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RESUMO 

 

Este estudo foi realizado em Belo Horizonte (Minas Gerais, Brasil), área endêmica para 

Leishmaniose visceral (LV), onde a doença vem se expandindo rapidamente, com 1.612 casos 

registrados nos últimos 10 anos. Nossa pesquisa avaliou o perfil epidemiológico em duas 

Áreas de abrangência (AA) dos Centros de Saúde (CS) Miramar e Salgado Filho do 

município de Belo Horizonte, com transmissão recente de LV, buscando compreender a tríade 

envolvida na transmissão: parasito-vetor-reservatório. Cada AA foi dividida em três trechos, 

controle, borrifação e manejo, a fim de avaliar o impacto das medidas de controle no número 

mensal de Lutzomyia longipalpis, através da curva flebotomínica. Em todos os trechos a 

captura de flebotomíneos e o inquérito canino censitário foram realizados. Durante 24 meses 

(setembro/2010 a agosto/2012) foram capturados 5194 flebotomíneos, distribuídos em 6 

espécies, sendo Lu. longipalpis, vetora da LV, a espécie predominante (96,54%). Houve uma 

correlação entre a precipitação pluviométrica e o número de Lu. longipalpis capturados, 

mostrando que o número de espécimes de flebotomíneos capturados aumentou após o período 

chuvoso. Através do uso da Leishmania Nested PCR e sequenciamento, foram analisados 93 

“pools” espécie-específicos. 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 

mínima de infecção natural de flebotomíneos na área foi alta, 18,8% para Lu. Longipalpis, 

20% para complexo cortelezzii e 100% para Lu. lloydi. Em relação às medidas de controle, 

observamos uma redução estatisticamente significativa no número de flebotomíneos no trecho 

manejo ambiental, enquanto houve apenas uma tendência de queda no número de 

flebotomíneos no trecho borrifação. Em relação ao reservatório doméstico, um total de 1408 

cães foram examinados em 2011 através de testes sorológicos; 3,6% apresentaram-se 

soropositivos para LV canina (LVC). Biópsias de linfonodo, pele, baço e aspirado de medula 

óssea destes animais foram obtidos e analisados através do diagnóstico parasitológico e 

molecular. A positividade tanto para mielocultura como para o técnica de aposição em lâmina 

foi de 72.5%. Todas as amostras de baço mostraram-se positivas para LnPCR, indicando a 

presença de Le. infantum nas 51 amostras. O linfonodo foi o tecido menos sensível na PCR 

(57%) em relação aos demais. Cães sintomáticos demonstraram uma tendência a ter mais 

testes positivos. Nossos resultados mostram que as interfaces parasito-vetor e parasito-

reservatório são ativas em áreas de médio risco para transmissão de LV, e que ações eficazes 

e rápidas devem ser implementadas para controlar a expansão da doença. 
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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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 As leishmanioses 

 

As leishmanioses são consideradas de grande interesse na saúde pública mundial, com 

ampla distribuição geográfica, representando um complexo de doenças de caráter crônico, 

com importante espectro clínico e diversidade epidemiológica (Brasil, 2007). Sua importância 

levou a Organização Mundial da Saúde (OMS) a incluí-la entre as 6 doenças consideradas 

prioritárias em seu programa de controle (WHO, 1990), sendo considerada endêmica em 98 

países em 5 continentes (Alvar et al., 2012).  De acordo com dados epidemiológicos, 

demográficos e o impacto da doença, o Ministério da Saúde (MS) a considera entre as sete 

doenças com prioridade de atuação que compõem o programa de doenças negligenciadas 

(MS, 2010).  

Podem apresentar diversas formas clínicas, dependendo da espécie de Leishmania 

envolvida e da susceptibilidade do hospedeiro (Saravia et al., 1989): leishmaniose visceral 

(LV) e leishmaniose tegumentar (LT); esta última que se classifica de acordo com a 

manifestação clínica das lesões em leishmaniose muco-cutânea (LMC), leishmaniose cutânea 

difusa (LCD) e leishmaniose cutânea (LC) (Desjeux, 2004).  

