propicias para a ocorréncia da doencga e, mais
recentemente, os indicadores de vulnerabilidade a satde (Fiuza et al., 2008; Morais, 2007,

2008a e b).
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Figura 5 - Mapa da evolucdo dos niveis de transmissdo de LVH, segundo taxa de
incidéncia acumulada (100.000 habitantes), do municipio de Belo Horizonte, no periodo
de 2002 a 2008.

Fonte: GEEPI/GECOZ/SMSA (GECOZ, 2008)

Na estratificagdo por areas de transmissdo de LVH, de 2007 a 2009, 43,15% das areas
foram classificadas como “média transmissdo”, e 34,24% como “alta e muito alta
transmissao”, ou seja, em 77,39% das areas ha indicagao de realizagdo de inquéritos caninos
censitarios ¢ indicada (Tabela 1). Um estudo realizado nos 9 Distritos Sanitarios de Belo

Horizonte entre os anos de 2007 e 2009, mostrou que, das 14 dreas com o maior risco relativo

de contrair LV, 12 delas estdo concentradas na regido norte da cidade (de Aragjo et al., 2013).

Tabela 1- Estratificacdo das areas de risco segundo taxa de incidéncia acumulada de
casos por regional, do municipio de Belo Horizonte, no periodo de 2007 a 2009.

Estratificacdo 2007-2009

Regional — 0 AT MT BT ST
Barreiro 0 1 12 2 5
Centro Sul 1 0 6 2 3
Leste 1 3 6 2 2
Nordeste 4 10 6 1 0
Noroeste 2 8 7 1 2
Norte 1 7 10 0 1
Oeste 0 2 7 3 3
Pampulha 1 0 3 2 4
Venda
Nova 3 6 6 0 0
Total 13 37 63 13 20

146 AA  890% 25,34% 43,15% 8,90% 13,70%
Fonte: GEEPI e GECOZ/SMSA
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A Figura 6 demonstra a classificagdo das areas de transmissao no triénio 2010-2012.
Comparando-se a evolugdo da estratificagdo das areas do municipio, observa-se que ha uma
alternancia de classificagdo entre as arcas de média, alta ¢ muito alta transmissao, ¢
diminui¢do das areas sem transmissdo, que pode ser notado principalmente nos distritos de
expansao recente como os DS Barreiro ¢ Oeste (Fiuza et al., 2010).

O mapa abaixo mostra a estratificacdo das areas de risco para LV, no triénio 2011-
2013, que foi a referéncia para a programagdo das agdes para o ano de 2014. Observa-se em
relacdo ao ultimo triénio, que houve uma alternancia na classificagdo das areas de alta, média
¢ baixa transmissdo, ¢ um aumento das areas sem transmissdo no municipio em geral (Figura

6).

Classificacho das Areas

de Abrangéncia - 2010 a 2012

W MUITO ALTA TRANSMISSAO (12)
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Figura 6 - Mapa da estratificacdo das areas de abrangéncia segundo o risco de
leishmaniose visceral humana (LVH) no municipio de Belo Horizonte, nos triénios 2010-
2012 e 2011-2013.

Fonte: GEEPI e GECOZ/ GVSI/SMSA

3.5 Acdes de controle para a leishmaniose visceral

As campanhas de controle no Brasil iniciaram na década de 50 e os trabalhos de
Deane (1956) realizados no Ceara foram de enorme contribuicdo para a compreensao da

doenga, pois elucidaram varios aspectos da epidemiologia da mesma. Foi o primeiro que
52



descreveu a doenca em cdes na area urbana, além de sugerir as medidas profilaticas para a
LV, que sao mantidas até a atualidade. Relatou o flebotomineo Lu. longipalpis como vetor
responsdvel pela transmissdo da doenca na é4rea estudada e observou o aumento de sua
densidade na estacdo chuvosa. Associou também os focos endémicos com os caes infectados
e identificou o homem, o co ¢ a raposa como hospedeiros. Sugeriu que no litoral e em outras
regides do Brasil existiam condigdes para que a endemicidade da doencga fosse mantida.

Apesar dos esfor¢os para combater a doencga, seu controle ¢ complexo, em virtude das
caracteristicas epidemioldgicas e do conhecimento ainda insuficiente sobre os elos que
compde a cadeia de transmissdo da LV. Desde a década de 50 as estratégias de controle tem
se mantido inalteradas e se baseiam no diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos,
eliminagdo dos reservatorios caninos, redu¢do da populacdo de vetores e medidas de educacao
e saude (Brasil, 2006). As estratégias de controle atuais ndo tém sido capazes de prevenir a
expansao geografica, além do aumento da incidéncia e da letalidade da leishmaniose visceral
(Dantas Torres & Brandao Filho, 2006). Dentre as razdes para a ineficiéncia das agdes de
controle, estd a auséncia de um sistema de vigilancia permanente, com a utilizagdo extensiva
de recursos humanos e financeiros ¢ a descontinuidade das a¢des de controle do vetor e do
reservatorio canino, por problemas or¢amentarios e escassez de recursos humanos (Gontijo &
Melo, 2004; Costa et al., 2007b; Werneck et al., 2008). Além disto a possibilidade de
transmissdo por caes assintomaticos, atraso nos procedimentos diagndsticos, € a rapida
reposi¢do de cdes em substituicdo aos cdes eliminados sdo fatores que favorecem a
manutencdo da transmissdo (Costa & Vieira, 2001; Courtenay et al., 2002).

Entre os componentes do PCLV, a vigilancia epidemioldgica tem como objetivo
reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade por meio do diagnostico e tratamento
precoce dos casos humanos, além do controle do reservatério canino, dos vetores e das
situacdes de risco, a fim de diminuir o risco de transmissdo da doenga. As areas com
transmissdo sdo estratificadas segundo critérios epidemioldgicos, sendo a classificagdo dos
municipios baseada na média de ocorréncia de LVH nos ultimos 3 anos. De acordo com o
MS, os municipios com média de casos menor que 2,4 sdo classificados como transmissao
esporadica, aqueles com a média de casos > 2,4 e < 4,4 sdo classificados como de transmissao
moderada e com média de casos > 4,4 casos, sdo classificados como transmissdo intensa
(Brasil, 2009).

A definicdo das medidas de controle a serem utilizadas tem como principal indicador a
ocorréncia de casos humanos; a caracterizagdo da area de transmissdo ¢ muito importante no
processo de investigacdo e adogdo dessas medidas. O novo Programa de Controle propde a

incorporagao de areas silenciosas, sem casos caninos ou humanos nas agdes de vigilancia e
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controle, visando assim evitar ¢ minimizar a propaga¢ao da doenca em areas sem transmissao
(Brasil, 2006). Para que as a¢des de controle da LV sejam sustentdveis nos grandes centros
urbanos ¢ de fundamental importancia que se tenha planejamento, infra-estrutura operacional
e disponibilidade de insumos estratégicos — kits de exame para o diagndstico canino, e
inseticidas e priorizagdo do agravo pela instituigdo (Fiuza et al., 2010). Além disto, segundo
Dantas Torres & Brandao Filho (2006) existe a necessidade de uma melhor definigao das
areas prioritdrias e da implementacdo de um sistema de monitoramento integrado das
atividades dirigidas para o controle e vigilancia epidemioldgica, o que permitiria uma
avalia¢dao mais eficaz do programa de controle em diversas regides.

Poucos estudos brasileiros avaliam especificamente a eficacia da eliminag¢ao de caes
soropositivos e do controle vetorial na reducdo da incidéncia da doenca humana (Werneck et
al., 2008). Um bom exemplo de como as medidas de controle integradas podem reduzir a
incidéncia da doenca foi mostrado em estudo realizado em Porteirinha, onde foi identificada a
redu¢do da incidéncia da LV humana e canina, apdés a implementacao de agdes para o
combate do vetor e a retirada sistematica de cdes soropositivos (Franca- Silva, 2003). Oliveira
et al. (2003) avaliando as a¢des do PCLV, observaram que houve uma correlagdo positiva
entre o percentual de cobertura para inquérito canino e borrifagdo com a incidéncia de casos
humanos. Outros estudos, avaliando a efetividade do controle vetorial e da eliminacao de caes
soropositivos na incidéncia de infec¢do por LV, mostraram que uma protecdo maior ¢
conferida nas dreas em que estas duas medidas de controle sdo realizadas em conjunto
(Oliveira et al., 2003; Costa et al., 2007b; Souza et al. 2008; Werneck et al., 2008).

Varios estudos discutem sobre a efetividade da eliminacdo dos caes na redu¢do da
incidéncia da doenga humana; alguns demonstram que a eutandsia de caes tem um impacto
limitado no controle da LVH, pelo menos quando utilizada separadamente do controle
vetorial (Dietze et al., 1997; Ashford et al., 1998; Courtenay et al., 2002). Algumas razoes
que contribuem para a ineficiéncia do Programa da LV sdo a demora entre a coleta, analise ¢ a
eutanasia dos cées soropositivos (Courtnenay et al., 2002; Moreira et al., 2004), as limita¢des
dos testes sorologicos utilizados em larga escala nos inquéritos caninos (Moreira et al., 2004;
Rosario et al., 2005) e a rapida reposigdo de caes susceptiveis pela populacdo (Dye, 1996;
Moreira et al., 2004). Por outro lado, uma associagdo positiva entre a eutanasia de cées e a
reducdo da incidéncia da LVH ja foi demonstrada por outros autores (Ashford et al., 1998;
Palatinik de Souza et al., 2001; Nunes et al., 2010). Em estudo conduzido em Aragatuba,
verificou-se que a eutandsia de caes, conduzida de forma periddica e sistematica, associada ou
ndo ao controle dos vetores, foi capaz de controlar a for¢a de infeccdo entre os caes,

reduzindo a incidéncia da LVH (Camargo-Neves, 2004).
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A estratificacdo das areas a serem cobertas no municipio de Belo Horizonte, de acordo
com o Ministério da Satde, se baseiam na incidéncia cumulativa de casos humanos, além da
informacgdo sobre a prevaléncia da doenca no cdo e a situacdo ambiental em cada érea
(Oliveira et al., 2008). O Laboratorio de Zoonoses (LZOON), responsavel pelo
processamento das amostras caninas, € o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), que realiza
o recolhimento e eutanasia dos caes soropositivos, atuam como unidades secundarias de apoio
as acdes executadas pelos DS.

Em um estudo ecologico realizado em Belo Horizonte, demonstrou-se através de
analise espacial, que o risco relativo de contrair a LV estd correlacionado com renda,
educagdao e o numero de caes infectados por habitantes. Neste estudo, realizado de 2007 a
2009, também foi observado que hd uma sobreposi¢do dos maiores niveis de infeccdo canina
com as maiores taxas de incidéncia de LVH em pelo menos 5 dos 9 distritos sanitarios (de
Araujo et al., 2013).

Os inquéritos censitarios caninos em Belo Horizonte sdo realizados durante todo o ano
nas areas de alta e muito alta transmissdo e o controle vetorial direcionado para setores ou
micro-areas com maior concentracdo de cdes infectados. O intervalo entre coleta e retirada
dos caes ¢ feito em um periodo médio de 30 dias. O intervalo decorrido entre estas agdes ¢ um
importante indicador de efetividade das agdes de controle sobre os reservatorios. Observa-se
que a acao continuada de retirada dos caes soropositivos contribui para a diminui¢ao dos caes
que sdo encaminhados para a eutandsia, pois reduz a prevaléncia da doenca nos caes
soropositivos na area ao longo do tempo. Resultados “monitorar e indeterminados” sao
questdes importantes que devem ser observadas e discutidas no contexto do controle do
reservatorio urbano. Estes caes, positivos para o teste ELISA porém negativos e
inconclusivos, respectivamente, para RIFI, representaram no periodo entre 2006 e 2012, 5,5%
dos resultados obtidos (Fiuza et al., 2008). Observou-se que em média, 80% dos cdes com
resultado indeterminado e monitorar na primeira coleta se positivaram na segunda coleta apds
um intervalo médio de dois meses (Menezes, 2011; Morais, 2011).

Existem alternativas promissoras no combate a doenga, além das medidas tradicionais
utilizadas (revisado por Alexander & Maroli, 2003). Experiéncias baseadas no controle do
vetor direcionadas para o controle da populagdo canina como as coleiras impregnadas com
inseticidas, em particular deltametrina, t€ém mostrado bons resultados na protecdo dos
animais, com consequéncias na transmissao (Killick Kendrick et al. (1997); Reithinger et al.
(2001); Reithinger et al. (2004); Gavgani et al. (2002)). Além disto, o efeito epidemioldgico
desta medida, se deve, além da reducdo da taxa de picada de flebotomineos, a alta taxa de

mortalidade dos flebotomineos que se alimentam em caes com coleiras impregnadas (Killick
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Kendrick et al., 1997; Reithinger et al., 2001). Estudo em regiao endémica para LV em Minas
Gerais, demostrou que, em caes que utilizaram a coleira impregnada com deltametrina, houve
uma redug@o significativa nas chances de aumento de titulos de anticorpos anti-Leishmania
em 50% (Reithinger et al., 2004). Gavgani et al. (2002) mostraram que o uso da coleira
impregnada com deltametrina protege nao sé o cao da infec¢do, mas também reduz a taxa de
incidéncia de infecgdo por Leishmania em criangas. Outra medida de controle que vem sendo
testada, os mosquiteiros impregnados com inseticidas, tem mostrado uma protecdo contra a
picada de flebotomineos (Alexander & Maroli, 2003). Em area de transmissao intensa de LT e
area endémica para LV, respectivamente, Kroeger et al. (2002) e Courtenay et al. (2007)
mostraram uma clara relevancia entomologica de mosquiteiros tratados com inseticidas,
fornecendo um alto grau de protecdo contra a transmissdo intradomiciliar da doenca. Em
relacdo a imunoprofilaxia, ndo ha até o momento uma vacina humana eficaz, sendo que as
vacinas para cdes descritas na literatura mostram uma eficacia ainda reduzida (Gontijo &
Melo, 2004; Gradoni, 2015). Os dois unicos ensaios de campo conduzidos com as vacinas
caninas comercialmente disponiveis utilizaram menos de 100 cdes cada, e conferem apenas
uma prote¢do parcial. Além disso, apenas um pequeno estudo piloto foi realizado para avaliar
a infectividade de caes vacinados para os flebotomineos (Gradoni, 2015).

Um dos principais desafios para o desenvolvimento da vacina para LV ¢ a
necessidade de combinar dois ou mais antigenos para conservar as propriedades antigénicas
para varias espécies de leishmania, e para as diferentes fases do parasito. Apesar de alguns
relatos controversos, ha uma grande possibilidade de que a investigacdo dos candidatos a
vacinas usando de modelos experimentais bem planejados e ensaios clinicos possa resultar no

desenvolvimento de uma vacina promissora para LV (Jain et al., 2015).

3.5.1 Controle quimico

Na pratica, a prevencao de doengas transmissiveis por vetores biologicos ¢ uma tarefa
ardua, pois, como no caso da LV, ainda se associa a existéncia de reservatdrios silvestres e
domésticos e condigdes ambientais (Gontijo & Melo, 2004).

A avaliagdo do controle quimico consiste no método empregado pelo Ministério da
Saude (WHO, 1970) com o objetivo de verificar a persisténcia do inseticida nas superficies
tratadas e a efetividade do produto, mensurada pela mortalidade do vetor.

O Ministério da Satde recomenda que o controle quimico seja realizado em areas com
o primeiro registro de caso autdctone de LV humana, de transmissdo moderada e intensa e

com surto de LV. Os produtos mais empregados sao os inseticidas pertencentes a classe dos
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piretroides sintéticos, cipermetrina e deltametrina, sendo sua acdo residual na superficie de
paredes de aproximadamente 3 meses (Brasil, 2006). Mazzari et al. (1997), testando varias
classes de inseticidas, observaram que as populagdes de campo de Lu. longipalpis foram
suscetiveis a todas elas, demonstrando pouca ou nenhuma resisténcia significante.

Estudos demonstram que a aplicacdo de inseticidas ¢ bastante eficiente no controle da
LV, sendo que a partir de 2002, o método foi considerado como prioridade essencial do
Programa Nacional de Controle de Leishmanioses (PNCL) (Costa & Vieira, 2001). Alguns
trabalhos no Brasil avaliaram a eficdcia da borrifacio domiciliar e peridomicilar com
deltametrina na redugdo do ntimero de flebotomineos e seu efeito residual (Falcao et al.,
1991; Marcondes & Nascimento, 1993; Barata et al., 2011a), mostrando que ha uma redugdo
no numero de flebotomineos ap6s a aplica¢do do inseticida. Feliciangeli et al. (2003) também
demonstraram uma diminui¢do significativa no nimero de flebotomineos da espécie Lu.
longipalpis na ilha de Margarita, Venezuela, ap6s a borrifagao intradomiciliar.

No municipio de Belo Horizonte, a média de borrifagdes obtida entre os anos de 2001
a 2009 foi de 115.383 procedimentos, perfazendo uma cobertura de 64%, contando que a
média de borrifacdes programada para o periodo foi de 179.487 procedimentos. A meta
estipulada pelo municipio era de realizar no minimo 80% das borrifagdes programadas
anualmente. Esta meta ndo foi atingida nos anos de 2003 (50,3%), 2004 (58,1%), 2005
(57,4%) (Fiuza et al., 2010).

No ano de 2006 houve um redimensionamento da programacdo anual de controle
quimico, levando em conta uma série de fatores que interferiam na rotina de trabalho, além da
indicagdo para o controle quimico, que passou a ser realizada de forma seletiva, dando
prioridade aos setores com maior concentracdo de cdes soropositivos identificados nos
inquéritos caninos censitarios, sendo este mapeamento feito por técnicas de
georreferenciamento. Mesmo com a reprogramacao das metas, houve uma diminuicdo das
borrifagdes no ano de 2007 e principalmente em 2008 e 2009, devido ao deslocamento das
equipes de controle da LV para o combate da dengue, devido ao recrudescimento dos casos da
doenga (Fiuza et al., 2010).

Ressalta-se que a descontinuidade das agdes de controle vetorial compromete de
maneira significativa as a¢des de prevencao e controle da LV no municipio, uma vez que o
controle quimico do vetor deve ser realizado de forma integrada ao manejo ambiental e as
atividades de retirada do reservatorio canino nas areas de transmissdo (Fiuza et al., 2010).
Camargo-Neves (2004) enfatiza a importancia do controle quimico domiciliar associado ao

sanecamento urbano como medida de redugdo de vetores no ambiente intradomiciliar.
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Santana Filho et al. (2012) observaram que a recusa dos proprietarios foi principal
motivo para a ndo realizagdo do controle quimico no interior das residéncias. Além disto, o
maior nimero de casos da LVH foi observado em quarteirdes onde houve recusa pelos
proprietarios em receber o servigo de controle quimico. Foi verificado na pratica do servigo de
controle vetorial que as recusas ocorrem frequentemente pelo desconhecimento sobre a
doenga pelos moradores. Camargo- Neves (2004), Tauil (2006) ¢ Silva et al. (2007b)
sugeriram que a recusa da populacdo seja um dos empecilhos para a implementacdo do

controle quimico vetorial no Programa de Controle da LV.

3.5.2 Educacdo e Manejo Ambiental

Sabendo-se da dificuldade em se controlar o vetor somente com a aplicacdo de
inseticidas, recomenda-se também a realizagdo do manejo ambiental, onde se altera as
condi¢des do ambiente para evitar que o vetor se prolifere. A¢des como limpezas de terrenos,
quintais, limpeza urbana, eliminacdo de residuos sélidos organicos e destino adequado dos
mesmos, eliminacdo de fonte de umidade, sdo indicadas como medidas de saneamento
ambiental (Brasil, 2006). A efetividade destas acdes depende de mudanca de comportamento,
sendo uma medida em que se espera resultados de médio e longo prazo (Oliveira et al., 2008).