Estima-se que ocorram anualmente 200 a 400 mil casos de LV e 700 mil a 1,2 milhões 

de LT, com 20 a 30 mil mortes neste período, o que a coloca como uma das cinco doenças 

infectoparasitárias e endêmicas de maior relevância. Em relação à LV, 90% dos casos 

ocorrem em seis países: Bangladesh, Brasil, Índia, Sudão, Sudão do Sul e Etiópia (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 país com 

o maior número de casos (96,6%). Em um levantamento realizado em 2011, a maioria dos 

casos foram relatados em homens (61%), sendo a faixa etária mais afetada as crianças abaixo 

de 5 anos de idade (36,6%), seguida pela faixa entre 20 a 50 anos (30,9%) (PAHO, 2013).   

A LT é mais amplamente distribuída, e cerca de um terço dos casos ocorrem nas 

Américas, bacia do Mediterrâneo e Ásia Ocidental (do Oriente Médio à Ásia Central) (Alvar 

et al., 2012; WHO 2014 a). No continente americano sua distribuição vai desde o sul dos 

Estados Unidos ao norte da Argentina. Três países, Brasil, com 270.572 casos (42,36%), 

Colômbia, com 128.535 casos (20,08%) e Peru, com 85.410 casos (13,37%), contribuem com 

75,8% dos casos de leishmaniose cutânea e mucosa notificados nas Américas de 2001 a 2011. 

Em 2011, dos 52.600 casos com informações clínicas disponíveis, 95,7% correspondiam à 
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forma cutânea da doença sendo que 70% dos acometidos foram homens, na faixa etária de 10 

a 50 anos (PAHO, 2013).  

Durante os últimos 10 anos, houve uma expansão das áreas endêmicas e um forte 

aumento no número de casos registrados da doença. Além disto, um número substancial de 

casos não é registrado, sendo a notificação obrigatória em apenas 32 dos países afetados. 

Assim, do total de casos estimados anualmente, somente 600 mil são oficialmente notificados, 

o que demonstra uma elevada taxa de sub-notificação (WHO, 2014 b).  

Nas Américas, as duas formas básicas que a doença se apresenta são a LVA 

(leishmaniose visceral americana), mais grave e fatal em quase todos os casos, se não tratada; 

e a LTA (leishmaniose tegumentar americana), que apresenta forte tendência de resolução 

espontânea, mas causa um importante estigma social e psicológico (WHO, 2007). Dentro do 

amplo espectro de lesões que a LTA produz, a LC representa a manifestação clínica mais 

frequente, que se caracteriza pela presença de lesões exclusivamente na pele, que se iniciam 

no ponto de inoculação do parasito pelo vetor (Gontijo & Carvalho, 2003; Brasil, 2007). 

Atualmente o Brasil é o país com a mais alta prevalência de LTA em que o parasito 

Leishmania braziliensis é o agente etiológico principal (Marzochi, 2001).  

Atualmente são conhecidas 11 espécies dermotrópicas de Leishmania que causam a 

doença humana, sendo já identificadas no Brasil 7 espécies. As três principais são: 

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 regiões norte e nordeste. Em relação aos vetores, no Brasil, as principais espécies 

envolvidas na transmissão da LTA são: Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. 

umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei e Lu. migonei (Brasil, 2007). A respeito dos 

hospedeiros e possíveis reservatórios naturais da doença, já foram descritos algumas espécies 

de roedores, marsupiais, edentados e canídeos silvestres (Brasil, 2009).  

O agente etiológico da LVA é a espécie Le. infantum, e no Brasil, os vetores 

relacionados com a transmissão da doença são Lu. longipalpis (Deane & Deane, 1962; 

Grimaldi et al., 1989) e Lu. cruzi (Galati et al., 1997; Santos et al., 1998) Diversos grupos de 

mamíferos atuam como hospedeiros, dentre eles canídeos, marsupiais e roedores (Shaw, 

2002). Na área urbana, o cão (Canis familiaris) é considerado a principal fonte de infecção 

para os vetores (Ashford et al., 1998; Dantas- Torres et al., 2007).  

As leishmanioses encontram-se em fase de franca expansão geográfica. Análises de 

estudos epidemiológicos realizados nas últimas décadas demonstram mudanças no perfil de 

transmissão da doença, que antes era considerada uma zoonose de animais silvestres e agora 

está presente em zonas rurais desmatadas e regiões urbanas. Destaca-se a crescente 
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urbanização da LV, principalmente para grandes centros urbanos (Brasil, 2009). Pode-se 

explicar a maior ocorrência de surtos urbanos de leishmaniose, se comparada a outras 

parasitoses, pela sua capacidade de acelerada expansão quando introduzida em área não 

endêmica (Wijeyaratne et al., 1994). 

Do ponto de vista epidemiológico, diversos fatores contribuem para a modificação na 

distribuição da doença, como a invasão de focos zoonóticos pelo homem, a adaptação de 

hospedeiros e vetores, transmissão da infecção para o homem e animais domésticos, 

mudanças na susceptibilidade do homem à infecção, associado às mudanças ambientais. Estas 

características confirmam que as leishmanioses representam um modelo de doença 

reemergente (Ashford, 2000). 

O crescimento desordenado das cidades, que culmina na destruição do meio ambiente, 

com aumento da crise social, tem sido apontado como principal fator causador das condições 

adequadas para ocorrência da leishmaniose visceral humana (LVH) na área urbana (Funasa, 

2002). Além do mais, a identificação da doença nos centros urbanos é frequentemente 

postergada, devido à carência de informação e treinamento adequados para os profissionais da 

saúde. 

Apesar do grande esforço realizado na execução das medidas tradicionais de controle, a 

doença vem se expandindo de forma muito rápida. Estas ações sistematizadas apresentam 

resultados satisfatórios se integradas e mantidas durante longos períodos de tempo, e mesmo 

assim, é frequente a reativação dos focos. Além disso, outras variáveis não estão sendo 

consideradas no processo de transmissão do parasito e consequentemente, no planejamento 

das ações de controle das leishmanioses. A existência de um número variado de espécies de 

Leishmania, o aumento persistente do número de casos humanos de leishmanioses tegumentar 

e visceral, além da colonização em áreas recentes e antigas, tem levado os órgãos competentes 

à adoção de diferentes estratégias no controle das leishmanioses em nosso país (Marzochi & 

Marzochi, 1994). As medidas gerais de controle devido a sua enorme complexidade devem 

ser divididas em várias frentes de ações relacionadas, especificamente, com os humanos, com 

o inseto vetor e com os reservatórios domésticos e silvestres. Desta forma, as características 

peculiares de cada elemento da cadeia de transmissão aliadas à variedade de situações 

epidemiológicas, têm mostrado que estratégias de controle devem ser flexíveis e designadas, 

especialmente, para cada área endêmica (Marzochi, 1992). 

A complexidade do controle é mais evidente quando consideramos que existem lacunas 

no conhecimento sobre cada aspecto estudado, incluindo a distribuição geográfica do parasito, 

insetos vetores, fontes de infecção, fatores históricos e socioeconômicos, integração dos 
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serviços de saúde, técnicas utilizadas para o diagnóstico, tratamento e imunoprofilaxia 

(Gontijo & Melo, 2004). 

 Considerando os desafios do controle da LV e sua expansão para grandes centros 

urbanos, buscou-se avaliar a efetividade das ações de controle vetorial para LV associada à 

eliminação de cães soropositivos em trechos de dois distritos de Belo Hortizonte, 

caracterizados como médio risco de transmissão de LV, sendo analisados os períodos antes e 

após a realização das medidas de controle, tendo como indicador o número mensal de 

flebotomíneos. Além disto, buscou-se avaliar os aspectos epidemiológicos em área de 

transmissão recente da LVH, com o objetivo de fornecer dados relacionados à tríade 

epidemiológica de transmissão da doença nessas áreas estudadas, podendo sugerir ações que 

irão auxiliar na escolha das medidas de controle da doença mais adequadas à situação atual.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A rápida expansão geográfica e a urbanização da LV traz a necessidade de estabelecer 

medidas mais efetivas para o seu controle. Até o momento, poucos estudos realizados no 

Brasil, abrangem toda a cadeia epidemiológica da LV, apesar de existirem alguns que 

abordam detalhadamente todo o ciclo de transmissão, mas foram publicados nas últimas 

décadas e podem não mais refletir a situação atual da LV. Além disto, a maioria dos estudos 

são realizados em áreas endêmicas, portanto não consideram áreas de transmissão recente, 

consideradas de baixa e média transmissão.  