No estado de Sao Paulo, o diagndstico ambiental, que consite na avaliacdo sobre as
condi¢des sanitarias de todos os imoveis da area urbana dos municipios, ¢ realizado pelas
equipes municipais responsaveis pelo controle de vetores. Durante a visita, os moradores sao
orientados sobre os cuidados com a manutencdo dos quintais e jardins € com a criagdo de
animais domésticos. Assim, a partir do diagndstico, sdo selecionados os imoveis “de risco” e
a limpeza é de responsabilidade do morador, com o apoio da prefeitura. Em areas com
prevaléncia da LVC > 2%, as acdes direcionadas a estes imoveis sdo intensificadas (reforgo
para manutencdo do peridomicilio, visitas especificas para o acompanhamento das condi¢des
sanitarias); em area de ocorréncia de casos humanos, preconiza-se que sejam intensificadas as
acoes de manejo ambiental, precedendo a realizagdo do controle quimico (Camargo-Neves et
al., 2006).

Estudos para o controle de flebotomineos em areas endémicas para LT (reorganizacio
e limpeza do peridomicilio e desinsetizacdo de edifica¢des) tém diminuido a frequéncia destes
insetos no intra ¢ peridomicilio (Teodoro et al., 1999; Teodoro et al., 2003; Teodoro et al.,
2004). Trabalhos realizados no Parand, municipio de Doutor Camargo, visando o controle da
LT, no periodo de 1998 a 2000, objetivaram avaliar o impacto da reorganizacao e limpeza do

ambiente e desinsetizacdo dos domicilios e abrigos de animais como medidas para reduzir a
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populacdo de flebotomineos, comparando com os dados coletados no periodo de 1996 a 1997
(Teodoro et al., 2003). Foi observada uma redugéo expressiva do niumero de flebotomineos.
Os resultados encontrados nesta mesma localidade nos anos de 2001 a 2002 foram
comparados aos dois periodos anteriores, observando-se um aumento da média horaria de
insetos capturados, provavelmente devido a falta de regularidade das medidas propostas para
o controle do vetor (Teodoro et al., 2007). Ja nos anos de 2005 a 2006, houve uma queda na
densidade de flebotomineos em relacdo ao periodo 2001-2002, principalmente no domicilio
(Reinhold-Castro et al., 2008). Os mesmos autores, no municipio de Jussara, Parana,
demonstraram que a reorganizagdo ¢ limpeza do peridomicilio em areas endémicas pode
diminuir a populagdo de flebotomineos, diminuindo assim o risco de transmissdao de
Leishmania (Teodoro et al., 2004). Alguns autores demonstraram que areas onde o solo ¢é
umido e ha matéria organica de origem vegetal e animal, existe a condi¢do propicia para os
criadouros dos flebotomineos, logo para sua concentragdo no ambiente peridomiciliar
(Forattini 1953, Casanova, 2001; Teodoro et al., 1999).

Em Belo Horizonte, a associagdo do manejo ambiental ao controle quimico ¢ ainda um
grande desafio, sendo estimulada por meio de orientagdo aos moradores e/ou articulagao
intersetorial, (Fiuza et al., 2010). Além disto, o nivel de conhecimento da populag¢do sobre a
doenga ¢ superficial, dificultando a implementacao das praticas de controle da LV (Borges et
al., 2008).

Em 2005, um estudo realizado em Belo Horizonte ¢ em duas cidades da RMBH,
avaliaram o potencial de panfletos como meio de divulgagdo de informacdes sobre a LV,
sendo respondido um questionario antes ¢ apos a leitura dos mesmos. O conhecimento dos
profissionais de controle de zoonoses foi maior do que o dos demais participantes antes (90%)
e apos (96%) a leitura dos panfletos. O conhecimento geral da doenga nas outras categorias
variou de 45% a 72%, sendo que apoés a leitura dos panfletos houve um aumento expressivo;
os niveis aumentaram para 71% a 92%. Antes da leitura, a menor propor¢do de acertos em
todos os grupos foi relacionada aos sintomas da doenga. Os panfletos se mostraram como uma
boa ferramenta educacional, devido ao aumento das respostas corretas apds sua leitura. Foram
avaliados seis meses depois, 65 alunos que participaram deste estudo, e, utilizando-se o
mesmo questionario, a porcentagem média das respostas corretas ndo variou quando
comparada as respostas apods a leitura imediata dos panfletos. Esta ferramenta normalmente ¢
muito util para os programas de controle da doenca, mas devem ser inseridas no processo de
educacgdo continuada (Luz et al., 2005).

Também no municipio de Belo Horizonte, Borges et al. (2008) buscaram avaliar o

nivel de conhecimento e algumas atitudes preventivas em relacdo a LV. Foi observado que
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50% dos individuos acometidos pela LV desconheciam completamente quando foram
infectados, e apenas 1,2% conheciam o vetor. Em relagdo a estes individuos, 56,4% nao
praticam nenhum tipo de preven¢do em relacdo a doenga. Foi possivel estimar que hd uma
diminui¢do de 1,94 vezes no risco de ocorréncia da LV para pessoas que praticam algum tipo
de medida preventiva, se comparadas aquelas que ndo praticam, sendo qualquer conhecimento

a respeito da doencga, capaz de minimizar o risco ¢ adoecer em 2,24 vezes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Conhecer os aspectos eco-epidemiologicos envolvidos na transmissdo e controle da

leishmaniose visceral no municipio de Belo Horizonte.

4.2  Objetivos Especificos

1.

Determinar a fauna de flebotomineos e o comportamento das espécies em relacdo a

endofilia e exofilia das areas selecionadas;

Estabelecer a flutuagdo mensal de Lu. longipalpis e correlaciona-la com as variaveis

climaticas umidade relativa do ar, temperatura e pluviosidade;

Verificar por meio da flutuagdo mensal de Lu. longipalpis, o periodo do ano mais

propicio para intensificagdo das agdes de controle (borrifagdo de inseticidas);

Estudar a infec¢do natural dos espécimes capturados por meio de exame molecular e

caracterizar a espécie de Leishmania circulante nos vetores;

Determinar a taxa de soroprevaléncia da LVC nas areas selecionadas;

Identificar a infecg¢@o por Leishmania em diferentes amostras (bago, medula, linfonodo
mesentérico e pele) dos cdes soropositivos através de exames parasitologicos e
moleculares;

Avaliar o impacto das medidas de controle do vetor nas diferentes 4reas propostas

através do nimero mensal de flebotomineos antes e apds as medidas de controle

empregadas (borrifacdo e manejo ambiental).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Area de estudo

O municipio de Belo Horizonte (19°55°15°°S, 43°56°16°’W) ¢ a capital do estado de
Minas Gerais, possui uma area de 331,4 Km? com uma populagio de 2.375.151 habitantes, e
segundo o censo do IBGE em 2010, ¢ a sexta cidade mais populosa do pais. Possui um indice
médio de desenvolvimento humano (IDH) de 0,810, classificado como muito alto de acordo
com o PNUD, e possui o quinto maior PIB entre os municipios brasileiros (IBGE, 2010).
Possui uma geografia diversificada, com morros e baixadas, e seu clima ¢ tropical de altitude.
E subdividido em nove areas administrativas regionais, que coincidem com os nove distritos
sanitarios. O estudo foi realizado nas AA dos CS Salgado Filho (Distrito Oeste) e Miramar
(Distrito Barreiro) (Figura 7). A escolha das areas selecionadas teve como critério principal
a ultima estratificacdo de risco epidemiologico (2004-2008), e sdo classificadas como de
médio risco para transmissdo de LVH (SMSA/BH). Também considerou-se as caracteristicas
de ocupacdo do espaco, existéncia e tipo de peridomicilio. Segundo o censo IBGE 2000, o
Centro de Saude Salgado Filho, possui 8.585 imdveis e uma populagao de 20.445 habitantes,
sendo dividido em 163 quarteirdes. O Centro de Saude Miramar ¢ dividido em 132
quarteirdes, possui 6.616 imodveis e uma populacdo de 14.290 habitantes. Para fins deste
estudo, cada AA foi subdividia em 3 trechos, aleatoriamente, sendo colocadas 3 pares de
armadilhas em cada um (peri e intradomicilio) para a captura de flebotomineos, com
intervengdes de controle diferenciadas:
*Trecho 1 — area controle — foi realizado o inquérito canino censitario, eliminagdo dos
reservatorios caninos reagentes e identificacdo das condigdes sanitdrias dos domicilios e
possibilidades de focos de Lu. longipalpis.
*Trecho 2 — foi realizado o inquérito canino censitario, eliminagdo dos reservatorios caninos

reagentes, borrifacdo residual e identificacdo das condigdes sanitarias dos domicilios e

possibilidades de focos de Lu. longipalpis.
*Trecho 3 — foi realizado o inquérito canino censitario, eliminagdo dos reservatorios caninos

reagentes ¢ manejo ambiental direcionado e identificagdo das condi¢des sanitarias dos

domicilios ¢ possibilidades de focos de Lu. longipalpis.

Em todas as areas foram instaladas armadilhas do tipo HP para captura de
flebotomineos. A curva de flebotomineos foi considerada o principal indicador, sendo que
durante o primeiro periodo do projeto (setembro/2010 a junho2011), as coletas

entomologicas foram realizadas sem as intervencdes para o controle dos vetores (borrifagdao
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de inseticida e manejo ambiental). No periodo seguinte (julho/2011 a agosto/2012), as coletas

foram realizadas apés as intervengdes citadas.
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Figura 7- Mapa do municipio de Belo Horizonte e os distritos do estudo com seus
respectivos Centros de Saude: Oeste (A- Salgado Filho) e Barreiro (B- Miramar), e
pontos de captura de flebotomineos nos trechos do estudo: controle, borrifacdo e
manejo.

5.2 Estudo de flebotomineos

5.2.1 Captura de flebotomineos

As capturas entomologicas sistematicas para o levantamento da fauna flebotominica
foram realizadas nas AA dos CS Salgado Filho e Miramar, durante o periodo de setembro de
2010 a agosto de 2012. Foram selecionadas 18 residéncias como pontos de captura, sendo 9
no Salgado Filho e 9 no Miramar (3 casas por trecho); estas foram georeferenciadas através de
GPS, onde foram medidas as coordenadas X ¢ Y e a altitude do local. A escolha dos locais de
captura foi baseada na ocorréncia de casos humanos ou caninos da doenga e o critério de
inclusdo foram as residéncias que possuiam condi¢cdes favordveis ao desenvolvimento e
presencga do vetor, como area sombreada, presenga de animais domésticos, arvores frutiferas,
e certa desorganizagdo do ambiente. Para a realizacdo das capturas foram utilizadas

armadilhas luminosas do tipo HP (Pugedo et al., 2005) durante 3 noites consecutivas por més,

63



sempre na primeira semana de cada més. Foram selecionadas 3 residéncias em cada um dos
trechos estudados e colocadas 2 armadilhas em cada uma, 1 no intradomicilio e outra no
peridomicilio, distantes aproximadamente 30 metros uma da outra, expostas das 17:00 h as
9:00 h da manha seguinte, totalizando 36 armadilhas (18 no Salgado Filho e 18 no Miramar).
As armadilhas foram instaladas de maneira sistematica ¢ de forma pareada, para fornecer
subsidios para os estudos de endofilia e exofilia (Anexo 9.2).

O material entomoldgico foi encaminhado para triagem e processamento no
Laboratério de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou/CPqRR. Nos 1°, 2° e 3°
dias de coleta, todos os machos foram acondicionados em tubos de hemolise contendo alcool
70%. As fémeas do 1° e 2° dias foram acondicionadas em tubos de hemolise contendo alcool
70% e as fémeas ndo ingurgitadas do 3° dia foram acondicionadas em tubos de
criopreservacdo contendo DMSO 6% e congeladas a -20° C para posterior andlise molecular

(Nested PCR).

5.2.2 Preparo, montagem e identificacao de flebotomineos

Os flebotomineos capturados foram preparados e montados em laminas utilizando-se o
liquido de Berlese para machos e fémeas, de acordo com a técnica de Langeron (1949),
modificada.

Os flebotomineos capturados foram identificados através do uso de descrigdes
especificas, chaves taxondmicas e comparagdes com exemplares da colecdo de referéncia
(Colecao de Flebotomineos do CPqRR). A classificagdo adotada foi a proposta por (Young &
Duncan, 1994). As espécies Lu. sallesi e Lu. cortelezzii foram consideradas como complexo
cortelezzii, devido a semelhanga morfologica das fémeas. A identificagdo somente ao nivel de
género foi realizada no caso de algum exemplar coletado ndo apresentar a integridade
necessaria para permitir sua identifica¢do especifica.

As fémeas capturadas para detec¢ao de infeccao natural foram dissecadas utilizando-se
estiletes entomologicos, e foram retirados os Ultimos trés segmentos abdominais e a cabega,
que foram montados entre ldmina e laminula e identificados ao nivel de espécie. O restante do
flebotomineo foi acondicionado em microtubos devidamente rotulados de acordo com os
dados de coleta: bairro (AA), casa, armadilha, espécie, e armazenados a -20°C para analises
moleculares posteriores. Foram formados “pools” de até 10 flebotomineos por tubo, de acordo
com a espécie, sendo os “pools” formados por flebotomineos da mesma espécie, mesmo meés

de captura e mesma armadilha (ponto de captura).
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5.2.3 Influéncia das variaveis climéticas no nimero mensal de flebotomineos

Os dados climaticos de umidade relativa do ar (%), precipitacdo pluviométrica total
(mm) e temperatura (°C), referente ao periodo de estudo (09/2010 a 08/2012), foram obtidos
junto ao Instituto Nacional de Metereologia — 5° Distrito Belo Horizonte, digitados no
BDMEP, OMM: 83587, latitude: -19,93° longitude: -43,93° e altitude: 915m. A estagdo estd
operante desde 03/03/1910.

Para avaliar a influéncia das variaveis climaticas em relacio ao numero de
flebotomineos da espécie Lu. longipalpis capturados foram utilizados os dados climatoldgicos
do municipio ¢ a os niumeros mensais de Lu. longipalpis capturados durante o periodo de
estudo. Os valores médios dos dados climaticos e seus respectivos desvios padrdo foram
calculados por ano. Os meses com indice de precipitacdo pluviométrica mais elevado e mais
baixo que a média anual foram considerados chuvosos ou secos, respectivamente. Para fins de
comparac¢do, os dados foram normalizados, tomando o valor mais elevado de precipitagdo
pluviométrica, bem como o maior nimero de Lu. longipalpis capturados em cada ano como

100% para cada variavel.

5.2.4 Extracédo de DNA das fémeas capturadas para detec¢do de infec¢éo natural

A extracdo de DNA das fémeas de flebotomineos foi realizada em “pools” de numero
variavel, de acordo com a espécie de flebotomineo, para a deteccdo da infec¢do por
Leishmania spp.

As fémeas foram dissecadas para a confirmagdo da espécie, e agrupadas em “pool” de
até 10 individuos da mesma espécie e colocadas em microtubos de fundo conico, para a
extragdo de DNA. A extracdo para detec¢@o de infecgdo natural foi realizada através do Kit de
Extracdo de Tecidos e Células da GE Amersham Biosciences e armazenados a -20° C para

posterior utilizagdo.

5.25 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de gene constitutivo de flebotomineo

(cacofonia)

Para a confirmagao da extracdo de DNA das fémeas foi utilizado um par de iniciadores
que amplificam a regido IV S6 do gene constitutivo especifico (cacofonia) de flebotomineos

neotropicais do género Lutzomyia.
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A técnica foi realizada utilizando-se os iniciadores: (5' GTG GCC GAA CAT AAT
GTT AG 3'e 5' CCA CGA ACA AGT TCA ACA TC 3') (Lins et al., 2002). A amplificagdo
do gene constitutivo foi realizada em equipamento termociclador automatico (Applied
Biosystems Veriti '™ Thermal Cycler). O mix para a reagdo foi feito utilizando um kit para
PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare) que contém aproximadamente 2,5
unidades de PureTagTM DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCI (ph 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM
MgCl12, 200 uM dATP, dCTP, dGTP and dTTP e estabilizadores, incluindo BSA. A cada
“bead” foram adicionados 1 ul de cada iniciador (20 pmol) e 21 ul de 4gua MilliQ. Preparados
os tubos, foram adicionados 2 ul de DNA (cerca de 10 ng/ml). O programa de amplificagao
utilizado foi: 94°C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificagdo, 94 ° C por 30
segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos e uma extensdo final de 72°C por 10
minutos e resfriamento a 4°C. A cada conjunto de reacdo de PCR foi incluido um controle
negativo, utilizando H,O destilada estéril como “template”, e um controle positivo, contendo

DNA purificado de flebotomineo do género Lutzomyia.

5.2.6 Deteccdo de infeccao natural de flebotomineos por Leishmania spp.

Para determinar a taxa de infec¢ao natural, as amostras de DNA extraidas dos “pools”
de fémeas de flebotomineos foram analisadas através da técnica Nested PCR (LnPCR)
dirigida ao gene SSUrRNA, que amplifica um fragmento deste gene que ¢ uma regido
conservada entre todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 2002,
2006).

Esta metodologia, adaptada ¢ modificada de Cruz et al. (2002) foi realizada a partir de
uma amplifica¢do inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb, utilizando-se os
iniciadores R1: 5 GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5" GGC CGG TAA AGG
CCG AAT AG 3/, seguida da amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a
partir do produto amplificado da primeira reacao, utlizando-se os iniciadores R3: 5" TCC
CAT CGC AACCTC GGT T 3" e R4: 5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3".

O mix para a reagdo foi preparado para um volume final de 25 ul utilizando um kit
para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare) que contém aproximadamente
2,5 unidades de PureTaqTM DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCI (ph 9,0), 50 mM KCI, 1,5
mM MgCI2, 200 uM dATP, dCTP, dGTP and dTTP e estabilizadores, incluindo BSA. A cada
“bead” foram adicionados 1 ul de cada iniciador (20 pmol) e 13 ml de agua MilliQ.
Preparados os tubos, foram adicionados 10 pul de DNA (cerca de 10 ng/ml). Em tubos

contendo 1 ml de H20 foram diluidos 25 pl de produto da primeira reagdo, para serem
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utilizados como “template” na segunda PCR. Esta foi preparada utilizando o mesmo kit de
PCR Bead, para um volume final de 25 ul contendo 10 pl do produto amplificado diluido.
A amplificagdo foi processada em aparelho termociclador automatico (Applied

™ Thermal Cycler) utilizando o seguinte ciclo para a primeira reagio:

Biosystems Veriti
desnatura¢do inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 repeticdes de: desnaturagdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos.
Para a segunda reacdo, o ciclo se deu com desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido
de 30 repeti¢des de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A extensdo final foi a 72°C por 5 minutos para
ambas as reagoes e resfriamento a 4°C.

Em todas as reagdes foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA extraido de

cultura de Le. infantum, e como controle negativo foi utilizado H,O destilada estéril como

“template”.

5.2.7 Analise dos produtos amplificados pela PCR

Os produtos amplificados pelas PCR’s utilizando iniciadores que amplificam
fragmentos do gene constitutivo de flebotomineos (cacofonia) e do gene do SSUrRNA foram
analisados através de eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo de etidio e

examinados no capturador de imagens L-PIX EX (Loccus biotecnologia).

5.2.8 Sequenciamento para determinacdo da espécie de Leishmania spp.

Para a identificacdo das espécies de Leishmania presente nos flebotomineos, foi
realizado o sequenciamento do produto amplificado pela segunda reacdo da LnPCR
(fragmento esperado de aproximadamente 353pb).