De acordo com o Ministério da Saúde, o município de Belo Horizonte, como um todo, 

é classificado como região de transmissão intensa de LV, representando bem o processo de 

urbanização da doença. O risco de transmissão não é homogeneamente distribuído no 

município, incluindo distritos de baixo a alto risco de transmissão. O município de Belo 

Horizonte, com o propósito de adequação às orientações do PCLV, realizou a estratificação 

das áreas a serem cobertas no município considerando a incidência acumulada de casos 

humanos, além de informações sobre a infecção canina e a situação ambiental em cada área. 

Apesar de Belo Horizonte ter um programa de controle bem estabelecido para LV com ações 

sistemáticas, como a eliminação de cães soropositivos, diagnóstico precoce e tratamento de 

casos humanos, e controle químico dos vetores, a incidência da doença vem aumentando ao 

longo dos anos, atingindo altas taxas de letalidade humana. O número de casos humanos 

aumentou 41% nos dois últimos quinquênios (2001 a 2005 e 2006 a 2010) avaliados. A 

prevalência da leishmaniose visceral canina (LVC) permaneceu em torno de 8% no mesmo 

período. 

Neste trabalho, a atual cadeia de transmissão da LV (parasito, vetor e reservatório 

canino) foi avaliada a fim de traçar um perfil epidemiológico de transmissão da LV nas áreas 

do estudo. 

Assim, tornam-se fundamentais os estudos que possam contribuir para avaliar o 

impacto das ações de controle implementadas no município (identificação e eliminação dos 

reservatórios, controle químico do vetor, manejo ambiental e educação em saúde). Além 

disto, as medidas de controle foram avaliadas em dois distritos de Belo Horizonte (Oeste e 

Barreiro), que se caracterizam por um perfil de transmissão recente, portanto, sofreram 

menos interferência das ações de controle.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 A Leishmaniose Visceral 

 

A leishmaniose visceral é uma antropozoonose crônica, causada por um protozoário 

intracelular do gênero Leishmania, cuja transmissão ocorre pela picada do vetor flebotomíneo 

(Cortes et al., 2012) e se não tratada, pode evoluir para a morte (Dantas-Torres & Brandão- 

Filho, 2006). 

As primeiras observações da doença foram descritas por Cunningham (1885), na 

Índia, em indivíduos acometidos pelo calazar e somente alguns anos mais tarde o agente 

etiológico da doença foi descoberto e descrito por Leishman e Donovan (1903). Leishman 

descreveu o parasito, mas associando-o às formas de Trypanosoma (Leishman, 1903). Charles 

Donovan encontrou o parasito em baço de uma criança hindu com febre irregular, mas o 

confundiu com Trypanosoma brucei. Após algumas descrições equivocadas, Ross criou o 

gênero Leishmania e em homenagem a William Boog Leishman e Charles Donovan, batizou 

o agente etiológico do calazar de Leishmania donovani (Pessoa & Martins, 1988).  

O primeiro registro de caso autóctone da LV no território brasileiro foi realizado por 

Migone, no Paraguai, em 1913, onde descreveu o caso em material de necrópsia de paciente 

oriundo de Boa Esperança, Mato Grosso (Migone, 1913). Em 1934, a partir de um estudo 

realizado para o diagnóstico e distribuição da febre amarela no Brasil, Penna diagnosticou 41 

exames positivos para Leishmania analisando lâminas de viscerotomia praticadas para o 

diagnóstico de pós- morte de febre amarela, em indivíduos oriundos das regiões Norte e 

Nordeste (Penna, 1934). No Brasil, o parasito foi classificado como Leishmania chagasi 

(Cunha & Chagas, 1937).  

Os agentes etiológicos da LV pertencem ao complexo Le. (Le.) donovani (Lainson & 

Shaw, 1987), sendo eles: Le. (Le.) donovani, e Le. (Le.) infantum e Le. (Le.) chagasi.  

Há dois tipos de transmissão para a LV: ciclo zoonótico, onde o vetor faz o repasto em 

um reservatório animal e transmite ao homem, e antroponótico, encontrado em áreas de 

transmissão de Le. donovani (Chappuis et al., 2007), onde a doença é transmitida pelo vetor 

de homem para homem. A transmissão da Le. infantum se dá pelo ciclo zoonótico, sendo o 

homem considerado o hospedeiro acidental da doença, e os cães, os principais reservatórios 

do parasito (Alvar et al, 2004).  

Em seu ciclo epidemiológico, os hospedeiros invertebrados responsáveis pela 

transmissão da LV são as espécies de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae, Phlebotominae) 

pertencentes ao gênero Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. A 
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espécie Lu. longipalpis é o principal vetor da LV no Novo Mundo. Lu. longipalpis é 

considerada um complexo de espécies crípticas, possuindo variações genéticas, no seu ciclo 

biológico, na morfologia e fisiologia entre as populações, podendo ser a explicação para as 

diferentes manifestações clínicas da LV na América Latina (revisado por Lainson & Rangel, 

2005). 

O cão doméstico desempenha um papel fundamental no ciclo epidemiológico da 

leishmaniose visceral zoonótica, sendo considerado um importante reservatório em vários 

focos de LV, tanto em áreas rurais como em periurbanas (Marzochi & Marzochi, 1994; Silva 

et al., 2001). Estudos demonstram que a enzootia canina precede a ocorrência de casos 

humanos (Oliveira et al., 2001). Ao contrário do que acontece com Le. donovani, responsável 

pela LV antroponótica em alguns países do Velho Mundo, o homem é uma fraca fonte de 

infecção para os flebotomíneos na transmissão de Le. infantum (Lainson & Shaw, 1987). 

No ciclo urbano da LV, ao realizar o repasto em um cão infectado, o flebotomíneo 

pode sugar formas de Leishmania e se infectar. Na alimentação subsequente, ele poderá 

transmitir o parasito a um hospedeiro suscetível, como o homem, que desenvolverá ou não a 

doença, dependendo de fatores relacionados ao ambiente, ao hospedeiro e ao parasito 

(Marzochi et al., 1985).  

 Alguns autores levantam a hipótese da transmissão entre a população canina através 

de ectoparasitos, sugerindo a hipótese da capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (Coutinho 

et al., 2005; Coutinho & Linardi, 2007; Paz et al., 2010). Outros autores sugerem que a 

transmissão possa ocorrer através de mordeduras, cópula ou transmissão vertical entre os 

cães, porém não existem evidências sobre a importância epidemiológica destes mecanismos 

de transmissão (Santos et al., 2009; Silva et al., 2009). 

No Brasil, a LV está distribuída em 21 unidades federadas e atinge as cinco regiões 

brasileiras, sendo considerada uma doença de rápida expansão geográfica, que conta com o 

maior número de casos de LV (90%) nas Américas (Romero & Boelaert, 2010). Segundo 

dados do Ministério da Saúde, no período entre 2003 e 2009, foram registrados 34.583 casos 

da LV humana (LVH) no país. A doença é mais frequente no sexo masculino (63,9%) e em 

crianças menores de 10 anos (48%) (Brasil, 2011). A letalidade da LVH no Brasil aumentou 

67,6% entre 1994 e 2009, passando de 3,4% em 1994 para 5,7% em 2009. Nos últimos quatro 

anos a letalidade média foi de 5,8%, e o Ministério da Saúde, com o objetivo de reduzir esta 

taxa tem implementado ações de vigilância e assistência ao paciente com LVH, de acordo 

com o manual do Ministério da Saúde (Brasil, 2011). 
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Deane (1956) em estudos realizados no Ceará, já alertava sobre a expansão e o 

fenômeno da urbanização da LV, que se efetivou em meados dos anos 80, quando foi 

consolidada a grande transformação na expansão geográfica da doença.  