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

A reagdo de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final de 10 pl,
formada por 1 ul do PRE MIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 pl de Tampao do
BigDye, 1 ul dos iniciadores (R3 e R4 para Leishmania) na concentragio de 3,2 pmol, 5 ul de

H,0 e cerca de 1 pl do produto purificado. Este mix foi colocado em um termociclador com o
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seguinte programa: 94°C por trés minutos, seguido de 30 ciclos de: 96°C por um segundo,
65°C por 5 segundos (esta temperatura depende da temperatura de anelamento do iniciador
utilizado) e 60°C por quatro minutos. O sequenciamento propriamente dito foi posteriormente
realizado em sequenciador automatizado ABI 3730 (Life Technologies) pela Rede de
Plataformas Tecnologicas do Centro de Pesquisas René Rachou/ Fiocruz.

O alinhamento das sequéncias editadas foram comparadas com as trés principais
espécies de interesse na area de estudo, depositadas no GenBank: Le. braziliensis, Le.
amazonensis e Le. infantum. A analise bioinformatica das sequéncias obtidas foi realizada

utilizando-se o programa BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit.html). Estas analises incluem

a edi¢do e o alinhamento das sequéncias estudadas. Isto nos permitiu identificar a espécie de

Leishmania circulante nos vetores e reservatorios domésticos.

5.2.9 Calculo da taxa minima de infec¢cdo natural

Por estarem acondicionados em “pools”, a taxa minima de infec¢do natural para a

espécie de flebotomineo foi calculada pela seguinte formula (Paiva et al., 2006):

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

N° total de individuos da espécie

5.2.10 Controle Quimico e Manejo Ambiental

O controle quimico foi realizado nas areas selecionadas com dois ciclos de borrifagao
em 2011 com intervalo de trés meses, sendo o primeiro em julho e o segundo em novembro.
Em maio de 2012, um novo ciclo de borrifagao foi realizado. Os ciclos foram realizados em
area delimitada, envolvendo 16 quarteirdes (954 imdveis) na AA do CS Miramar, onde foram
borrifadas 400 casas durante o projeto, e 17 quarteirdes (1.148 imodveis) da AA do CS
Salgado Filho, onde foram borrifadas 320 casas.

A metodologia utilizada baseou-se nas recomenda¢des do Ministério da Saude,
consistindo na aplicacdo de inseticidas de acdo residual da classe dos piretroides
(alfacipermetrina) no peri e intradomicilio. As paredes internas e externas dos imdveis € os
abrigos de animais ou anexos recebem, pela técnica de painel, a impregnagdo dos inseticidas
por meio de equipamentos de compressao constante (pulverizadores costais manuais).

O manejo ambiental foi executado em area delimitada, envolvendo 12 quarteirdes (984

imoveis) da AA do CS Miramar e 25 quarteirdes (886 imdveis) da AA do CS Salgado Filho.
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A agdo de manejo ambiental foi realizada nos meses de outubro de 2011 e margo de 2012,
concomitantemente nos trechos das AA dos CS Miramar e Salgado Filho.

Foram realizados mutirdes de limpeza, com a retirada de material das casas (excluindo
entulho de construgdo) que favorecesse condi¢des para a proliferagdo dos flebotomineos.
Panfletos para orientagdo a populagdao foram distribuidos com o objetivo de retirar qualquer
tipo de matéria organica acumulada assim como outros materiais que possam servir de nicho
para Lu. longipalpis. Este trabalho foi realizado pelos Agentes de Combate a Endemias (ACE)
com apoio da Superintendéncia de Limpeza Urbana (SLU). Em caso de areas publicas e
condi¢des criticas de transmissdo da leishmaniose o Servigo de Limpeza Publica Urbana foi
acionado. No mutirdo de outubro/2011, foram recolhidas 10 toneladas e¢ 19 toneladas de
materiais, ¢ em mar¢o/2012 foram retiradas 12 toneladas e 9 toneladas de materiais,
respectivamente, nos trechos do Miramar e Salgado Filho.

As armadilhas de captura de flebotomineos foram instaladas durante os 24 meses do
desenvolvimento do projeto em todos os trechos das microareas estudadas, a fim de, através
do niimero mensal de flebotomineos capturados, avaliar o impacto das medidas de controle

nas diferentes areas propostas (trechos 2 e 3).

5.2.11 Anélise estatistica

A influéncia das varidveis climaticas sobre a densidade populacional de Lu.
longipalpis foi avaliada e os resultados expressos pelo coeficiente de correlagdo de Spearman,
para cada par de variaveis.

Em relagdo aos dados das agdes de controle, a transformacao logaritmica foi utilizada
a fim de normalizar os dados, aplicando-se a formula log (n+1) (Sampaio, 2007). Para a
analise dos trechos, foram realizados os testes estatisticos paramétricos de analise de varidncia
(ANOVA) e o teste “t” de Student ndo pareado bicaudal, com correcdo de Welch. Estas
analises foram feitas com intervalo de confianca de 95%.

Os “outliers” foram confirmados pelo método de Grubbs, que avalia a presenga de
valores extremos em observagdes amostrais. Foi usado o alpha maximo (0.0001) que
identifica o outlier com o minimo de incerteza.

Como as agoes de controle (borrifagdo e manejo ambiental) ndo foram realizadas nos
mesmos meses, sendo dois ciclos de manejo e trés ciclos de borrifagdo, os dados foram
tratados como periodo pré-acdo e pds-agao.

Os seguintes codigos foram utilizados para representar as andlises estatisticas

temporais:
69



- Trecho borrifagdo: pré-borrifacdo (periodo P1), compreende os meses antes de
qualquer agao de borrifacao (10); pos-borrifacao (periodo P2), compreende os meses a partir
da primeira acdo de borrifagdo (14).

- Trecho manejo: pré-manejo (periodo P1’), compreende os meses antes de qualquer
acdo de manejo (13) e pds-manejo (periodo P2’), compreende os meses a partir da primeira
acao de manejo (11).

Os seguintes codigos foram estabelecidos para o trecho controle:

- Controle P1: trecho controle, nos meses correspondentes ao periodo pré-borrifacdo

(P1).

- Controle P2: trecho controle, nos meses correspondentes ao periodo pos-borrifacao
(P2).

- Controle P1’: trecho controle, nos meses correspondentes ao periodo pré-manejo
(P17).

- Controle P2’: trecho controle, nos meses correspondentes ao periodo pds-manejo
(P27).

Toda a analise estatistica foi realizada utilizando o software Prism 6 (GraphPad Inc.,

EUA) com 5% de nivel de significancia.

5.3 Estudo da leishmaniose visceral em caes

5.3.1 Procedimentos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA / FIOCRUZ) com a licenca de numero LW-21/11
(protocolo no. P-85/10-2). Todos os procedimentos seguiram as normas técnicas
estabelecidas pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV resolu¢do no.
714/2002). A eutanésia foi realizada no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Belo
Horizonte, de acordo com o procedimento recomendado pelo Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude. Os proprietarios de caes foram informados
sobre os objetivos do projeto e foi assinado voluntariamente o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) sobre a coleta de amostras para biopsia.
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5.3.2 Coleta das amostras para o diagndstico sorologico

Foram realizados 3 inquéritos soroldgicos censitdrios na populacdo canina pela
SMSA/BH nos anos de 2010, 2011 e 2012, visando determinar a taxa de positividade da LVC
nas AA dos CS do projeto (Anexos 9.3 e 9.4). Os inquéritos de 2011 e 2012 servirdo de base
para a determinacao da taxa de infec¢do canina apds as intervencdes de controle programadas.

Os caes soropositivos provenientes do inquérito soroldgico canino realizado em 2011
foram utilizados para fins deste estudo. Neste ano, no total, foram examinados 799 e 609 caes
nos CS Salgado Filho e Miramar, respectivamente. Foram selecionados para a necropsia e
posterior realizagdo dos diagndsticos parasitologico e molecular, uma amostra de 51 caes dos
CS Salgado Filho e Miramar, de ambos os sexos e de ragas variadas. Todos os cdes tinham o
diagnostico sorologico positivo para LVC. Foi realizada uma avaliag@o clinica dos cdes por
um médico veterinario, ¢ estes foram classificados em dois grupos: assintomaticos e
sintomaticos. A eutanasia foi realizada conforme normas preconizadas pelo Ministério da
Saude. A presenga de ectoparasitos, bem como os achados de necropsia foram observados e
anotados em ficha clinica individual, e posteriormente, as informacdes foram organizadas em
um banco de dados contendo: nimero do cdo, nome, sexo, localidade, diagndstico clinico e
sinais clinicos (Anexos 9.5 e 9.6).

As amostras de sangue foram coletadas por puncdo na veia marginal auricular e
transferidas, por capilaridade, para 1aminas de papel de filtro. As ldminas foram separadas por
papel celofane, para evitar a contaminacdo das amostras, e devidamente identificadas com o
nome do animal, codigo da amostra ¢ data de coleta. No momento da coleta, foram utilizados
os formularios de rotina do Programa de Controle da LV de Belo Horizonte: Boletim Diario
de Inquérito Canino com identificacdo das amostras, responsavel pela coleta, nome e
endereco dos proprietarios e nome do cdo; Protocolo de Coleta de Sangue para LV contendo
codigo da amostra, dados do proprietario e dados do cdo. Apds a coleta o material foi enviado
para o Laboratério de Zoonoses da SMSA de Belo Horizonte. Foram realizados, como
métodos diagnosticos, os testes ELISA (Ho et al., 1983) e RIFI (Duxbury & Sadun, 1964)
utilizando os kits produzidos por Biomanguinhos (Fiocruz, RJ), em eluatos de sangue
dessecado em papel filtro, segundo normas técnicas editadas no Manual de Controle da LV
pela SVS/MS. O diagnostico sorologico foi realizado no laboratorio de Zoonoses da
Prefeitura Municipal de Belo Horizonte.

Caes que apresentaram valores de absorbancia iguais ou superiores a trés desvios-
padroes do ponto de corte do resultado do controle negativo para ELISA e que foram

positivos a uma diluicdo > 1:40 na RIFI foram considerados soropositivos para LV, de
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acordo com os parametros de diagnostico adotados pelo MS. A retirada dos caes infectados
foi realizada no prazo de 10 dias tuteis a partir do resultado do exame, mediante o
agendamento prévio, assinatura do TCLE e o recolhimento domiciliar pelo CCZ de Belo
Horizonte.

Para os cdes indeterminados (ELISA positivo e RIFI duvidoso), foi orientado que o
exame fosse feito novamente 45 dias apos a primeira coleta. No caso dos caes “monitorar”
(ELISA positivo e RIFI negativo), a segunda coleta foi realizada em certas situagdes, quando
os cdes eram sintomaticos, por solicitacdo do proprietario ou quando havia alguma demanda

especifica do distrito.

5.3.3 Necrdpsia dos caes soropositivos e coleta das amostras biolégicas

Para os estudos parasitoloégicos e moleculares, foram necropsiados 26 cdes do CS
Miramar e 25 caes do CS Salgado Filho, de acordo com o seguinte protocolo: primeiramente
foi realizada uma inspecdo ectoscOpica objetivando preencher um boletim epidemioldgico,
onde os cdes foram caracterizados quanto aos sinais clinicos sugestivos de LVC e definido o
status clinico (assintomatico e sintomatico) de cada um, baseado na auséncia ou presenca de
sinais sugestivos da infec¢do por Leishmania. Apos o exame clinico, os cdes foram
anestesiados com Thiopentax® e foi realizada a coleta de sangue na veia radial.
Posteriormente, foi feita a tricotomia do local e realizada a puncdo de medula 6ssea. Para a
puncdo foi feita a assepsia do local com alcool 70% e em seguida introduzida a agulha na
regido da articulagdo fémur-tibio-patelar, perfurando o intercondilo da crista tibial.

ApoOs obtidas as amostras de sangue e medula, os caes foram eutanasiados através de
uma injecao letal a base de solugdo saturada de cloreto de potassio (KCI). Confirmado o 6bito,
foram iniciados os procedimentos de necropsia.

Com uma amostra de cada tecido (bago, linfonodo, pele e medula), foram
confeccionados dois esfregagos por aposicdo em laminas de microscopia para posterior
realizagdo do exame direto. Os tecidos foram armazenados em microtubos a -20° C para
realizacdo de diagndstico molecular (Nested PCR). O restante da amostra de medula 6ssea foi

semeado em meio de cultura para o isolamento do parasito.
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5.3.4 Isolamento e manutencdo das cepas de Leishmania spp.

Ap0s realizagdo da necrdpsia, as 51 amostras de medula foram colocadas em meio de
cultura agar sangue de NOVY & MCNEAL modificado por NICOLLE- NNN/LIT (2 tubos
por amostra), para o crescimento dos parasitos.

As culturas foram examinadas a cada 7 dias e foram feitos repiques para a manutencao
das cepas.

Apbs o crescimento, as amostras positivas foram isoladas e repicadas para mais tubos

e posteriormente para ‘“‘erlenmeyers”, possibilitando assim a obtencdo da massa de
promastigotas. As mesmas foram armazenadas a -20°C para andlises moleculares e a -70%

para analises bioquimicas, se necessario.

5.3.5 Pesquisa dos parasitos em esfregagos corados

A pesquisa de formas amastigotas de Leishmania foi realizada por exame do esfregago
por aposi¢cdo em lamina dos tecidos coletados e do aspirado de medula 6ssea. As amostras
foram coradas utilizando-se Giemsa e analisadas por microscopia Optica. O critério de

positividade foi a presenca de um resultado positivo em qualquer um dos 4 tecidos analisados.

5.3.6 Extracdo de DNA de tecidos e medula dssea

Os fragmentos de pele, linfonodo mesentérico e bago foram processados usando o kit
de isolamento de DNA de células e tecidos Genomic PrepTM (GE Healthcare). Para extragao
de DNA de medula 6ssea e sangue foi utilizado o Kit de Cromatografia em Coluna - GFXTM

Genomic Blood DNA Purification (GE Healthcare), conforme especificagcdes dos fabricantes.
5.3.7 Diagnostico molecular (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

A pesquisa de DNA do parasito foi realizada nas amostras de tecidos (bago, linfonodo
mesentérico, pele e medula 6ssea), utilizando a técnica de LnPCR e posteriormente o

sequenciamento para caracterizagdo da espécie de Leishmania spp., como descrito para

flebotomineos.
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5.3.8 Analise estatistica

A metodologia padrao de sorologia RIFI/ELISA para LVC foi considerada referéncia,
sendo selecionados somente cdes positivos no teste sorologico, portanto a performance dos
testes diagnoésticos adicionais foi avaliada em relagdo a ele. Utilizamos como medida de
desempenho para comparar os desempenhos dos testes a acurdcia (total de classificacdes
corretas) que nesse caso, de auséncia de casos negativos para o padrdo ouro, equivale a
sensibilidade. O termo co-positividade (sensibilidade relativa) foi utilizado, considerando que
o padrdo empregado foram outros testes considerados de referéncia para a doenga.

As taxas de positividade canina nos 3 inquéritos foram analisadas pelo teste do qui
quadrado. A co-positividade total dos testes adicionais foi comparada pelo teste do qui
quadrado, enquanto a co-positividade nos dois grupos de cdes — sintomaticos e
assintomaticos- ¢ a positividade dos tecidos pela LnPCR foram comparadas pelo teste exato
de Fisher. O teste de Mann- Whitney foi empregado para comparar o numero de testes
positivos nos trés testes, nos grupos sintomatico e assintomatico.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism 6 (GraphPad Inc.,

EUA) com 5% de nivel de significancia.
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6 RESULTADOS

6.1 Flebotomineos

6.1.1 Fauna

A fauna de flebotomineos durante os 24 meses de estudo foi constituida de 5.194
espécimes, distribuida em 7 espécies, sendo 2 espécies pertencentes ao complexo cortelezzi,
Lu. sallesi (Galvio & Coutinho, 1939) e Lu. cortelezzii (Bréthes, 1923). As fémeas destas
espécies sao morfologicamente indistinguiveis, logo a identificagdo foi realizada associada
aos machos capturados na mesma coleta. A fauna flebotominica foi a seguinte: complexo
cortelezzii, Lu. intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Lu. ischyracantha Martins, Falcdo & Silva,
1962, Lu. lloydi (Antunes, 1937), Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) e Lu. whitmani
(Antunes & Coutinho,1939). Foram capturados 4581 machos (88,20%) e 613 fémeas
(11,80%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Flebotomineos capturados, utilizando armadilha luminosa HP, nos CS
Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo:
setembro de 2010 a agosto de 2012.

Espécie Macho Fémea  Total %
complexo cortelezzii 36 69 105 2,02
Lutzomyia intermedia 4 3 7 0,13
Lu. ischyracantha 0 2 2 0,04
Lu. lloydi 0 1 1 0,02
Lu. longipalpis 4516 498 5014 96,54
Lu. whitmani 2 5 7 0,13
Lutzomyia spp. 23 35 58 1,12

Total 4581 613 5194 100
% 88,20 11,80 100

A espécie Lu. longipalpis foi a mais encontrada (5014 exemplares), totalizando
96,54% dos exemplares capturados (Figura 8). Na Tabela 3, observa-se que Lu. longipalpis
foi encontrada nas 2 AA dos CS estudados e que o Salgado Filho (Distrito Oeste) apresentou
o maior indice desta espécie (95,73%). Dos 5014 exemplares de Lu. longipalpis capturados,
4516 (90,07%) eram machos e 498 (9,93%) eram fémeas (Tabela 3). Quanto ao
comportamento de Lu. longipalpis, 597 (11,91%) foram capturados no intradomicilio e 4417
(88,09%) no peridomicilio (Figura 9).
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H Lufzomyio longipalpis

H Outras espécies

Figura 8- Porcentagem de Lu. longipalpis em relagdo as demais espécies capturadas,
utilizando armadilha luminosa HP, nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte,
Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012,

Tabela 3 -NUumero de Lu. longipalpis capturados, utilizando armadilha luminosa HP, de
acordo com o sexo, nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais
Brasil. Periodo do estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012,

Areas de Machos Fémeas Total %
abrangéncia
Salgado Filho 4368 432 4800 95,73
Miramar 148 66 214 4,27
Total 4516 498 5014 100
% 90,07 9,93 100

H Peridomicilio

M Intradomicilic

Figura 9- Porcentagem de Lu. longipalpis em relacdo ao comportamento (endofilia e
exofilia) capturadas utilizando armadilha luminosa HP nos CS Salgado Filho e
Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo: setembro de 2010 a

agosto de 2012.
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A relacdo de Lu. longipalpis capturados mensalmente de acordo com as areas de abrangéncia

esta apresentada na Tabela 4; esta espécie foi encontrada em todos os meses de captura,

durante os meses de estudo.

Tabela 4 - Numero mensal de Lu. longipalpis, capturados utilizando armadilha luminosa
HP, nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do
estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012.

Ano Més Salgado Filho Miramar Total
(Distrito Oeste) (Distrito
Barreiro)

2010 Set 60 3 63
Out 147 17 164

Nov 296 5 301

Dez 566 15 581

2011  Jan 315 33 348
Fev 972 16 988

Mar 204 3 207

Abr 403 20 423

Mai 380 20 400

Jun 90 5 95

Jul 29 2 31

Ago 47 6 53

Set 92 4 96

Out 70 2 72

Nov 51 2 53

Dez 85 1 86

2012  Jan 78 12 90
Fev 155 14 169

Mar 226 3 229

Abr 257 14 271

Mai 172 7 179

Jun 46 2 48

Jul 10 5 15

Ago 49 3 52
Total 4800 214 5014
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6.1.2 Influéncia das variaveis climéticas na populagdo de flebotomineos

Durante os dois anos do estudo, a temperatura oscilou de 24°C a 31°C, com uma média
de 27 +/- 1,6°C. A umidade relativa do ar variou entre 48 a 78%, com média de 63 +/- 7,8%.
As maiores variagdes ocorreram na precipitacdo pluviométrica total ao longo de cada ano,
com uma média de 151,3 +/- 143,8 mm no primeiro ano e 167,9 +/- 216,8 mm no segundo
ano.