Inicialmente, a LV foi caracterizada como uma infecção endêmica de áreas rurais, 

ocorrendo principalmente nos estados do Nordeste do Brasil. De 1980 a 2009 o Brasil 

registrou 71.119 casos novos da doença, com uma média anual de 2.452 casos. Desde a 

década de 80 a doença vem se espalhando pelas metrópoles brasileiras, com 94% dos casos 

registrados na região Nordeste, sendo reduzido para 89% nos anos 90 (Brasil, 2010 a). No ano 

de 2009 foi confirmado o primeiro caso autóctone na região sul do país, no Rio Grande do Sul 

(Brasil, 2010 b). Em 2009, a região Nordeste representou 47,5% dos casos, seguida pelas 

regiões Norte (19,2%), Sudeste (17,4%), Centro-Oeste (7,4%) e Sul (0,2%) (Brasil, 2011). 

O início do processo de urbanização da LV no Brasil se deu em Teresina (Piauí), com 

mais de 1000 casos relatados de 1981 a 1986 (Costa et al., 1990). Analisando o perfil 

epidemiológico da LV nos últimos 13 anos, observa-se que houve uma mudança clara do 

perfil de transmissão da LV, originalmente caracterizado por um padrão rural, com casos 

esporádicos 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 São 

Luís (Rangel & Vilela, 2008). Uma série de fatores estão associados à rápida expansão da LV 

no ambiente urbano, como modificações ambientais, ocupação desordenada do espaço 

urbano, condições precárias de vida da população exposta ao risco e suscetibilidade da 

população à infecção (Gontijo & Melo, 2004; Dantas Torres & Brandão-Filho, 2006). Além 

disto, a adaptação do vetor Lu. longipalpis às condições domésticas, sendo encontrados no 

intradomicílio e em abrigos de animais, somado aos seus hábitos de alimentação ecléticos, 

demonstra sua importância no contexto da urbanização da doença (Barata et al., 2005; Rangel 

& Vilela, 2008; Missawa & Dias, 2007; Michalsky et al., 2009a). Também é importante 

considerar as subnotificações da LVH devido a infecções assintomáticas (Moreno et al., 

2006). Em estudo transversal realizado em Sabará, região metropolitana de Belo Horizonte, as 

taxas de prevalência de infecção assintomática variaram de 2,4% a 5,6%, de acordo com o 

teste sorológico empregado, sendo a taxa de prevalência de 10,7%, quando o resultado foi 

positivo em pelo menos um dos testes empregados (Moreno et al., 2006).  

A sintomatologia da doença humana é semelhante com a de outras doenças, como 

febre amarela, doença de chagas, malária, toxoplasmose, esquistossomose, dificultando o 

diagnóstico correto e em tempo hábil 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 não tratada 

acarreta uma mortalidade de 75 a 95%, sendo seu período de incubação variável, de 3 a 8 

meses (Piscopo & Mallia, 2006). 

As ações de controle da LV preconizadas pelo MS são baseadas na tríade: tratamento e 

diagnóstico precoce de casos humanos, controle do reservatório canino (inquérito sorológico 

canino e eliminação de cães soropositivos) e aplicação de inseticidas para os vetores. 

Adicionalmente, a Vigilância Epidemiológica, que compreende a vigilância entomológica, de 

casos humanos e caninos, é um dos componentes do Programa de Controle da Leishmaniose 

Visceral (PCLV). Devido às dificuldades no controle da doença, a nova proposta baseia-se em 

uma melhor definição das áreas de risco, incorporando estados e municípios silenciosos nas 

ações de vigilância. O saneamento ambiental é outra medida de controle indicada, além da 

borrifação, pois certamente contribui para evitar ou diminuir a proliferação 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 eficiência desejada (Gontijo & 

Melo, 2004). Contudo, por mais que haja investimento financeiro e recursos humanos 

disponíveis, as ações têm se mostrado ineficazes para controlar a doença, e a mesma vai se 

tornando mais uma mazela do cotidiano urbano brasileiro (Costa, 2008). 

No Brasil, os medicamentos utilizados para o tratamento da LV são o antimoniato-N-

metil glucamina (Glucantime), que pode ser administrado no nível ambulatorial, diminuindo 

os riscos relacionados à hospitalização (Costa et al., 2007 a) e a anfotericina B, a única opção 

no tratamento de gestantes e pacientes que tenham contraindicações ou que manifestem 

toxicidade ou refratariedade em relação ao uso dos antimoniais pentavalentes (Mishra et al., 

1994). O mecanismo de ação do antimoniato ainda não está totalmente esclarecido, mas sabe-

se que age nas formas amastigotas do parasito, inibindo sua atividade glicolítica e a via 

oxidativa de ácidos graxos. Nos casos de recidiva da doença, é indicado um segundo 

tratamento com a mesma dose, por um tempo mais prolongado (máximo 40 dias), antes de 

afirmar que o caso seria refratário ao tratamento com antimoniais pentavalentes (Brasil, 

2006). A anfotericina B é a droga leishmanicida mais potente disponível comercialmente; sua 

ação é 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 número de casos de LV, tanto humana como canina, na 

Região Metropolitana de Belo Horizonte, aumentou de forma expressiva, indicando uma 

elevação da taxa de transmissão da doença na área (Silva et al., 2001). Neste contexto, sabe-se 

que o município de Belo Horizonte é uma das grandes capitais onde a LV é endêmica. Os 
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primeiros cães soropositivos foram notificados em 1992, e logo após, os primeiros casos da 

doença humana. Inicia-se a expansão da LV no município e região (Luz et al., 2001). 

 

3.1.1 O parasito  

 

A LV é uma enfermidade infecciosa antropozoonótica, causada por protozoários do 

gênero Leishmania, parasitos intracelulares obrigatórios das células do sistema mononuclear 

fagocítico (SMF), pertencentes à ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. Este é 

dividido em dois subgêneros de acordo com o desenvolvimento no intestino do vetor, 

Leishmania e Viannia (Lainson et al., 1979; Lainson & Shaw, 2005), compreendendo 22 

espécies patogênicas ao homem, sendo 15 delas já identificadas nas Américas (PAHO, 2013). 

Esses protozoários são unicelulares, digenéticos e todas as espécies são morfologicamente 

similares, sendo diferenciados somente por métodos bioquímicos, imunológicos ou 

patológicos (Silva et al., 2013). 

A classificação taxonômica 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)  

- Família: Trypanosomatidae (Dofein, 1901, emend. Grobben 1905) 

- Gênero: Leishmania (Ross, 1903)  

- Sub-gênero: Leishmania (Saf ’yanova, 1982) 

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

Segundo Lainson & Shaw (1987), as leishmânias são classificadas taxonomicamente 

de acordo com a localização do parasito no aparelho digestivo dos flebotomíneos. Os 

parasitos que se aderem à porção anterior e média do intestino são agrupados no subgênero 

Leishmania (comportamento suprapilário) e os que apresentam uma fase de divisão que se 

aderem à parede do intestino posterior (desenvolvimento peripilário), pertencem ao subgênero 

Viannia. 

Há duas formas principais durante o ciclo de vida do parasito: promastigotas, que são 

formas flageladas e extracelulares, presentes no trato digestivo de insetos e nos meios de 
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cultura, e amastigotas, formas não-flageladas e intracelulares obrigatórias, encontradas em 

monócitos e macrófagos dos hospedeiros vertebrados (Secundino et al., 2005; Gossage et al., 

2003). Durante o repasto sanguíneo, os flebotomíneos injetam na pele do hospedeiro 

juntamente com a saliva, as formas promastigotas do parasito. As células do SMF (Sistema 

Mononuclear Fagocítico) do hospedeiro endocitam estas formas, que se transformam em 

amastigotas e começam a se multiplicar, infectando novas células do SMF quando a célula 

hospedeira original se rompe. Ao se alimentar em um hospedeiro infectado, o flebotomíneo 

ingere os macrófagos contendo as formas amastigotas, que após atingirem o tubo digestivo se 

transformam em promastigotas e se multiplicam intensamente, passando por mudanças 

morfológicas e fisiológicas até se transformarem em formas promastigotas metacíclicas. Estas 

não mais se dividem, e são as formas infectivas para o hospedeiro vertebrado no momento do 

segundo repasto sanguíneo realizado pelo flebotomíneo (Ashford, 2000; Choi & Lerner, 

2001; Bates, 2007). 