Foram encontradas correlagdes positivas entre as densidades populacionais mensais de
Lu. longipalpis e as trés variaveis climaticas com coeficientes de correlagdo de 0,4177 para
precipitagdo, 0,5430 para temperatura e 0,3480 para umidade. Contudo, foi verificada uma
diferenca significativa somente para precipitacdo (p = 0,0422) e temperatura (p = 0,0061).
Devido aos menores coeficientes de variacao observados para umidade (12,3%) e temperatura
(5,9%), e a estreita relacdo entre umidade e precipitacio, somente a precipitagdo
pluviométrica anual foi levada em consideracdo para a analise. Entre os trés periodos
observados, a variagdo da precipitagdo pluviométrica foi pequena, e a concentracdo das
chuvas ocorreu normalmente nos mesmos meses destes anos. Cinco meses chuvosos (outubro,
novembro, dezembro, janeiro e margo), e sete meses de seca foram bem identificados em cada
ano (Figura 10). O namero de Lu. longipalpis claramente aumentou ap6s os picos de

precipitacao pluviométrica (Figura 11).
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Figura 10- Indice pluviométrico total no periodo de setembro/2009 a agosto/2012 nos CS
Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo:
setembro de 2010 a agosto de 2012.
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Figura 11- Indice pluviométrico e flutuacio populacional de Lu. longipalpis no periodo
de setembro/2010 a agosto/2012 nas areas de abrangéncia estudadas, nos CS Salgado
Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil.

6.1.3 Deteccdo de DNA de Leishmania spp.

Foram selecionadas 152 fémeas de flebotomineos para a pesquisa de infec¢do por
Leishmania spp., distribuidas em 93 “pools”. A Tabela 5 resume as taxas de infeccdo por
Leishmania e a identifica¢do das espécies nas amostras de Lutzomyia testadas. A positividade
para Leishmania spp. significa que ndo foi possivel identificar a amostra a nivel especifico. A
preparacao dos “pools” foi aplicavel para as espécies Lu. longipalpis e Lu. whitmani; em
relagdo as demais espécies, as amostras foram analisadas individualmente (Tabela 5). Através
da técnica de cacofonia (gene constitutivo do DNA de flebotomineos), foi possivel obter o
fragmento de 220 pares em todas as amostras, validando tanto o processo de extragdo como os

resultados negativos (Figura 12).
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Figura 12- Produtos de amplificagdo de DNA de flebotomineos obtidos com iniciadores
para o gene da cacofonia, visualizados apoés eletroforese em gel de agarose a 2% corado
pelo brometo de etidio. Canaletas: M- Marcador de peso molecular 100 pb; Amostras: 1
a 22. Controle Positivo da Reacdo (Lu. longipalpis). CN: Controle Negativo a Reacgao
(sem DNA).

O DNA de Leishmania spp. foi detectado em 29 dos 93 “pools” de flebotomineos,
sendo possivel demonstrar o fragmento de 353 pares de base através da técnica de LnPCR
(Figura 13).

Através do alinhamento das sequéncias de DNA das amostras positivas para
Leishmania spp. com as depositadas no GenBank, foi confirmada a presenca de DNA de Le.
infantum em 23 dos 26 “pools” de Lu. longipalpis (Anexo 9.7). Dos 26 “pools” positivos, 4
eram do CS Miramar e 22 do CS Salgado Filho. Em dois “pools” desta mesma espécie de
flebotomineo, Le. braziliensis foi a espécie encontrada (Anexo 9.7), ambos do CS Miramar.
Le. infantum também foi confirmada em 1 “pool” do complexo cortelezzii e 1 “pool” de Lu.
lloydi.

A taxa minima de infec¢do natural (TMI) encontrada para Leishmania spp. foi de
18,8%, 20% e 100% em Lu. longipalpis, complexo cortelezzii e Lu. lloydi, respectivamente. A
TMI de Lu. longipalpis em relagdo a Le. infantum foi de 16,7%. Apenas 1 espécime de Lu.
lloydi foi capturado, sendo este, positivo. Além disto, em dois “pools”, correspondentes as
espécies Lu. longipalpis ¢ complexo cortelezii ndo foi possivel identificar a espécie de

Leishmania.
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Tabela 5 - Espécies de flebotomineos capturados para deteccdo de DNA de Leishmania
spp., hos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do
estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012.

Espécies Numero de fémeas Numero de Numero de amostras positivas para cada espécie de Leishmania
Capturadas Por amostra amostras Le. infantum Le. braziliensis Leishmania sp.
cortelezzii complex 10 1 10 1 0 1
Lu. intermedia 1 1 1 0 0 0
Lu. lloydi 1 1 1 1 0 0
Lu. longipalpis 138 1a10 80 23 2 1
Lu. whitmani 2 2 1 0 0 0
Total 152 93 25 2 2

353 pb

A R PRI s SRS 2 SRS i it ]
Figura 13- Exemplo de produtos de amplificacdo de DNA de flebotomineos obtidos com

iniciadores para o género Leishmania (SSUrRNA), visualizados apos eletroforese em gel
de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio. Canaletas: M- Marcador de peso
molecular 100 pb; Amostras: 1 a 18; CP- Controle Positivo da Reacdo (Le.
braziliensis/M2903); CN- Controle Negativo da Reacdo (sem DNA).

6.1.4 Controle Quimico e Manejo Ambiental

O grafico seguinte mostra os trechos controle, borrifagdo e manejo, com os 48 pontos
referentes a cada més do estudo (2 anos). Andlise de variancia (ANOVA) mostrou diferenga
significativa entre as médias dos trés trechos (p = 0.0248) (Figura 14).

No trecho borrifagdo, quando os dados por casa foram analisados, a casa 6 foi
considerada um “outlier”. Logo, a casa 6 foi substituida por uma casa ficticia, que considerou
o numero de flebotomineos capturados como a média das duas outras casas do mesmo trecho.

Quando comparamos os trechos dois a dois ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as médias dos trechos borrifacdo e controle (p= 0.161),
embora visualmente observamos uma tendéncia de queda no nimero de flebotomineos
capturados. J& entre os trechos manejo e controle (p=0,002) e manejo e borrifagao (p= 0,047)
houve uma diferenca estatisticamente significativa entre as médias, indicando que a acdo

manejo foi eficiente na reducao da populagao de flebotomineos.
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Figura 14- Gréfico referente aos meses dos trechos controle, borrifacdo e manejo, nos
CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo:
setembro de 2010 a agosto de 2012.

Quando os periodos dos trechos controle (P1, P2, P1° e P2’) e os periodos pré-acao
(pré-borrifacdo P1 e pré-manejo P1°), foram analisados em conjunto (ANOVA), ndo houve

diferenca estatisticamente significativa (p=0,703) entre as médias dos trechos.

Quando apenas o trecho po6s borrifagdao foi incluido na analise (comparacao de sete
trechos por ANOVA), a diferenca entre as médias manteve-se ndo significativa (p= 0.062).
Entretanto, a substituicdo do trecho pds-borrifagao pelo trecho pds-manejo, no mesmo tipo de
analise (comparagdo de sete trechos por ANOVA), gerou diferenca significativa entre as

médias (p=0.021) (Figura 15).
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Confirmando a analise global anterior, na qual foram comparados os trés trechos, as
acoes de manejo ambiental mostraram uma redugdo estatisticamente significativa na

populacdo de flebotomineos.
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Figura 15- Grafico referente aos trechos controle, pré-tratamento e pos-tratamento
(borrifacdo e manejo ambiental), nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte,
Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012.
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6.2 Caes

6.2.1 Determinacao da taxa de soropositividade canina

A Tabela 6 mostra o total de cdes examinados nos inquéritos de 2010, 2011 e 2012
nos CS do estudo, para determinagdo da prevaléncia da LVC. No CS Miramar a prevaléncia
decresceu nos 3 anos, ficando em 7,97%, 3,78% e 2,38% nos anos de 2010, 2011 e 2012,
respectivamente. No CS Salgado Filho, a prevaléncia foi de 4,88%, 2,25% e 4,20% nos anos
de 2010, 2011 e 2012, respectivamente. As taxas médias de prevaléncia para o Miramar e
Salgado Filho foram de 4,71% e 3,77%, respectivamente. Nos dois CS do estudo, o valor p<
0,01 tanto para Miramar como para o Salgado Filho demonstra que houve uma diferenga
estatisticamente significativa da prevaléncia da LVC ao longo dos anos. Os caes soropositivos
do inquérito de 2011 foram recolhidos para fins deste estudo (n=41), sendo que 10 caes
indeterminados, deste mesmo ano, se positivaram em uma segunda coleta e foram incluidos
na amostra, totalizando 51 cdes. Um total de 1418 cdes foram examinados em 2011,

apresentando uma soroprevalancia de 3,6%.

Tabela 6 - Inquérito canino realizado em cdes domiciliados dos CS Miramar e Salgado
Filho, municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Periodo do estudo: setembro
de 2010 a agosto de 2012.

Sorologia para LV canina, 2010-2012

MIRAMAR

2010 2011 2012
RESULTADO N % N % N %
INDETERMINADO 14 1,86 6 0,39 1 0,17
NAO REATIVO 679 90,17 580 95,24 574 97,45
REATIVO 60 7,57 23 3,78 14 2,38
Total 753 100,0 600 ' 100,0 589 100,0
Fonte: SCZOO (GECOZ/GVSI/SMSA)

p valor < 0,01

SALGADO FILHO

2010 2011 2012
RESULTADO N % N % N %
INDETERMINADO 19 2,44 12 1,50 3 047
NAO REATIVO 721 92,67 769 96,25 613 95,33
REATIVO 38 18 27
Total 778 100,0 799 ' 100,0 643 100,0
Fonte: SCZOO (GECOZ/GVSI/SMSA) o valor < 0,01
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6.2.2 Pesquisa direta e indireta do parasito

Dentre os 51 caes presentes na amostra, 28 foram classificados como sintomaticos, e
23 como assintomaticos. Na realizacdo dos exames parasitologicos diretos para LVC,
Leishmania spp. foi detectada em 37 (72,5%) das 51 amostras, tanto da técnica de aposi¢do
em lamina como de mielocultura, sendo que ndo necessariamente os mesmos animais foram
positivos em ambos os exames (Tabela 7). Foi considerado parasitologico final, quando a
amostra era positiva por um ou outro exame parasitologico, perfazendo 90,2% dos caes.

No diagnostico molecular, as amostras de bago, submetidas a LnPCR apresentaram
100% de co-positividade com RIFI/ELISA, em ambas as condi¢des clinicas. Os resultados da
técnica de aposicdo em lamina ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa para
os dois grupos clinicos (p= 1,000). J& a mielocultura apresentou 89,3% de co-positividade
para os cdes sintomaticos, comparado com 52,2% dos assintomaticos (p=0,0045) (Tabela 8).

A co-positividade dos métodos baseados na visualizagdo do parasito foi

significativamente menor (p= 0,0002), quando comparada a LnPCR das amostras de bago.

Tabela 7 - Tabela de contingéncia das co-positividades (sensibilidade relativa) de testes
diagnosticos de LVC. A referéncia foi o resultado RIFI/ELISA, adotado pelo Programa
de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude, no periodo
do estudo.

RIFI-ELISA
Negativo Positivo

Teste No. % No. %

Negativo - - 0 0
Ln PCR Positivo - - 51 100
ApOSic&o Negativo - - 14 27.5
em lamina Positivo - - 37 72.5
Negativo - - 14 27.5

37 72.5

Mielocultura Positivo
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Tabela 8- Tabela de contingéncia das co-positividades de testes diagnosticos de LVC de
acordo com o grupo clinico. A referéncia foi o resultado RIFI/ELISA, adotado pelo
Ministério da Saude no periodo do estudo (2010-2012). A LnPCR para o baco,
apresentou 100% de co-positividade em ambos 0s casos, e nao foi incluido.

Teste Assintomatico Sintomatico p-valor
Técnica  de  Negativo 6 26.1% 8 28.6%

aposi¢do em 1.000
lAmina Positivo 17 73.9% 20 71.4%
Negativo 11 47.8% 3 10.7%

Mielocultura 0.0045
Positivo 12 52.2% 25 89.3%

O diagnostico molecular, realizado através da LNPCR com amostras de pele,
linfonodo, medula dssea e baco, mostrou positividade em 100% das amostras de bago. Para os
demais tecidos as respectivas positividades foram: 80% para medula 6ssea, 69% para pele e
57% para linfonodo. A diferenga da positividade se mostrou estatisticamente significativa
quando o linfonodo foi comparado com a medula éssea (p=0,001) e pele (p= 0,031), mas ndo
na comparacao entre medula 6ssea e pele. Houve diferenca estatisticamente significativa entre
o grupo de sintomaticos e assintomaticos para pele (p= 0,034) ¢ linfonodo (p= 0,026) (Figura
16).
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Figura 16- Distribuicdo da frequéncia absoluta do teste de PCR por tecido, de acordo
com o grupo clinico. O estudo foi desenvolvido nos CS Miramar e Salgado Filho,
municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Periodo do estudo: setembro de 2010
a agosto de 2012.
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6.2.3 Comparacdo entre os testes diagnosticos

Foram comparados os resultados dos trés exames diagndsticos realizados para LVC,
dois baseados na visualizagdo do parasito (técnica de aposicdo em lamina e mielocultura) e
um molecular (LNPCR). Dos 51 animais testados, 28 (54,9%) foram positivos para os trés
exames. 18 cdes (35%) foram positivos para o exame molecular e para um dos testes
parasitoldgicos. Em 5 caes (9,8%), ndo se conseguiu demonstrar a presenga do parasito, sendo
positivos somente para o teste molecular (Figura 17). Apesar do nimero pequeno da amostra
impedir uma analise estatistica mais apurada, houve uma tendéncia dos cdes sintomaticos

apresentarem um maior numero de testes positivos para LV.

Assintomaticos

Caes soropositivos

Sintomaticos

LnPCR LnPCR e LnPCR e
imprint ou imprint e
mielocultura mielocultura

Numero de testes diagndsticos positivos

Figura 17- Frequéncia cumulativa absoluta dos testes molecular, técnica de aposicdo em
lamina e mielocultura em cées soropositivos (RIFI/ELISA) para LV, de acordo com o
grupo clinico. O estudo foi desenvolvido nos CS Miramar e Salgado Filho, municipio de
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Periodo do estudo: setembro de 2010 a agosto de
2012,
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O niimero médio de exames positivos por cao analisado foi de 2,44. Quando o grupo
clinico de caes foi analisado separadamente, o nimero médio diminuiu para 2,261 + 0,689 no
grupo assintomdtico e aumentou para 2,607 com um desvio padrdo de 0,629 no grupo
sintomatico. A diferen¢a no total dos exames positivos, de acordo com o grupo clinico, ndo

foi estatisticamente significativa (p=0,066) (Figura 18).

T

NUmero de testes diagndsticos positivos

Assintomatico Sintomatico
Condicao clinicado céo
Figura 18- Numero de diagndsticos positivos de acordo com o grupo clinico de cées
soropositivos (RIFI/ELISA) para LV. O estudo foi desenvolvido nos CS Miramar e

Salgado Filho, municipio de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Periodo do estudo:
setembro de 2010 a agosto de 2012.
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A Figura 19 compara os métodos diagnosticos utilizados no estudo na amostra de 51
caes soropositivos para LVC. A LnPCR foi capaz de detectar o DNA do parasito em 100%
das amostras, enquanto a técnica de aposi¢do em lamina e mielocultura detectaram o parasito
igualmente em 72,5% dos caes. Através do exame clinico, 28 caes (55%) foram classificados

como sintomaticos.

m Exame clinico
Aposicdo em lamina

W Mielocultura

m PCR

Numero de testes diagnosticos
positivos

Figura 19- Comparacdo entre testes diagnosticos de caes sintomaticos e assintomaticos
dos CS Miramar e Salgado Filho, Belo Horizonte, 2010 a 2012.
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Em relagdo aos sinais clinicos sugestivos para LVC entre os cdes sintomaticos, as

alteracOes dermatologicas foram encontradas com mais frequéncia (28%), enquanto a

emaciacdo, edema de membros e cancro de inoculag¢do no fucinho foram igualmente os sinais

menos frequentes encontrados nos caes (1%) (Figura 20).

Emaciagdo

Edema de membros

Cancro de inoculagao no fucinho
Pelo opaco

Mucosas hipocoradas
Alteragdes oculares
Hiperqueratinizagao
Emagrecimento

Linfadenopatia

Onicogrifose

Alteracoes dermatolégicas

28%
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20%
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Figura 20- Frequéncia de sinais clinicos sugestivos entre cdes sintomaticos dos CS

Miramar e Salgado Filho, Belo Horizonte, 2010 a 2012.
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6.2.4 Deteccio de DNA de Leishmania spp. pela LnPCR

Através do diangndstico molecular, foi possivel observar a positividade pela LnPCR
em todas as amostras de baco (n=51), podendo ser visualizado o fragmento de 353 pb
caracteristico de Leishmania spp. (Figura 21). Este foi submetido ao sequenciamento de

DNA, e indicou que Le. infantum ¢é a espécie circulante nos cées das areas estudadas (Anexo

9.7).
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Figura 21- Produtos de amplificacdo de amostras de bago obtidas de cées necropsiados
utilizando-se iniciadores para o género Leishmania visualizados em gel de agarose 2%
corado por brometo de etidio. M: marcador de peso molecular (100pb). 1 a 51: amostras
de baco. CP: Controle Positivo (Le. braziliensis/M2903); CN: Controle Negativo (sem
DNA).
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7 DISCUSSAO

Belo Horizonte ¢ hoje o municipio com alta densidade populacional que mais sofre
com a ocorréncia da leishmaniose visceral (LV) e também o que mais investe em agdes de
controle e prevencdo da doenca. As agdes sdo direcionadas de acordo com a realidade
epidemiologica existente, com realizacdo de acdes programadas visando atingir
principalmente areas de maior ocorréncia de casos humanos e caninos.

O presente estudo foi realizado em AA de dois CS localizados em grandes regides
urbanas de transmissao recente de LV, classificados como médio risco de transmissdo. Nosso
objetivo foi avaliar a atual situagdao epidemiologica do vetor, do parasito e do reservatédrio
canino nesses locais, os quais sofreram menos intervengdes de controle, e avaliar a efetividade
das a¢des de controle direcionadas aos vetores e aos caes.

A fauna flebotominica coletada nas duas AA dos CS pertencentes aos distritos Oeste
e Barreiro, apresentou-se diversificada, com a presenca de 7 espécies, sendo trés delas
responsaveis pela transmissdo das leishmanioses no Novo Mundo: Lu. longipalpis, Lu.
intermedia e Lu. whitmani. A espécie de flebotomineo predominantemente capturada foi Lu.
longipalpis (96,5%), principal espécie vetora da Le. infantum no Brasil, o que confirma a
elevada adaptacdao desta espécie a ambientes urbanos, incluindo o intradomicilio (Barata et
al., 2005; Silva et al., 2007a; Dias et al., 2011; Michalsky et al., 2009a, 2011).

No municipio de Belo Horizonte, Souza et al. (2004) relataram, entre 2001 e 2003, o
encontro de 68% dos espécimes coletados pertencentes a espécie Lu. longipalpis,
predominante nos distritos Leste, Nordeste, Noroeste, Oeste, Pampulha ¢ Venda Nova. No
mesmo municipio, esta espécie foi predominante, sendo que do total de exemplares, 69%,
30% e 1% foram coletados nos distritos Leste, Nordeste e Barreiro, respectivamente (Resende
etal., 2000).

Nossos dados revelaram uma elevada razdo de machos sobre fémeas de Lu.
longipalpis (M/F= 9,0), corroborando com estudos prévios que indicam que hd uma
preponderancia numérica de machos em d&reas urbanas, incluindo o municipio de estudo
(Souza et al., 2004; Resende et al., 2006).

A espécie Lu. longipalpis foi capturada em maior numero no peridomicilio das
residéncias (88,1%), como observado também em outros estudos (Missawa & Dias, 2007;
Michalsky et al., 2009a; Barata et al., 2013, entre outros). Do ponto de vista epidemioldgico,
o encontro de 11,9% dos exemplares no intradomicilio serve de alerta, pois sugere que a
transmissdo possa estar ocorrendo também no interior das residéncias. A distribui¢do

peridoméstica pode ser justificada pela alta concentracdo de flebotomineos em abrigos de
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animais, onde formam abundantes “leks” ou agregados (Ximenes et al., 1999; Lainson &
Rangel, 2003). Devido a produgdo de feromonios masculinos, ambos os sexos sdo atraidos
para os locais de alimentacdo e reprodugao.

As espécies Lu. intermedia e Lu. whitmani, vetoras de espécies de Leishmania
causadoras da LT, foram capturadas em menor numero (0,13%). Apesar de estudos
demonstrarem a antropofilia e a adaptagdo destas espécies ao peridomicilio (Rangel et al.,
1986; Gontijo et al., 2002; Souza et al., 2002; Saraiva et al., 2006), a LT ocorre com baixa
frequéncia em Belo Horizonte, com a predominancia dos casos notificados, residentes de
outros municipios. Souza et al. (2004) realizaram coletas em parques e areas verdes de Belo
Horizonte e dentre os 579 espécimes coletados, a espécie Lu. whitmani foi predominante
(60,6%), enquanto Lu. longipalpis contou somente com 2,6%. No mesmo municipio, Lu.
whitmani foi a espécie predominante em areas verdes e foi relatado o encontro de DNA de Le.
infantum em 3,8% dos exemplares desta espécie (Saraiva et al., 2010). Saraiva et al. (2011)
coletaram no distrito nordeste do municipio, 97% dos exemplares pertencentes a espécie Lu.
whitmani em areas verdes, ¢ somente 3% em areas urbanas. Enquanto Lu. longipalpis foi
capturada em sua maioria em areas urbanas (94%) e 6% em areas verdes. Percebe-se que o
perfil de distribuicdo muda consideravelmente quando as areas verdes sdo analisadas,
havendo uma maior diversidade de espécies, ora nas areas verdes (Saraiva et al., 2011), ora na
area urbana (Souza et al., 2004).

Camargo-Neves (2001), considera importante o estudo do comportamento do vetor,
tomando por base a correlacdo da densidade do mesmo com aspectos do peridomicilio, tais
como a presenca de vegetacdo, raizes e troncos de arvores e matéria organica no solo, que
representam os possiveis abrigos e criadouros do vetor, e presenca de animais domésticos, que
sdo fonte de alimentagdo para os flebotomineos. Na regido metropolitana de Belo Horizonte,
estudos foram conduzidos a fim de avaliar potenciais fatores de risco para contrair LV e
mostraram que a frequéncia e variedade de animais domésticos, matéria organica abundante,
armazenamento de lixo de forma inadequada, empilhamento de tijolos e pedras, presenca de
arvores, hortas sdo caracteristicas relevantes para sua ocorréncia (Moreno et al., 2005;
Oliveira et al., 2006). Ja no estudo de Saraiva et al. (2011) realizado no distrito nordeste de
Belo Horizonte, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre as variaveis biogeograficas
analisadas e a incidéncia de LV humana e canina ou a ocorréncia de flebotomineos. Os
resultados indicaram que a proximidade com é4reas de vegetacdo, vilas, favelas e cursos
d’4gua exercem pequena influéncia na incidéncia da LV.

O elevado numero de flebotomineos capturados na AA do CS Salgado Filho, em

relagdo ao Miramar, pode ser explicado pelo fato de que, em uma das residéncias de captura
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no SF, possuir um vasto terreno com um lago de cria¢ao de peixes, favorecendo a manutengao
da umidade do ambiente, além da presenca de caes, galinheiro e varios tipos de arvores
frutiferas. Apesar de todas as residéncias escolhidas em ambos os CS apresentarem condi¢des
favoraveis a presenca do vetor, o nimero de flebotomineos coletados na residéncia citada no
Salgado Filho, foi surpreendentemente maior em todos os meses de captura.

A ocorréncia de flebotomineos pode estar também relacionada as varidveis climaticas:
umidade relativa do ar, pluviosidade ¢ temperatura (Scorza et al., 1968; Miscevic, 1981).
Desde seus estudos pioneiros Deane & Deane (1955) ja haviam relatado a interferéncia das
estacdes climaticas na densidade populacional de Lu. longipalpis. Deane (1956) também no
Ceara, demonstrou a associagdo da densidade de flebotomineos com a pluviometria. De
acordo com a literatura, as variaveis climaticas podem interferir de maneira variavel na
populagdo de flebotomineos, de acordo com a area analisada (Dias et al., 2007). Comumente,
a maior densidade desses insetos pode ser observada nos meses quentes ¢ umidos (Aguiar &
Saoucasaux, 1984; Gomes & Galati, 1987; Gomes et al., 1980) ou em meses mais secos,
como observado na Costa Rica (Zeledon et al., 1984) e no estado do Mato Grosso do Sul
(Galati et al., 1996). No presente estudo, a precipitagdo pluviométrica e a temperatura foram
as variaveis que mais interferiram na densidade de Lu. longipalpis. Estes achados corroboram
com estudos ja realizados em Belo Horizonte e em Campo Grande (Resende et al., 2006;
Oliveira et al., 2008). Embora tenha havido uma variagdo nos numeros absolutos desta
espécie nos dois anos do estudo, o numero de Lu. longipalpis aumentou ap6s os picos de
precipitagdo, possivelmente refletindo sua biologia reprodutiva. Na literatura, ha muitas
controvérsias a respeito desta resposta as chuvas. Alguns autores descrevem o aumento de
flebotomineos ao longo do periodo das chuvas (Gomes et al., 1980; Aguiar & Saoucasaux,
1984; Gomes & Galati, 1987; Salomon et al., 2002; Barata et al., 2004; Dias et al., 2011),
enquanto outros mostram que os nimeros aumentam logo apos os picos das chuvas (Deane &
Deane, 1956; Resende et al., 2006; Michalsky et al., 2009a). Esta diferenga pode refletir as
interpretagdes de dados diferentes em relacdo ao periodo chuvoso e aos picos de chuvas.
Outros estudos nao encontraram uma correlagao entre as variaveis climaticas e a densidade de
flebotomineos, embora alguns tenham demonstrado uma tendéncia de aumento no niimero de
flebotomineos apds o periodo chuvoso (Souza et al., 2004; Dias et al., 2007; Missawa & Dias
et al., 2007; Guimaraes et al., 2012). Souza et al. (2004) também observaram uma tendéncia
de aumento de niimero de casos de LV e LT logo apds os picos no numero dos vetores no
periodo estudado. Outro estudo realizado no municipio de Belo Horizonte, distrito nordeste,

observou que a presenca de um maior nimero de flebotomineos coincidiu com os periodos
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antes e apds as chuvas, caracterizados por baixa umidade relativa do ar e temperaturas mais
amenas (Saraiva et al., 2011).

O acompanhamento do perfil climatico ¢ importante, pois pode fornecer dados que
auxiliam na proposi¢ao de medidas de controle para os vetores, principalmente em relagdo ao
controle quimico. Analisando a curva de sazonalidade no periodo de estudo, recomenda-se a
aplicacdo de inseticidas quando a densidade de flebotomineos ¢ elevada e os indices
pluviométricos sdo baixos, a fim de impedir a reproducdo dos adultos e consequente elevacao
dos indices de transmissdo no periodo pds-chuva. Logo, sugerimos que o controle quimico
seja realizado em dois ciclos anuais, antes do comego das chuvas, em setembro, ¢ apés o
periodo chuvoso, no més de maio.

Grande parte dos trabalhos correlacionam as varidveis climaticas, principalmente
precipitacdo pluviométrica, ao nimero de flebotomineos capturados (Resende et al., 2006;
Michalsky et al., 2009a,b), no entanto, ndo avaliam a associagdo entre a variavel climatica ¢ a
infeccao de flebotomineos. Um estudo realizado em Teresina, no Piaui, investigou a infecgao
natural de flebotomineos através de disseccdo, e chegaram a conclusdo que o més com o
maior percentual de positividade de flebotomineos ocorreu 4 meses apds a maior média de
precipitagdo pluviométrica (Silva et al., 2007a). Ressalta-se para a avaliagdo da sazonalidade,
a necessidade de uma analise de no minimo dois anos consecutivos, pois reduz a possibilidade
de erros provocada por anos atipicos (Dias et al., 2007). A associagdo entre as variaveis
climaticas e outros parametros, como a porcentagem de insetos infectados, o tempo de
incubacao extrinseco, a longevidade do vetor e o percentual de insetos infectados pode auxilar
na constru¢do de modelos mais robustos na predi¢do da forg¢a de transmissdo em determinada
area (Silva et al., 2007a).

A taxa de infeccao natural de flebotomineos é considerada baixa na natureza, mesmo
em areas endémicas (Miranda et al., 2002, Silva et al., 2007a, Michalsky et al., 2011). A taxa
de infeccao de Lu. longipalpis encontrada no estudo foi muito maior (18%), e esta de acordo
com um estudo realizado no municipio, no distrito Nordeste, onde a taxa de infe¢ao desta
espécie por Le. infantum foi de 19% (Saraiva et al., 2010). Além disto, 92% dos parasitos
encontrados em Lu. longipalpis foram Le. infantum, o agente etiologico da LV. A elevada
densidade deste flebotomineo apresentando alta infeccdo por Le. infantum, indica que ha
condigdes favoraveis para a rapida expansao da LV, sugerindo que a interface vetor-parasito
seja ativa na area do estudo. Em comparacao com estudos utilizando técnicas moleculares em
outras regides brasileiras, a taxa de infeccdo encontrada neste estudo foi muito maior. No
estado do Mato Grosso do Sul, a taxa de infe¢do por Le. infantum foi de 3,9%. em Lu.

longipalpis (Paiva et al., 2006). A mesma taxa de infe¢do nesta espécie de flebotomineo por
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Le. infantum foi observada no municipio de Janauba, Minas Gerais (Michalsky et al., 2011),
enquanto no estado do Mato Grosso, uma taxa de 0,71% foi observada em Lu. longipalpis por
esta espécie de Leishmania (Missawa et al., 2010). O estudo de Souza et al. (2004) mostrou
que em amostra de flebotomineos coletada em parques e areas verdes de Belo Horizonte, ndo
foi possivel detectar DNA de Leishmania, utilizando-se a técnica de PCR. O DNA de Le.
infantum também foi detectado em flebotomineos pertencentes a espécie Lu. lloydi e ao
complexo cortelezzii. A detecgdo de DNA de Le. infantum e Le. braziliensis neste complexo
ja foi relatada anteriormente em Lassance (MG) (Saraiva et al., 2009) e Santa Luzia (MG)
(Carvalho et al., 2008). No unico exemplar capturado da espécie Lu. lloydi, foi detectado pela
primeira vez o DNA da espécie Le. infantum. Houve também outro relato de encontro de
DNA de Le. braziliensis nesta espécie de flebotomineo, no estado de Minas Gerais
(Quaresma et al., 2012).

Foi encontrado no estudo, em dois “pools” de Lu. longipalpis, o DNA de Le.
braziliensis. No estado do Mato Grosso do Sul, a presenga do DNA de Le. braziliensis e Le.
amazonensis foi detectada nesta mesma espécie de flebotomineo (Paiva et al., 2010; Paiva et
al., 2006). Savani et al. (2009) encontraram o DNA de Le. infantum, Le. amazonenis e Le.
(V.) sp. em Lu. longipalpis também neste estado. Com a aplicacdo cada vez maior de técnicas
moleculares em diferentes areas, tem havido frequentemente um grande ntimero de relatos de
agentes etiologicos de LT em vetores de LV e vice-versa (Paiva et al., 2010). A presenga do
DNA de Leishmania em uma dada espécie de flebotomineo, no entanto, ndo implica em
competéncia vetorial para a doenca, ja que o flebotomineo deve cumprir uma série de outros
critérios, como ja citado anteriormente.

A alta taxa de infecgdo natural de Lu. longipalpis nio foi seguida por uma prevaléncia
igualmente expressiva da LVC. A taxa de soropositividade canina nas 4reas selecionadas do
estudo foi de 3,6%. Estudos mostram que esta taxa em areas urbanas ¢ bastante varidvel
(Dantas-Torres et al., 2006b; Almeida, 2009; Naveda, 2006; entre outros), havendo
controvérsias a respeito do real significado das taxas de prevaléncia da LVC maiores ou
menores em termos de risco de transmissdo para o homem. Estudos realizados neste
municipio mostraram uma alta correlagdo positiva entre o nimero de casos humanos e as
taxas de prevaléncia da LV canina (Oliveira et al., 2001; Margonari et al., 2006). Em estudos
anteriores realizados em areas endémicas de Minas Gerais, foram observadas prevaléncias de
LVC entre 1 e 2%, com a média de prevaléncia de 4,5% em todo o municipio (Michalsky et
al., 2007; Dias et al., 2011). Distritos sem casos humanos de LV mostraram uma prevaléncia
da doenga canina de 28,3% (Michalsky et al., 2009a), enquanto prevaléncias em torno de

1,5% foram encontradas, independentemente da presenga ou auséncia de casos humanos de
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LV (Barata et al., 2004). A densidade populacional mensal de flebotomineos também foi
correlacionada com a prevaléncia da LVC, mostrando uma associagdo positiva (Franca- Silva
et al., 2005; Monteiro et al., 2005). De fato, os cenarios de transmissdo da LV em areas
urbanas sdo complexos, altamente heterogéneos e envolvem uma série de variaveis (Werneck,
2008). Mesmo que esta abordagem nao seja objetivo do nosso estudo, acreditamos que uma
prevaléncia de cerca de 4% e uma infec¢do confirmada por diagnostico sorologico e
molecular dos 51 cdes examinados por Le. infantum, indica que a interface reservatorio-
parasito de LV também ¢ ativa na area.

Em nosso estudo, possiveis reservatorios sinantropicos para LV ndo foram
investigados. Em Belo Horizonte, estudos relatam uma alta taxa de infec¢do de roedores
pertencentes a varias espécies de Leismania com a utilizagdo da PCR, apresentando uma
prevaléncia de 30% a 67,7%, sendo que as espécies Le. braziliensis, Le. infantum e infeccao
mista por ambas as espécies foram encontradas (Ferreira, 2010; Melo, 2008; Marcelino et al.,
2011; Cadernos Técnicos de Veterinaria e Zootecnia, 2012). Em relacdo aos marsupiais do
género Didelphis, observou-se uma soroprevaléncia que variou de 8% a 22% (Schallig et al.,
2007), e a taxa de infeccdo por PCR de 25% e 23,5%, sendo encontrado o agente etiologico
pertencente a ambos os complexos Le. braziliensis e Le. donovani (Melo, 2008; Schallig et
al., 2007). No entanto, mais estudos sd3o necessarios para determinar se potenciais
reservatorios, que ndo o cao, podem estar agindo como fontes de infec¢do para os
flebotomineos na area de estudo.

No periodo do estudo, os testes de triagem e confirmatorio adotados pelo Ministério da
Saude nos ensaios sorologicos para LVC foram ELISA e RIFI, respectivamente (Brasil,
2006). Atualmente, o Dual-Path Platform (DPP) foi implementado como teste de triagem e
ELISA como teste confirmatorio, em um esforgo para aumentar a especificidade e precisdao no
diagnéstico da LV. Embora nenhuma abordagem molecular, dependente de bidpsia de
tecidos, seja aplicavel aos inquéritos caninos, nossos resultados confirmaram que 100% das
asmostras positivas para ELISA/RIFI continham o DNA de Le. infantum. Em relagdo aos
exames parasitologicos, ndo houve confirma¢do em 10% dos 51 cdes soropositivos. Este
achado pode ser devido a presenca de uma infecgdo pré patente (Quinnell & Courtenay, 1997;
Maia, 2008).

O método parasitologico ¢ considerado o padrdo ouro para o diagnostico da LV, cuja
especificidade ¢ de 100% e a sensibilidade varia de acordo com o tecido analisado. A
sensibilidade do método depende de algumas variaveis, dentre elas o grau do parasitismo, o
tipo de material biolodgico coletado, processamento e coloragdo e observador treinado

(Laurenti, 2009). Em casos de baixa carga parasitaria, especialmente em animais
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assintomaticos, pode tornar-se mais dificil e duvidoso (Ferrer 1999; Ashford 2000; Laurenti
2009). O diagnostico parasitoldgico realizado em meio de cultura ¢ menos utilizado na rotina
diagnodstica, mas também ¢ util no isolamento e identificagdo do parasito. A eventual
contaminagdo por bactérias e fungos, pode impedir o crescimento de Leishmania spp.,
diminuindo a sensibilidade do exame (Laurenti, 2009). A positividade de ambos os exames
parasitoldgicos (mielocultura e técnica de aposi¢do em ldmina) no nosso estudo foi de 72,5%,
demonstrando um alto indice de positividade e confirmando o valor diagndstico da sorologia
como teste de triagem. Em contrapartida, em estudo similar, realizado no norte de Minas com
uma amostra de 44 caes, a mielocultura demonstrou a menor co-positividade em relagao aos
demais testes adicionais realizados (Regina-Silva et al., 2014).

Por outro lado, sabe-se que os testes moleculares sdo rapidos, altamente sensiveis e
independentes do crescimento do parasito (Almeida, 2013; Pereira-Chioccola, 2009; Queiroz
et al., 2010; Oliva et al., 2006; Coura-Vital et al., 2011), constituindo-se uma alternativa
pratica e vantajosa, utilizada na detec¢do de DNA de Leishmania spp. em vetores,
reservatorios animais e amostras clinicas (Rodrigues et al., 2002; Brandao-Filho et al., 2003;
Oliveira-Pereira et al., 2006; Nascimento et al., 2007). De fato, a amplificagdo por PCR
apresentou 100% de positividade para pelo menos, um dos quatro tecidos testados. Estudos
realizados em areas endémicas para LV confirmam que a prevaléncia da infeccdo ¢ muito
maior que a propor¢ao de caes que desenvolvem a forma sintomatica da doenga (Solano-
Gallego et al., 2001, Alvar et al., 2004). Estes resultados diferem de um estudo realizado em
area endémica para LV, onde cdes assintomaticos e sintomaticos foram analisados através de
4 testes diagnosticos para LVC, e foi observado que a PCR utilizando o alvo kDNA foi capaz
de identificar apenas 64% das amostras como positivas (Regina-Silva et al., 2014).

O recente estudo do nosso grupo citado acima foi realizado com cdes dos municipios
de Paracatu e Montes Claros, e comparou testes diagnosticos adicionais para LV com os testes
sorologicos adotados pelo MS. O teste imunocromatografico alcangou a maior co-positividade
em relacdo ao RIFI/ELISA (77,3%). Embora a amostra canina tenha sido limitada (44 caes),
esses dados reforgam a necessidade do desenvolvimento de testes mais sensiveis e especificos
antes que o diagnostico eficiente da LV canina possa ser realizado (Regina-Silva et al., 2014).

Ainda ha controvérsias sobre a melhor amostra biologica a ser utilizada no diagndstico
da LVC (Manna et al., 2004; Teles et al., 2012; Lombardo et al., 2012). A amplificagdo por
PCR foi positiva em 100% das amostras de bago, enquanto a menor co-positividade (57%) foi
obtida nas amostras de linfonodo. Regina-Silva et al. (2014), analisando a concordancia do
teste molecular, utilizando diferentes tecidos, também observou que o linfonodo foi o tecido

que apresentou a menor co-positividade em relagdo aos testes sorologicos RIFI/ELISA.
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Apesar da alta sensibilidade relatada no diagnostico parasitoldogico para aspirados de bago
(Gontijo & Melo, 2004; Barrouin-Melo et al., 2004) nossos resultados discordam de outros
que utilizaram a PCR para amplificar diferentes amostras de tecidos; nestes, a maior taxa de
positividade foi obtida em amostras de linfonodo (Manna et al., 2004; Teles et al., 2012;
Almeida et al., 2013).

Adicionalmente, os cdes sintomaticos mostraram uma tendéncia a um maior numero
de testes positivos em comparagdo aos assintomaticos. No nosso estudo, o nimero médio de
testes positivos no grupo de cdes sintomaticos e assintomaticos foi 2,607 e 2,261, resultando
em uma diferenca estatisticamente nao significativa.

Outro estudo que avaliou 4 testes diagnosticos para LVC, de acordo com o grupo de
caes, mostrou uma diferenca significativa no nimero médio de testes positivos, de 3,16 € 2,28
nos grupos sintomatico e assintomatico, respectivamente (Regina-Silva et al., 2014). Uma
correlacdo positiva entre o numero de testes soroldgicos e parasitologicos e a severidade da
LVC ja foi demonstrada antes em um estudo realizado utilizando-se 40 caes naturalmente
infectados com Le. infantum do municipio de Belo Horizonte (Reis et al., 2006). Estes autores
concluiram que a evolugdo clinica da LVC em caes infectados naturalmente origina alteragdes
aparentes nos parametros sorologicos, parasitoldgicos e bioquimicos/ hematoldgicos, sendo a
evolugdo destes parametros de acordo com o estado clinico da LVC.

Os cdes soropositivos assintomaticos para LV representaram 45% da amostra, e
mostraram resultados positivos para mielocultura (52,2%), técnica de aposicdo em lamina
(73,9%) e PCR (100%). Embora estudos moleculares prévios em areas endémicas para LV
tenham confirmado que a prevaléncia da infec¢do ¢ muito maior que o numero de caes que
efetivamente desenvolvem a forma sintomatica da doenga (Solano Galego et al., 2001; Alvar
et al., 2004), estas altas taxas de positividade denotam a importancia epidemiologica dos cies
assintomaticos no ciclo epidemioldgico da LV. Outros estudos nos fornecem dados sobre a
infectividade e o papel que estes caes desempenham no ciclo da doega. Um trabalho realizado
em darea endémica para LV demonstrou, através de xenodiagnostico, uma taxa de
infectividade de 33,3% para cdes assintomaticos (Michalsky et al., 2007). A presenca de
Leishmania spp. em diversos tecidos, principalmente na pele, confirma a potencial
infectividade desses animais assintomaticos para o vetor (Madeira et al., 2004; Silva et al.,
2005b).

Um teste ideal para o dignostico da LVC deve ter alta sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade, ser de simples execu¢do e ter baixo custo, ser viavel para utilizar em
laboratérios regionais e condi¢des de campo, ser capaz de detectar infecc¢do assintomatica

(Regina-Silva et al., 2014) e usar amostras que possam ser coletadas de forma ndo invasiva
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(Maia, 2008). A efetividade da eutandsia de cdes soropositivos para o controle da LV,
depende de testes diagndsticos precisos, que sejam capazes de identificar de modo seguro
todos os caes infectados, principalmente aqueles no periodo de laténcia, entre a infeccdo e o
desenvolvimento da infecciosidade (Courtenay et al., 2002).

Em geral, os estudos epidemiologicos da LV sdo realizados em regides endémicas e
ndo consideram as areas de transmissdo recente, correspondentes a baixo e médio risco de
transmissdo. No presente estudo, nés nos concentramos nestas ultimas areas, sem casos de LV
humana nos ultimos cinco anos, mas com interfaces ativas parasito-vetor e parasito-
reservatorio. Como ja foi apontado por Baneth et al. (2008) em areas com condigdes
favoraveis para o LV, como alta densidade de vetor e alta concentracdo de caes, a infec¢ao
por Leishmania spp. ira se espalhar rapidamente e extensivamente entre a populagdo canina.
Na area aqui estudada, esta situagdo ¢ agravada pelas altas taxas de infeccdo do vetor e caes
com Le. infantum. Portanto, a vigilancia epidemiolédgica continua deve ser estendida a regides
de baixo e médio risco, a fim de minimizar as chances de surtos de LV.

Dentre as medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Satde, a aplicagdo de
inseticidas tem se mostrado bastante eficaz na redug¢do da populacdo de flebotomineos e
consequentemente da transmissdo de Leishmania spp., apesar de ser um método que muitas
vezes ¢ dificultado pela recusa da populagdo (Souza et al., 2008; Barata et al., 2011a;
Santana-Filho et al., 2012).

Alguns trabalhos avaliam a incidéncia de infec¢do por LV mediante diferentes agdes
de interven¢do. No municipio de Feira de Santana, Bahia, Oliveira & Araujo (2003)
objetivando avaliar o PCLV, considerando-se a periodicidade e cobertura, e a evolucdo da
incidéncia nas areas trabalhadas, observaram que nao houve associagdo entre prevaléncia da
LVC e casos humanos. As varidveis que se mostraram efetivas foram percentual de prédios
trabalhados para inquérito e borrifagdo e nimero de ciclos de inquérito canino, responsaveis
por 40% de incidéncia de casos humanos. No mesmo municipio, observou-se que nas areas de
intervencdo as taxas de incidéncia da LV foram menores onde houve borrifacdo de
inseticidas, tanto isoladamente como em combinacdo com a triagem e eliminacdo de caes
soropositivos, se comparado a area controle (Souza et al., 2008).

Em um estudo em area de intensa transmissdo de LV foi feita uma intervencao
comunitdria para avaliar a eficdcia da eliminacao de caes infectados e do controle vetorial na
incidéncia de infeccdo por Le. chagasi (Werneck et al., 2008). Houve uma grande
variabilidade da positividade do teste de Montenegro, de acordo com a localidade e area de
intervengdo, sendo considerados alguns vieses, como a ndo comparabilidade das areas em

relacdo as taxas basais de transmissao.
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Costa et al. (2007 b) apontam um efeito protetor da eliminagdo de cédes infectados
adicionalmente ao efeito protetor da borrifacao intradomiciliar na incidéncia da infec¢ao por
Le. infantum, mostrando que em comparagdo com os lotes que receberam apenas borrifagdo
intradomiciliar, a eliminagdo dos cades soropositivos diminuiu em 80% a incidéncia da
infec¢do. Ja a borrifagdao de anexos juntamente com a borrifagdo intradomiciliar sem ou com a
eliminacdo de caes sororreativos nado esteve significativamente associada a reducdo da
soroconversao. No municipio de Montes Claros, area endémica de transmissdo de LV em
Minas Gerais, Barata et al. (2011a) mostraram que houve uma redugdo do nimero de
flebotomineos capturados no intra e peridomicilio, com um efeito residual de quatro meses
apo6s o segundo ciclo de borrifagdo, sugerindo uma aplicagdo anual de trés a quatro ciclos de
borrifagdo para alcangar um controle mais efetivo.

Em nosso estudo, objetivamos avaliar o impacto das medidas de controle do vetor nas
diferentes areas propostas através do numero mensal de flebotomineos. Quando a area
controle foi comparada as areas borrifacdo e manejo, observou-se uma redug¢ao importante no
numero de flebotomineos, demonstrando a efetividade de uma ou ambas as agdes de controle.
As andlises das areas, mostraram que o conjunto de dados do trecho controle e dos pré-
tratamentos (antes do inicio das agdes) foi homogéneo, assim, pudemos avaliar qual (is) da (s)
acao (Oes) pos tratamento (borrifagdo e manejo ambiental) teriam efetividade.

Em relacdo a area pos-tratamento (borrifacdo), houve uma diminui¢do no nimero do
vetor no periodo apds a aplicacdo do inseticida. Esta redugdo, porém, apontou somente uma
tendéncia, ja que ndo foi significativa, se comparado a area controle. No nosso estudo, a
borrifagdo das areas foi feita de acordo com as recomendagdes e em numero limitado de
imoveis. Uma possivel explicacdo para os nossos resultados, ¢ que o controle quimico, de
forma geral, ¢ bastante complexo na sua execucdo, devido a uma série de fatores, como baixo
periodo residual do inseticida, falhas na aplicacdo da técnica do painel, dificuldades em
realizar a borrifagdo intra-domiciliar, falta de supervisdo operacional em campo, entre outros.

Alguns autores apontam uma baixa eficacia das medidas de controle empregadas para
a LV. No municipio de Porteirinha, um resultado semelhante ao do nosso estudo foi relatado,
havendo somente uma tendéncia de redugdo no numero de vetores apds o inicio da
intervengdo. Os autores apontam como explica¢do para este achado, a realizacdo de somente
um ciclo de borrifacdo, ndo atingindo o total de residéncias borrifadas, além da falta de
recursos humanos e financeiros, associada a resisténcia de moradores durante as agdes de
aplicagdo do inseticida (Barata et al., 2011b). No municipio de Lobato, no Parana, area com
ocorréncia de casos de LT humana, os autores demonstraram que nao houve diferenga entre o

numero de flebotomineos coletados no primeiro e no segundo periodo, apds as acdes. As
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medidas de controle utilizadas foram telar as janelas das edificacdes, a desinsetizagdo com
cipermetrina ¢ 0 manejo ambiental, que consistiu em retirar todo o tipo de matéria organica
existente no peridomicilio. A possivel explicagdo para a falha das medidas ¢ que no primeiro
periodo houve uma ocupagdo da areas pelo capim colonido, atuando como uma barreira fisica
e impedindo que os flebotomineos alcangassem o ambinete do peridomicilio. Ja no segundo
periodo, com o corte do capim, as residéncias ficaram mais expostas, atraindo um maior
numero de flebotomineos (Teodoro et al., 2006).

Em nosso estudo, as agdes de manejo ambiental tiveram um impacto positivo na
reducdo de Lu. longipalpis nas areas estudadas. Esta reducéo foi estatisticamente significativa,
quando comparada a area controle e aos pré-tratamentos. Este resultado foi animador, ja que a
diminui¢do no numero de flebotomineos pdde ser usada para mensurar a efetividade das agdes
de manejo ambiental, ¢ demonstra como estas agdes, que visam impedir a formacdo dos
criadouros de flebotomineos, destruindo o local de manutengdo das formas imaturas, puderam
auxiliar no controle do vetor nos trechos do estudo.

Em um estudo preliminar para avaliar a eficdcia das agdes de controle, a resposta
individual de cada ag¢do no periodo estudado nos d4a um direcionamento e nos coloca em
reflexdo sobre as possiveis limitacdes que incidem sobre cada uma delas. Futuramente, dando
continuidade a esta linha, uma quarta area, onde ambas as agdes fossem aplicadas, a
borrifagdo ¢ o manejo ambiental, poderia ser avaliada, a fim de determinar a eficacia do
conjunto das a¢des de controle na reducdo do vetor.

Em relagdo as agdes de manejo ambiental, acompanhadas ou ndo das acdes de
desinsetizacdo, estudos de Teodoro e colaboradores no estado do Parana, onde a LT persiste
de forma endémica, evidenciam o impacto positivo das alteragdes introduzidas no ambiente
para a redu¢do do niimero de flebotomineos, como limpeza do peridomicilio, remoc¢do de
matéria organica, poda de arvores e separacdo dos abrigos de animais domésticos das
habitagdes humanas (Teodoro et al., 1999; 2003; 2004). Outros trabalhos, do mesmo grupo,
demonstraram que apesar das medidas de reorganizagdo ambiental propostas, houve uma
descontinuidade das a¢des de controle, e as condigdes ambientais retomaram os padrdes do
inicio do trabalho, culminando no aumento da populacdo flebotominica (Teodoro et al., 2004;
2007). O uso de galinheiros como barreiras zooprofilaticas também tem dado bons resultados,
ja que o grande numero de flebotomineos capturados nos galinheiros diminui o numero
capturado nos demais ambientes, especialmente nos domicilios (Teodoro et al., 2007,
Reinhold-Castro et al., 2008).

Borges et al. (2009) em um estudo realizado no municipio de Belo Horizonte,

observaram que a presenca de aves, principalmente de galinhas, nos arredores dos domicilios
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representa um fator de risco para a ocorréncia de casos de LV, principalmente pela sua maior
frequéncia nos domicilios, sendo fonte de alimentagdo e também pela criagdo de ambiente
favoravel a procriacao dos flebotomos, devido aos residuos organicos produzidos. Este fato ¢
corroborado por Moreno et al. (2005), que afirmaram, além disto, que a presenga de lixo
urbano ou domiciliar pode resultar no aumento da incidéncia da LV humana e canina.

Sugerimos que seja incorporado ao PCLV, a identificacdo das residéncias com
caracteristicas mais sugestivas para a presenca do vetor (presenca de animais domésticos,
peridomicilio amplo, vegetagdo e acimulo de matéria organica no solo), como uma das
prioridades de indicagdo para a realizagdo do controle quimico e manejo ambiental, pois estas
residéncias, que apresentam todas as caracteristicas para a presenga do vetor, sdo focos
potenciais para a manutencdo do ciclo da leishmaniose. A casa niimero 6, localizada no CS
Salgado Filho, ¢ um exemplo que ilustra esta situacdo. O diagndstico ambiental seria uma boa
alternativa para a selecdo destes imdveis de “risco”.

As acdes de manejo ambiental, descritas no topico “Saneamento Ambiental” no
Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saude, se
resumem em dois pequenos paragrafos e ndo fornecem as diretrizes para sistematizar as agoes
de orientagdo e vigilancia sanitaria voltadas aos proprietarios dos imdveis, nem quais as areas
devem ser priorizadas. Percebe-se claramente que hd uma dificuldade em se ter parametros
que possam medir a eficiéncia do manejo ambiental.

Em Sao Paulo, as atividades de vigilancia epidemiologica dirigidas ao vetor presentes
no Manual de Vigilancia e Controle da LVA do estado de Sao Paulo sao de responsabilidade
do Estado e devem ser realizadas pelos servigos regionais da SUCEN. No tépico Manejo
Ambiental, ¢ sugerido que se faca o diagnostico ambiental, ou seja, a avaliacdo das condigdes
sanitarias de todos os imoveis da area urbana dos municipios, a fim de mapear os locais
favoraveis a proliferacdo do vetor. A orientacdo aos moradores quanto aos cuidados com os
quintais e jardins, criagdo de animais domésticos também deve ser realizada durante a visita.
Assim, apos o registro das informagdes obtidas em campo, os imoveis “de risco” serdao
selecionados a partir do diagndstico ambiental e a limpeza deverd ser feita pelo proprio
morador, com o apoio da prefeitura. Reunides peridodicas devem ser realizadas pelas
secretarias municipais, para defini¢do das medidas de saneamento em domicilios e diversos
espacos publicos. Em residéncias com prevaléncia da doenga canina > 2% e 4areas com
ocorréncia de casos humanos, as a¢des de manejo ambiental devem ser intensificadas,
precedendo, no segundo caso, a aplicagdo de inseticida (Camargo-Neves et al., 2006).

Adicionalmente, na cartilha “Manejo Ambiental para Controle de Leishmaniose

Visceral Americana”, do estado de Sao Paulo, criada para orientar gestores, coordenadores de
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secretarias e/ou departamentos de vigilancia epidemiologica, sanitaria e ambiental sobre o
controle de vetores dos municipios do estado de Sao Paulo, ¢ previsto o controle integrado,
que se baseia nas condi¢des ambientais e na dinamica populacional do vetor, incorporando a
no¢ao de manejo. Assim, os componentes do controle integrado incluem: controle ambiental
por meio da vigilancia entomoldgica, manejo ambiental, armadilhas, controle bioldgico e
controle quimico. A elaboracdo do Plano de manejo ambiental (PMA), que estabelece o
planejamento para o controle do vetor da LVA, conta com os seguintes pontos: diagnosticos
setoriais, defini¢ao de metas de curto, médio e longo prazo, propostas de agdes e intervengdes
baseadas na analise de diagndsticos, programacdo fisica, financeira e institucional da
implantacao das agdes definidas, programacao de acompanhamento ¢ monitoracao das agdes e
avaliacdo do impacto das acdes.

Foi desenvolvido um estudo objetivando a implantagdo de uma proposta de visita
domiciliar integrada na regido de Presidente Prudente, estado de Sao Paulo, com énfase no
manejo ambiental, apoiada em um protocolo de orientacdo aos moradores de imdveis em
situacdo mais critica. A viabilidade na implementacdo dessas atividades, observada pela boa
resolucdo a partir das recomendagdes estabelecidas, se baseou principalmente no
compromisso das liderangas municipais em todo o processo, além do importante papel do
Estado, na assessoria e avaliacdo das agdes (Sucen, 2007).

No periodo do estudo, poucos casos isolados de LVH foram encontrados no entorno
dos trechos trabalhados, sendo que estes compartilham a mesma ocupacdo humana e as
caracteristicas ambientais de qualquer outra area urbana de Belo Horizonte. A ocorréncia de
infec¢do assintomadtica humana, na area estudada, ¢ uma possibilidade. Em estudo realizado
na regido metropolitana de Belo Horizonte, Moreno et al. (2006) relataram a auséncia de
sintomas clinicos da LVH em érea com prevaléncia da doenca humana de 2,4 a 5,6% e com
5% a 10% de prevaléncia da LV canina. Em estudos semelhantes realizados com criangas no
nordeste do Brasil, observou-se casos assintomaticos e subclinicos sem evolucdo para fase
aguda da doenca (Jeronimo et al., 2000; Caldas et al., 2002; Gama et al., 2004).

Percebe-se claramente, que o controle da leishmaniose visceral ¢ mais complexo e
intrigante, tornando-se um grande problema de satide publica. Trata-se de uma doenca em que
ainda persistem muitas lacunas no seu controle, sendo necessaria uma vigilancia constante e
integrada. A manuten¢do da transmissao e a reincidéncia de casos humanos sdao um reflexo da
descontinuidade das agdes, relacionadas tanto ao cdo como ao vetor, em especial o0 manejo
ambiental (Camargo-Neves et al., 2003, 2007). Além disso, necessita-se avaliar o impacto das
medidas de controle aplicadas, pois se estas forem empregadas isoladamente sem uma analise,

acabam nao atingindo o efeito desejado (Camargo-Neves et al., 2001).
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Como recentemente assinalado por outros autores, mais de 30 anos apds o inicio do
processo de urbanizagao da LV, os cendrios de transmissdo da LV ainda sdo pouco entendidos
e mais estudos sdo necessarios até compreendermos todas as varidveis determinantes
envolvidas na transmissdo da LV (Belo et al., 2013). Em conclusdo, a densidade populacional
de Lu. longipalpis e a presenga de Le. infantum em ambos os vetores e principais
reservatorios, fornecem condi¢des favoraveis a rapida propagacdo da infeccdo humana nos
trechos do estudo. Mesmo estes CS sendo locais onde a doenga humana ainda nao se instalou,

acdes de satde sdo urgentemente necessarias para evita-la.
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8

CONCLUSOES

A fauna flebotominica da 4rea estudada apresentou 7 espécies. A espécie
predominante foi Lu. longipalpis (96,54%), apresentando uma alta taxa de infecc¢ao
por Le. infantum (16,7%). Os achados corroboram com outros estudos realizados no
municipio, demonstrando sua importancia como a principal espécie vetora do parasito
causador da LV na area;

Estudos futuros sdo necessarios acerca da deteccdo de DNA de Le. infantum em Lu.
lloydi e no complexo cortelezii , e de DNA de Le. braziliensis em Lu. longipalpis, ja
que somente o encontro do DNA do parasito ndo ¢ suficiente para considera-las

vetoras destas espécies de leishmania;

O encontro de 11,91% dos exemplares de Lu. longipalpis no intradomicilio demonstra
sua adaptacdo ao ambiente antropico e sugere que a transmissdo possa ocorrer no

interior das residéncias.

De acordo com as analises entre a densidade de flebotomineos e os dados climaticos,
os meses de setembro e maio sdo os mais indicados para o controle quimico vetorial

no intra e peridomicilio dos bairros estudados no municipio;

A soropositividade canina diminuiu ao longo dos anos (2010 a 2012), nos Centros de

Saude analisados;

A detecgdo de Leishmania spp. em 90,2% dos caes soropositivos, por pelo menos um
dos métodos parasitologicos, confirma os resultados da metodologia antes adotada

pelo Ministério da Saude (ELISA e RIFI);

A detecgdo do parasito na maioria dos animais ¢ o encontro do DNA de Le. infantum
em todos os 51 cdes, confirma a presenga do reservatdrio doméstico infectado em area

urbana;

O baco mostrou o maior percentual de positividade na LnPCR (100%), sendo o
diagnostico pelo método molecular mais sensivel em relagdo aos métodos
parasitologicos realizados (técnica de aposicdo em lamina e mielocultura), como ja

demonstrado na literatura.
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9.

10.

O manejo ambiental foi eficiente na reducdo de flebotomineos dos trechos estudados,
enquanto a borrifagdo mostrou apenas uma tendéncia na diminuicdo dos insetos

vetores;

O encontro de Lu. longipalpis em elevada densidade, com uma alta taxa de infecgao, a
alta prevaléncia da LV canina e a presenga de Le. infantum em ambos os reservatorios
e vetores, indica que a interface parasito-reservatorio-vetor esta ativa no trechos do
estudo. Considerando que as dareas de estudo possuem um perfil recente de

transmissao, a doenga pode se expandir rapidamente nestes locais.
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9 ANEXOS

9.1 Distribuicdo dos casos de LVH nos CS Miramar e Salgado Filho e nos CS vizinhos, nos

anos de 2008 a 2013, municipio de belo Horizonte.

C.5 MILIONARIOS
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C.STIROL
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C.5.NORALDING DE LIMA
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9.2

Distribuicao das armadilhas para captura de flebotomineos nos trechos controle, manejo
e borrifagdo dos CS Miramar e Salgado Filho, municipio de Belo Horizonte.

MIRAMAR

& Armadiha

Intervengio

Manejo
Controle
Borrifagio

1km

SALGADO FILHO

& Amadiha
Intervengao
Manejo

Conlrole
Baorrifagio
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9.3

Inquérito canino censitario realizado nos trechos do estudo no CS Miramar, municipio
de Belo Horizonte, nos anos de 2010, 2011 e 2012.
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9.4 Inquérito canino censitario realizado nos trechos do estudo no CS Salgado Filho,

municipio de Belo Horizonte, nos anos de 2010, 2011 e 2012.

2010

Resultado sorologia

@ >

5
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Manejo
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2011

Resultado sorologia
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Manejo
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2012

Resultado sorologia
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B Nioreagente
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Manejo
Controle
Borrifagcao
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9.5 Ficha clinica dos caes soropositivos dos CS Miramar e Salgado Filho selecionados para
necropsia

Ministério da Satlide

-l y a Fundagiio Oswaldo Cruz

o :  Centro de Pesquisas René Rachou

i . Laboratério de Leishmanioses CPqRR/FIOCRUZ

Roteiro para necropsia de cfies com leishmaniose visceral

Numero do animal:
Endereco:

1)Dados do animal
e Raca:
e Sexo:
e Idade:

e Cor:

2)Sintomatologia clinica
e Ceratoconjuntivite ( )
e Opacificagdo de cornea ( )
e Hiperqueratinizagio do focinho ( )
e Hiperqueratinizagfo de coxins ( )
e Dermatite de ponta de orelha ( )
e Dermatite ( )localizada ( )generalizada
e Alopecia ( )localizada ( )generalizada
e Mucosas hipocoradas ( )
e Emagrecimento ( )leve ( )moderado ( )acentuado
o Ulceras de decubito ( )
e Ascite( )
e Paresia de membros posteriores ( )

e Onicogrifose ( )
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e Emaciaco ( )
e Infecgdes secundarias ( )

e Linfadenopatia ( )
Ectoparasitos  ( )pulgas ( )carrapatos
Classificagdo geral
Assintomatico( ) Oligossintomatico( )

Achados de necropsia

Figado: normal( ) alterado( )

Bago: normal( ) alterado( )

Linfonodo mesentérico: normal( )  alterado( )

Sintomatico( )
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Exame dermatologico — localizagéo e numero de lesdes

Dorsal Ventral

.

\

Direito Esquerdo

EXAMES:
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO:
Leitura de lamina de fragmento de lesao:

Cultura de medula:

Cultura de aspirado de lesao:

DIAGNOSTICO SOROLOGICO:

DIAGNOSTICO MOLECULAR:
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Clinica

Sintomatico  F
Sintomético M
Assintomético F
Sintomatico M
Assintomético F
Sintomatico M
Sintomatico M
Sintomatico M
Sintomético  F
Assintomético F
Sintomatico M
Sintomatico M
Sintomatico  F
Assintoméatico M
Assintoméatico M
Assintomatico M
Assintoméatico M
Assintomatico F
Assintoméatico M
Assintomatico M
Assintoméatico M
Sintomatico M
Sintomatico M
Assintoméatico M
Sintomético M
Sintomatico M
Sintomatico M
Assintoméatico M
Assintomatico M
Sintomatico  F
Sintomético F
Sintomatico  F
Sintomético F
Sintomatico  F
Sintomético  F
Sintomatico M
Sintomético  F
Assintomético F
Sintomatico  F
Assintoméatico M
Sintomatico M
Assintoméatico M
Sintomatico M
Sintomatico M
Sintomatico  F
Assintomético F
Assintomético F
Assintoméatico M
Assintoméatico M
Assintomético F
Assintomético F

9.6 Banco de dados dos caes dos CS Miramar e Salgado Filho

Nome
Laura
Lupi
Tieta
Zé bob
Xuxa
Pitico
Preto
Negdo
Florzinha
Luna
Tango
Leco
Lory
Bino
Isnup
Nike
Pingo
Rebeca
Safira
Negdo
Bay
Didu
Bidu
Bady
Zangado
Pingo
Duck
Kifer
Neguinho
Princesa
Chulipa
Malu
Duda
Shadow
Samir
Hudo
Meg
Pit
Fiona
Buti
Jorge
Bidu
Charopinho
Bob pequeno
Miucha
Laila
Sacha
Zé Bof
Léo
Sarita
Pretinha

Sintomas clinicos
Dermatite de ponta de orelha, emagrecimento leve,onicogrifose e linfadenopatia.
Ceratoconjutivite, ulcera na cérnea, dermatite de ponta de orelha, dermatite generalizada descamativa, alopecia localizada e emagrecimento moderado.

Ulcera de coxins, lesdo de ponta de orelha, dermatite localizada, dermatite descamativa e linfadenopatia.

Dermatite localizada, onicogrifose, secregio ocular, tirtaro e linfadenopatia.

Hiperqueratinizagdo do focinho, emagrecimento moderado, onicogrifose, pélo opaco e linfadenopatia.

Dermatite de ponta de orelha, dermatite localizada, emagrecimento leve, onicogrifose, descamagdo e linfadenopatia.
Ceratoconjuntivite, hipergueratinizagdo de focinho, emagrecimento moderado, onicogrifose, pélo opaco e linfadenopatia.

Hiperqueratinizagdo do focinho, emagrecimento acentuado, onicogrifose
Emagrecimento moderado, onicogrifose
Onicogrifose

Hiperqueratinizagdo do focinho, dermatite de ponta de orelha, emagrecimento moderado, onicogrifose e linfadenopatia.
Hiperqueratinizagdo do focinho, emagrecimento moderado,pélo opaco, Ulcera de focinho e descamacéo.

Onicogrifose
Dermatite generalizada, dermatite de ponta de orelha, onicogrifose
Hiperqueratinizagdo do focinho

Onicogrifose e linfadenopatia

Hiperqueratinizagdo do focinho com ulcera, dermatite generalizada e onicogrifose.

Hiperqueratinizagdo do focinho e dermatite de ponta de orelha, emagrecimento moderado.

Onicogrifose, cancro de inoculagdo no focinho e linfadenopatia.

Dermatite descamativa, mucosas hipocoradas, emagrecimento moderado e linfadenopatia.

Dermatite localizada na cabeca e no focinho, emagrecimento moderado, onicogrifose, secrecdo vaginal, tumor de mama e linfadenopatia.
Hiperqueratinizagdo do focinho, dermatite de ponta de orelha, dermatite localizada(fucinho), edema de membros e linfadenopatia.
Hiperqueratinizagdo do focinho, dermatite de ponta de orelha

Onicogrifose e linfadenopatia.
Dermatite de ponta de orelha, dermatite localizada e onicogrifose
Onicogrifose e secrecdo ocular.

Mucosas hipocoradas, dermatite periocular, onicogrifose e lestes de pele.
Dermatite de ponta de orelha , dermatite localizada, mucosas hipocoradas, onicogrifose, emaciacio e secrecdo ocular.
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9.7 Alinhamento das sequéncias das amostras positivas de Lu. longipalpis e dos cées
com as sequéncias de Leishmania depositadas no Gen Bank
Alinhamento amostra 1 (Lu. longipalpis) e amostra 1 (cdo) — Le. infantum

L. amazonensis(M80293) TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!H
L braziliensis (M80292) =+ = s s v s s s s s e v s nnn P — - P

L infantum (M81430) < e e e aa I I I Bao...
Amostra 1 L longipalpis = == <=+ ===+ L T T T T T T T, B....
e amostra 1 cio CCGGETTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCARCTCACGGCCTCTAGGRATGARGGAGGGTAGTTC!

Alinhamento amostra 2 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis

L amazonensis(M380293) [ TCCCATCGCAARCTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTGCGTCCGGTGCGAG!
L. braziliensis (M80292)

L. infantum (M81430) T T T T T T Ty - R
Amostra2 L longipalpis [+ s s s s s sssssssssanssssssssasanssssssssnssasasasssnsansasnsnasansaBa

CCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCARCTCACGGCCTCTAGGARATGARGGAGGGTAGTTCH

BB S S S s E S BB EE S S S S S S S S EE S S S S S S S S S NS S S E S S NS S EESEEEEEsw
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& 2015 Blverwies BN A rigghin rewerved.
1. InErodmction individual cumently 3 risk The wisceral Torm of leshmaniasis (VL

Leshmaniases are present in four ot of the Sve continents
and are endemic in 98 couniries, with more than 350 millicn

+ [areponding s Tel: +55 T1 THET AR,
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Euses Arge-5caie and IFnacious epidemics, with high Lataliy rates
[WWH, 201.4]. About T7E of the human cases of V0 in the Americs
oonar in B, where more than 70,000 official molifcations and
mire than 3300 deaths were recorded over the last thiee decades
IWemeck, 2010: PAHO, 2013]. The epsdemsclogicl riad of VL in
the couniry isenives eishmani ryanim (5yn Leshimeio daogas(]
parasites a5 the etiological agents, Loyl dnppsips phie-
hotomine smd e 25 the main verors, and dogs [Coms omiliors]
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axthe principal domestic nessreoars | Deane and Deane, 13551 1 bes
been observed thal @nine VL sl precedes human casss of VL
[Eraz dian Ministry of Health, 2005 OCher SymaniFopic PES-ETvoirs
urﬂtmm{mmmmmum—
(e [Roftus

TS, Nertomys sywImlpes, Trichomys aperenides, Froechinmys mmi-
ozl Coendy prefhensilis) { Ciinned] and Courdenay, HHE ahough

P-B5/10-3] AN the procedurss Sollowed the iechmical nonmms

Comiyol Ceneer inBelo b e aalling
procedure of the Program for Visoeral Leshmaniasis Conercl efthe
Brazilan Ministry of Health. The dog owmers were infomed of the

mned the: of

e epidemiciogical role played by Ehe Liter in the urhan
SiDm TEmains uncertain,

Origimally, VL was limied in noval esvironments: bowever, in
e course of time, the dissase underwent 2 clear epademinlogi-
cal irammition, with increasing incidences in urbem aregs. In Brazil,
it reached mediom- and large-siced cifies (Brazilian Minisry of
Health, 2006 ). This expamsion was due b 2 == of socioecomomic,
physical, and biological lactors induced by human acivities, which
rulminaied in the adaptation of vedors and reservoirs fo urbem
areas [Lairson, 1585 Rangel and Mauricio, 2008)

Mot of the extant studies conducted sn Eraril do not address the
entire epademiningical chain of VL (s Cabeera 6 al, 2003 Cuera
l.'|:II 2004 Toor excEpisons ). Onthe other hand, theee that do provide

detaiied analysis of the hall framsmission Cycle are not recent, and
_qmmhmﬂmmmmﬂa-
lemce {Deane, 1056; Maoochi 6f al, 1985 Moeeover, most of these
studies were perfonmead in Endemic regions, where the amsmis-
siom oycle is fully active and the epidemiologscal ramsmission risk
[ETE] of ¥L is high The aions of the Surveillance and Conbrol Pro-
gram of VLol the Eraxilian Minisiry of Health vary acoomding to the
Incal ETH amd are generally moreinkemmse in the areas with high ETR,
wilizre the WL has been establshed for 2 number of years. The ETR
dlamsificatson is hased on the average number of reporbed amam
CoEs inthe last three years (o], and waries: fnom sporadec [+ 2.4],
b metdium (24« 0 <44) or imtense (0 = 44) (Brazilian Min sty of
Hezlth, 2R

D shady was comducied in Bl Horz onle, the sidh most pop-
Ul cy in Brazil which is am area of inlemse ETR for W1, as a
wihole. However, the average number of BUman @565 varies from
distract todestrict and it e bern moied that YL isspreading from the
Norhem o ihe Soathem districts of the city [npublished data).
The adtions of the Sunveillance and Comtrol Program of Y1 con-
CERtnEe in the districs with intenes o medium ETR. Despile the
application of sysematic contol adions—sach 2 the oonbnuo
remirval of seTopositive dogs, ary disgnosis) ireatment: of haman
e, and chemical vem o conenod— e V1 is il in ex pansion in the
uriam areas of Brazil. In the |t o quesquennia (2001- 2005 and
2006-301%], the prevakence of caning V1 remained sable around
1E%, despite inbermive soreening and culling actioms, Daring the
=me period, the oversll mamber of maman @ses inoeased by 41%
[enpublished data] There s oo consensis 2ot the eMoacy of
tieese control actions ad opeeid, particularly the camine culling [y,
19596; Courtenay et al, 2003; Ribeirn e al, 20013}

The twe distreds presently sudesd are iocied in e South
of Belo Herizonbe. Despite the presence of canine cases of VI, no
human casss have been reported thersin. Qur sim was o evahste
the Current epideminiogical stane of vector, parasite, and cmine
PESECVONT in thise disiricts with recent transmission of Y1 Due to
tieeir sporadic ETR, they have beem submitied bo minor actions of
the Srveillance and Comtrnl Frogram of YL

1 Materials and methods
21. [Erfvical procedures
The present study was approved by the Ethics Commis-

bee om Animal Experimentation of Fundacsc Oswalde Cne
[CEIMAACRLLY] under the license no. DW-21)10 (protoos] no.

i the sample collection for Biopsy.

22 Sudy oren

Our shudy was developed in bwo districts of Bslo Horiz onge
[T 5571575, 43"56°16° W, the capial of the Eraridian staie of
Minas Cerais(Fa. 1] B=lo Ilm'bmhenﬂ:.lpisanarud’!!tllm’
with of 2375,151 amd am aversge haman
development index (HOM} of 0310 (UNDF, 20131 The bwo dis-
tricts, namely Salgade Rihe and Miramar, were seleced die o
e atsence of reported human cees of VI Hence, minor conteol
actions of the Surveillance and Control Program of V1 have been
applied thersin

13 Entomologio! sy

Encomsslogical capiures were periormed from Sspiember 2010
o At 3012, during three consecutive nights from 5:00 pm b
Toh0am, always in the B week of each month, and inchaded
nine howses per district (Fg- 1) The houses were selecped based
On WEVioS canine coes of VL in the meighborhood, in 2010, &
well a5 on environmental conditions that [avor the reaning of phie-
botoming sand Mies such as shadowed areas, presence of domestic
animals, and st inees. Two HP light traps (Fugedo e al, 2005)
weere mounted in the peri- and intradomiciles of the homes.

The phichoomine sand fees of both genders were stonsd @
T ethamol until species identEhcation. The non-sngorped femakes
from the third day of CApEUre per month, in particular, were pre-
served in 5% D50 irstead. The head and the |t theee abdominal
sepmenEs of every lemale were removed and slide-mounbed with
Beriese liguid for species identification. The remaining body parts
of the females from the thind days of captune wene used for nabaml
infection assys.

The captured phisbotomine sand Mies of both sexes were ien-

adopted the species dasafication proposed by Yoong and Dancan
[ 1994 Due be cheir morphological semilarity, Ltmesyio sollest and
L. covtriezl species were comsidered 25 atekez il complex. Spec-
imens with missing or ncomplete characters that impeired their
ilentiflication were comsidered Latomyin sp.

24, Ooate dots

Monthy climate data [mamimum tempersture, rekative bumid-
ifyy, and botal minfal) were collect=d 2t 3 meseorological sation of
the Fifth District of the Brazilian Institute of Met onclogy, located in
Beln Horizonee, Minas Cerais stabe. Average vakses of sach climate
variable and their respective standand deviations were caloilated
on ammual hasis. Conceming raimtall, momtte with precipitation
indices higher and lower tham the anmsal average were momsdersd
iy or dry, respectively. For comparison puposes, we nonmal-
ired the data by lking the highest precipitation vakee, in sach year,
5 10N Similarty, the highest sumber of L ingipalpts specimens
caphured per year was abo taken @ 100 for the repecdive year
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Fig: 1. Geoprapiical localiation of S b st iricts (fog right - Sl pte Pl iop botiom - Mirarear) in the ity of Bria Horaonis, Misn Gy s, Grail
Phirboiornine tiad fiy cEpbme s |nine e diriic| an indicsied by yrees mirrika Period of capiare: Sy 3100 i Aupnd 2L Seopome and

TRt
dayn Fram fie casine crmia ey demoted by o, O ot reay s one o [Far isterprrtation of the oo o mlor i
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25, WA extraction from phirboromine send Ties and dogs

Total DA was extracted from the phisbotomine sand By
Temales captured every third day per month, using commestial
mm“mmmma}m;nmmupm
IEm specimens: from Hhe same species, capeure sibe and date were
oommibined 25 2 single (e sample for DRA exdraction The reliaba-
ity of the extraction was verifisd by the amplafication of the IV 55
region from 3 constitubive gene [cacophony) for Ly omyio | Lis
et al., 200 Z}and the DMA was tad as iemplaie ina nesbed PCR reac-
tion for Letshmenia (LnPCR). Negaiive (no IRA) and positive [DNA
from Lustraryia) congrols were non in parallel Total DNA was abo
exiracted from canine spleen, mesenteri: ymiph node, and skin
ihe Cell and Tissue Genomic Prep™ it {CE Healthcare ). The G
Cenomic Blood DA Purification kit [CE Healthcare] was used o
exiract DMA from bone mamow aspicges. The extraded anine
DMA served 2z bemplate in LnPCRL Al the amplification Eegments
were anahyred By elecirophoresis on 2 agarose gebs followed by
etiidium bromide staining and U vissliation.

25 Nesied AR jor Leishmania (LnPCR)

Total DA from phisbotomine sand Mies and dogs was submil-
ied bz AnPCR Tor the SSURNA gene that amplfes 2 cons=reed
Iragment for Letshmania (van Eys =t al, 1002 Cne et al, 2002,
2006]. Megative no DNA) and posiive [DNA extrached from L mfan-
I MIBORY BRT ) FFT5] contaols werne fun in paraliel

27, Minimal! igection rote of L ongipalpis by L infantum

The minimal infection race (MR by L ogfanium wes estimated

using ihe fomula MRl= mamber of positive best samples of L

= 10 botal numiber of L iongipaips specimens caphaed
{Faiva et al, 2006}

28 Leishmania identfizsrion
The tragments -pineuhyi.m-mmmnmm

segments
brznfenst (MBIZOZ1] L omasonenss (MBOZA1)L
and L mfenium (MBT43001) DM& ssquences deposited in the
CrnEanic® dafahase. BinEdi (wwes.miso noswediy bioedi Mhicedit.
himl), BLAST {wowea mcibd nimunih gow/ BLASTL, and MacVedor NTI®
tools were employed in seguence edifing and aligrnment.

24 Codiection of conine szmples

A cenze survey of the local of
im 3011, After collection in filker paper, Ithndeh.:dﬂu:r:
iesbed by immenalscrescence indirect asay (IR} {Cimangs and
Rebonatn, 1550 ) and encyme-linked immmuncsorbent sy [ELISA]
{Wolleret al, 10750 using the appropriaie kits produced by Bioman-
guinhes (Faocnaz, R), Bravil). Dogs for which ssorhance vales
were aqual o or higher than three times ihe sandand devia-
tiom of the mubell walue in ELISA and thae were posilive 28 = 1:40
ddution in [FA were considered ssropoasiive for V1, aooonding to
the diagmostic parameters adopeed by the Brazilian Ministry of
Heealth, The sEropesitive dogs Wese Examined by veserinany physi-

Leisfummin indection. The sigre and oleErved were m-
pitid adenopathry, slight decreass of weight andior opagee hair,
OEInNENE [depiktion, furfraceous oxema, uicers)

omyChogryphoss, EetoCOnGanctvitis
limmbs {Mancianti =t al, 1985 ). OHignsymplomatic CHes wen on-
saderedas 3 part of the symplomatic group, rather than
mmwmnmmimmmm
anized & the Toonois Control Center in Beio Horicomte, Spleen,
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mesenteric lymph node, and skin fragmens were colleced and
used for preparstion of Emprings by slide apposition. Slide smears
werne prepared with bone manow aspisbes. All the slides wese
examined for ihe pres=nce of Lekbmanis peresibes, afier Giemsa
staining. The DRA extracisd from canine tioes was used &2 bem-
plat= in LaPCR and the bone manrw aspaaies wers alss seeded in
NN UT aalture medium for Leisemanin isolation abtempis.

276, Sarstiml malyEs

The infloence of dimaie wariablss on the population dessiby of
L. iongipalpts was evaliaied and the results expresssd 2 simple
Speanman correlation coeficient §r, L for each pair of variables.

The standand BLEN TFA serological methodology for cnine wis-
ceral wias taken o and the

AR 7

of the addibional diagnostic iesis was evahuated relative fo that.
Simce all the dogs were positive by the standard method, the
performance of ciber diagnosti tests was measured by their preci-
shom OF Jecuracy, which express the fotal of oomedt dassifcations.
In: addition, givem that the reference was not the certainty of
abeenie of the disease bui a serclogical result, we wed the berm
mo-posEivity [that & sguivalent to rebtive senstiviby). The ower-
all co-pasitivity of the additional diagnoastic asays was compared
by the chi-sguase test whereas the co-positivity in the two din-
icall groups of dogs- i amad ic—amd Hessue
poeitivity by LnPCR were companed by the Fsher's exact test. The
Mann- Whilney test was employed to ompare the mumber of pos-
itive Bests among the three tests, imthe fwe clinical groups of dogs.

Allche statistical analysis was periormed using the Prism b soft-
ware [CraphPad Inc, USA) with 5T of sgmifcance level

1. Resulis
11, PMikeboimine somd Ties sy

During the shady period, a fotal of 5104 phi=bolomine mand
Mies Belonging bo 5ix speries were caphored (Tabde 1)L ongipaisis
was the most prevalere among them Lotomyis whitman! and
Lutromyis intermedis—proven vectors of the American afansms
leshmaniasis (ACL}—were also present, alheit o lower rabes L
ongipalsts males wese more atndant than females, with an oeer-
2l maie/female ratio of 0:1. L. iongipeips Specimens Wess mostly
Caphared [BE1X] in the peradomeciles [data not shown ).

313 {mate snd factusnion gf L longipalps populiton

Dnwing the rwo years of shidy, the (emperature varisd from
24+C t0 310 with am average of 27,0+ 15=C. Humidity @nged
betvwren 4E0T and TEOL, averagng at £1.0+7 3% Major wari-
ations oorumed in bhe total precipitation along each year, &
expressed by the bigh slandard deviations and the respectve vari-
ation coeMicients: 1513+ 14098 mm [0 =05.0%) for the Arss year

L
of VL iz Sk Horm o, i Garxin

Bl riad of shuety: Sephmtat 201D & Aspat TEL

and 1679+ 2158 mm [ 0V= 12901 for the seoond year. Rve m@imy
[October, Movember, December, Jamsary, and March ) and seven dry
monits were readily identified inoeach year and the popalation
densities of L ioagpalps markedly increased afer rainfall peaks
[Fg. 2L

Positive correlations were found between the monthily popais-
tion demsities of L iongdeeipis and the thiee cimate variables with
oorelation coeMcients (ry) of DA77 Tor @infal, 05430 for tem-
perature and 0.3480 for bumidicy. However, statistical ssgnificance
was found only Tor raniall (Pyalue = 00422 and cemperature [F-
vahse= L0061

33 Detection g Leishmania WA i phlebodomine sond Ties

The presence of Lebhimomnis DMA was investigaiesd in 03 pest
samples prepared wilh 152 Lytoomyio females. The preparation of
pocied mmpies was applscabie for L. oogisaipls and L. whimoan
mherwise, Single specimens were employed 25 b Smples, Al
the test samples daplayed the expeced 22000 ragment for the
Loyl @ophony fene [data not shown L. Leshmanio DNA was
detecied in 29 of the 53 tesl samples, a5 indicated by (he presenos
of @ 353 bp fragment following LoFCR (RE AL

Table I summarkes the Lebhmonio infedion ratie and
species identification in the Loromyio test samples. Postivity for
Letshmanin 5p. means that species dentification Etempes were
ursscresial. The MBI of L longipeipis by L infanium was estamated
= 1ETE

4. Conine serology ond oo-posiitvify Ff other sigmacte tesisfor
¥L

Among the 1408 dogs tested lor VI, 51 (36T) were seropositive
Iy ELISAJIFA. The sempositive dogs were distributed throughout
e two dastricts, with no Chesterization {Feg. 11 The dogs were alss
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Tabie I

Lk mor g o dereeted o Cxsorepa DA S Crptree nnied POR (0R0E | and nackmiics wmarsnng Taad DR wan e B non smpsrpes freul fronm
ther #urd clay 2l capteey ey menih, The sy wan devrioped i twe SiErch st eorei bz on profile o ao e coen 3 s s biberena o s
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tested By one modecular-besed (LaPCE) assary and bwo parasite- 35 dogs [EOE] for the skin, and 25 diogs [S7E) oo the meseniernic
baszzd (imprint and myeloukure) smys. A representative result hrmph node (Fig. 4. While the difference in posibviy was signall-
of LnPCR i shown in Fig. 3B The number of positive dogs and the cani when hymph node was companed o bone marnow [P= 00007]
Psilivity rabes varied acoornding to the canine tissue analyeed: 51 and o skin [P=0U0E1), this was mot the @se for bone mamos
dogs {100E) Tor the splesn, 41 dogs [BOT) for che bone mamow, coomparisen o skin The number of positive dogs by imprint or
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Table 7
Contiperey bl of e i ina The refesrce was the ELEA-DRAT ok o adopiee by the
Sz ¢ Corermd Pragrars of ofthr i Heaich, e b afcar sty The fity-ore uer-pavies dogs (£— 5 wemr nrspied
fram rwa ammen w e e ke ik Hormores. e the Bra S it of Minn Gera,
Tt TFAT-ELEA
Weraom Fiter
W x W x
N - - o a
peia Tenitive - - = g
— - - u s
lemperint e - - w 725
wpne - - u ws
Myt Towinr - - w 725

myslocultore was e ame (37 dogs]. The co-positiviry of these
parasite-hased methods—T15E in both cassswas sgnaficantly
lrwer [Pogaie= 0UDOOZ], when compared to canine spleen LaPCR
[Tatde 2}
Amnng the 51 seropostive dogs in oo sampls, 38 were diniclly
50 wihereas T3 were asymphomalss LoPCH wilh canine
spleen tisme, in particula, gave 100T of co-poeidivity with the
ELISANFA, For both olinscal comdilions. The imprint resalts wers mot
statistically daflerent for the mo dinical growps [Pyvalue = 1.000)
[Table 41 Dafferently, the myskeculiure displayed 393T of -
pesitivity for the symplomatic dogs compared o 5221 in the
FEYMpEOMatic ones. ThEse peTTERtIges were Signifianity different
With Fvahue= 00045,

The poesence of Lebhmomis assessed By eher of the bwo
parasite-based methods was confimmed in T25% of the seroposiive
doggs [Feg. 5] However, the sentified dogs were not necessarily the
sme in both tests. A combimed anabysis of the resals of the three
additional iess showed that 2 dogs (540 were positive in all
thwee Eesiz, 18 dogs [I5T] were positive by LnPCR and one of the
parasite-hased gesis, and S8 were identified as positive bylaPCR
e with me confirmation of the presence of Lekbmanio parasites
[Fg. 51

The awerage number of positive tests in the sympéomatic camine
proup was 1607 with a standard dewiation of 0UEHL This valus
decreased in 1361 = DBES in the asymplomatic group [data mot
showm). The dilference im the tobal of posiive fesis, according
b the dinical canine group, was not statistecally sgnificant (F-
value=0066].

15 Infecting Leishmania i dogs

L. mfrstum was idenkified as the infecting parasibe in the spleen
tissue of 3l the seroposiive dogs.

4. Discussion

ithe phiebotomene sand fy funa, L ongipalis—the
main vector of American V- was the predominant specees [96.5E)
in our shady, thus confinming the high adaptaiion of this phie-
botamine species to urban ervironmenis (Barata e al, 2004; Sikva
et al, F0T: Mechakehy et al., 20040, 20011} L longipalpis was more
abundang (E2.1E] in ihe persdomicile of ihe homes, & observed
inofther studies (Mechakby =t al, 2000; Missawa and [Has, HNTT:
Baraia et al, 2013, among others). The predominance of L. loogi-
paip’s males over females (MIF=0.0) was expresive [Mchabioy
et al, 2009; XKimenes ot al, 1095 Souza ot al, 3004)
Increased L. b@'mmwmdmﬁiymmhhﬂlm
increased raintall
[elichakdy ef al, 300 Soura ef al, 2004: Dﬂ:ﬂ:ll D0 I:Hh'rnﬂ
et al, F00E] This effect may help in planning more effective chem-
ical spraying actions io comérod L. oogipalpis, which is one of the

main strategess employed to Emit ihe VL spreadeng in Brazs [Siva
et al, 2007}

The minimal rate of infectiom [ 18T of L kngipalps by Leish.
i s srpisingly high compared o average values reported
in the literature (Masrsa & al, 2010). However, it i close b
et reported Before [10T) for an endemic district for V1, in B2l
Horizomee [Saraiva &2 al, 20100 Mostly [J200] of e infeting
Letsmanin was L infniym, e etiobogical vector of VL The high
rate of naharal infection by L infanium asociabed o the expremsive
population dersity of L. longipaips indicabes wery [vorable vecor
emditions for the rapid spreading of Vil L mfmtum was ko fousd
in the orirkersy phisbotomine complex which wa—|
withl. brari¥ensk DNA-—reporied previously (Saraia et al, 2000;
Carvalho et al, 2008]. In addition, we detecied L iyfontam DRA in
L. faydt, which is 2 ovel Anding.

Recertly, the presence of

penatic material of stinkogscal agents of adanemss leishmomizs in
mwmmmamﬁummﬂrﬂmm

in y of the sand My species b
1Mhmtmen_mmmL
b iliensis (present shady, Faiva e al, 30100 has been considerad a
m.uwqum 2006} Dleviounly, vec-
b maiter and cammoi
bemfmmdmhﬂuthmurmhnﬂmnaw
phisbobomine speces.

Thee high rate L fioninl W
noi by equmilly exp ol canine wiscenl
leishmaniasis [OVLL The prevalence of DV varies widely inurken
arean | Dantas-Torres etal, 2006: Almeida =t al, 3N Naveda et al.,
X006, among others) and there i no minimam mh'-:rth;l
ool b e 2 2 marker of human risk. bn previows: stadies per-
formed in endemic cibees of Minas Gerais stabe, we cbmereed VL
prevalences between 1T and 2 in certain districis, with average
prevalence around 45T Tor the whole city [Michalky ef al, 2007;
[ias et al, 2001 ). Disircs with mo buman cases: of the VL, showed
canine prevalence of 283 [Michak ey et al, 2I0E], whensas preva-
lences about 1.5% were found, independenily of the absence or
presance human caes of V1 [Earata =f al, 20041 A varable that
was previously shown io cormelate with OVl prealence is vec-
bor population dessity (Franga-5iha et al, 2005) and in Monges
Claros (Mont=iro =i 21, 30051 Thoss shadies, howeser, wene hased
om monthly popalaon densicy and OV prevalence. In conclu-
mﬂmlﬂmmdﬂhm:mmmm
highly beceroge ol [Wemeck,
OB

In oer stuhy, wee did mot investigaie aoy ofher possisle syman-
thropic resereoar for W Howsewer, Leishmania sfection up bo
677X and amound 35T were repoied for rodenis and marsups-
als, respectively, in Belo Horizonte (Technical motes on Yeierinary
and Tootechnics, 3012 Marceling et al, 2001; Schallg e al, 30071
Although further studees will be needed toassess the role played by
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Tabis 4
Lamtrrec Mﬂhmmdmlmdm.hMngnwmﬁmwlhmlumtumhlh
Brmikian Miritry of Heakh o fhe teme of oer aady [ 3110-201 7. L0608 with rpiers e pave 00T co-prastaicy, in bath cas, 2 wan ot inchde The dogs (3
— Az it recrmi fram aftie amd v busras case of viseral beaframa = Brlo Horgonee = the Bras S e of M S,
Tt Armpmtute CatTmaTdic Foxalin
T 5 Fri [] me
[ fmar ™ T T o
e 1 aa 3 7 .
Myricotmn faam n I = DIEHE

orhersymanthropic neservoirs, they might be importang to maingzin
the zoomotic cycle of VL in Bxle Horizonte.

AL the time of the pressni study, the soreening and oonfinms-
abory tesis adopted by the Braxilian Ministry of Health in the
caning serclogical sunveys for VL wene ELISA and IFA, respectively
{Brazilian Ministry of Health, 2006). Akhough nome of e molec-
ular approaches dependent on imvasive fisese Bopsy would be
applcabie bo anine surveys, our indings condirm that 100 of the
semopmt e Smples by SN IR camied L bfoatam DRA. OF the
51 5270 and melerularty positive dogs, omly 10% showed no parasi-
tological confinmation by imprint or myeleculiure anatysis, which
are comsidered the pold standand mechods for VL diagnose. How-
ever, 1T camied Ledsirmonis DRA intheir splesn. It swerth noting
that spleen was the best tissus sample for FCR amplifcton, reech-
ing 1N psiivity, while the lowes positivity (57%] among the

Seropositive digs

LnPCE

Four ismanes tested wis obbaimed for ymph nodes. Spleen was abo
showm 0 e 2 betier choice than ymph node when Lisue Zsparates
were msed 2% samples (Barmouin-Melo et al, F004). Cunrently, the
Brardliam Ministry of Health replaced che ELISAJIFA ==t by the rkK28-
basad immunochromaiography (sl Fach Plasform 0L, produced
by the Esomangmainhos letiuie o Foorur, R], Braxd] and ELEA, in
an eflort b imoTease the specificy and precision in the disgnois of
VL. Ina recent comparison of diagnoetic st for VL, by our group,
the immumechromatograply reached up be 773 of m-pastivity
compared b ELISAIFA. AEhough the camine sampls was limied
io 44 dogs, thoss data reinforcesd that more sensitive and specific
tests need b be developed before the efMcient diagnesis of cnine
V1.an ke periormed (Regina-Siva et al, 20141
Asymptomatic dogs represented 5% of oarseropositive mple.
L infanium DA was confirmed in all of em Using parasite-based

LnPCE and LaFCR ond
anprind o imprnl and
el noaliure ek bure

Mumber of pesitive disgnestic test

Fig. 5. Fregurscy of poitie molecls EaPCR wilh s S mrniciopical (rsprin asdjor mpsocio] remks in sropoitive dop | RS8R for vscesl
acrordding o e clinical rondition. s sy wa derwsloped i b diirct with 5o reporied buren cs of fe Ssea in Bris Horbosis, ins G

WatTunina
Bril Peviad i atacly: Srpirmia 3000 ko Aepend 2102
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metheds, 52 7€ were mnfirmed positive by mysioculhre and 71.0%
Iy impaint. ARBough prevines mokenalar Seudies in Endem are
of VL have comfirmed that the prevaience of infection is mach
igher tan the mumber of dogs that acually develop (e symp-

mnwmm.mmﬂm 2007} Hence, the
Fthis clinical grop, par-
m.nmmmmmnamumqm
acting a5 VL reserymars [Michalioy e 2L, 2007 Madeira e al, 20041
Alhough our dala do not sepport any prediction of the ol VL.
mmmumumuammﬁ
anditions for the rapid tiom, in berms:
wmemmmr,ammanma
both wector and main resersoir. The reason wiy ne human cses
have been reported, 5o G, i unknown, The distracs studied share
e e Biamam Donspetion and envirommEnia) charad eristics of
amy other urkem area in Beio Hoviz onte. The ooourence of haman
icinfection, in the sudisdarea, is a possibdity. Sor=no
&t al [2005] reporied no human cases of YL in area with 5106
of canine Y1 prevalence, except for eight bad-nourished children
that did not developed the disease. Asymplomatic cases with no
ewnlation bo acee phase were also observed in the Mortheast of
Brazil [Jeronime et L, 2000; Cakias et ol M0 Cama et al, 2004}
In ronchesion, both popation density and natural Leshmonis
infection of vectors a5 well 2= CVL prevalence are lavorabie to oot -
breaks of human VL, in the districts under study. Even with the
act1a] atwenoe of human s, comtend aotios are urgent iy needed
b avoid it. A5 recently pointed out by other authors, more han 30
years after the heginning of the process of visceral Isshmaniasis’
Urbamiz 2H0m, FAMSMETION SCenarios of V1 are sl poorty mider-
sinod and further studies will be nesded mid we comprehend a0l
the determining varizbies imenived im the transmission of VL [E=lo
et al, 2013}

The Jut hors declare that they have no oomped ing anterests.
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FOLS—phicbolomine  experiments, indding identificition,
moienular biology assays, detd preparation ano arice wrik-
ing: EMM-canine inlection expeTiments, inchading, necropsies,
imprints, molecular beclogy assays, dala amatysis, aice wiik-
ing: CLFO-mequence algnments, data amalysis, anticle writing
and mitical review: VOFF-projert plnning and supervision:
JEMP—databank and experimental data analysis; SES—camine
necypsies and tisue biopsies: DMA— parasiiniogcal diagnoss:

coliection amd camine
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