Os agentes etiológicos da LV são protozoários 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 possível membro do grupo, porém 

tem se discutido se este táxon é valido (Pratlong et al., 2001, Lukes et al., 2007). 

As duas principais espécies deste complexo são Le. donovani, que prevalece no 

subcontinente indiano, leste da África e em partes do Oriente Médio e Le. infantum, que se 

distribui na Europa, norte da África e nas Américas Central e do Sul (Lukes et al., 2007).  

Há duas hipóteses a respeito da origem de Le. (Le.) chagasi; de ser autóctone dos 

trópicos americanos ou da doença no Novo Mundo ser causada por Le. (Le.) infantum, 

introduzida por imigrantes ibéricos ou por seus cães, há cerca de 500 anos. A primeira 

hipótese segundo Lainson (2010) é subsidiada pelos seguintes argumentos: em relação à 

especificidade do parasito em relação ao vetor, parece improvável que Le. infantum 

introduzida pudesse dar um salto repentino do gênero Phlebotomus (Velho Mundo) para 

Lutzomyia (Novo Mundo), as distinções também foram demonstradas através de digestão com 

enzimas de restrição, por hibridização de DNA de cinetoplasto e nos perfis de 

radiorrespirometria dos dois parasitos, e a existência de uma antiga relação parasito-

hospedeiro em relação aos reservatórios silvestres, já que se verifica uma alta taxa de 

prevalência da raposa Cerdocyon thous nativa do Brasil e Didelphis marsupialis na Colômbia, 

todas elas de natureza inaparente e benigna. Baseados na primeira hipótese, 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 questões ainda a serem esclarecidas sobre a identidade, origem e epidemiologia do 

agente causador da LV. 

A segunda hipótese, que indica que as mesmas sofreram uma separação geográfica 

recente, é baseada em técnicas bioquímicas (isoenzimas), sorológicas (anticorpos 

monoclonais) e de biologia molecular, como RAPD seguida de RFLP, sequenciamento de 

DNA da gp63 e hibridização com sondas de DNA (Kilick Kendrick, 1985; Grimaldi et al., 

1987; Rioux 1990; Maurício et al. 2000, 2001) sugerindo que estas espécies são 

indistinguíveis geneticamente, portanto que Le. chagasi seria considerada sinonímia de Le. 

infantum. 

Um trabalho recente de Marcili et al (2014) baseado em análises das sequências dos 

genes V7V8 SSU rDNA confirmou a subespécie Le. (Le.) infantum chagasi como unidade 

taxonômica válida. A pequena divergência encontrada entre Le. infantum e Le. chagasi, no 

entanto, não explica e/ou diferencia entre as duas hipóteses sobre a origem evolucionária 

dessas espécies. 

Levando em consideração que a denominação Le. infantum tem prioridade cronológica 

sobre Le. chagasi, neste trabalho, utilizaremos a denominação específica Le. infantum. 

3.1.2 Biologia e ecologia de flebotomíneos: Lu. longipalpis  

 

Os flebotomíneos são dípteros pertencentes à família Psychodidae e subfamília 

Phlebotominae, sendo o gênero Phlebotomus Rondani & Berté, 1840 e Lutzomyia França, 

1924 responsáveis pela transmissão das leishmanioses no Velho Mundo e no Novo Mundo, 

respectivamente. Os flebotomíneos se distribuem por quase todas as regiões do mundo, sendo 

mais abundantes na Região Neotropical; a densidade e o número de espécies flutuam de 

acordo com a estação climática (Sherlock, 2003).  

Dentre mais de 800 espécies de flebotomíneos que especula-se existir, 98 espécies do 

gênero Phlebotomus e Lutzomyia são atualmente vetores comprovados ou suspeitos das 

leishmanioses humana (revisado por Maroli et al., 2013). 

O gênero Lutzomyia nas Américas apresenta mais de 400 espécies identificadas, sendo 

que pouco mais de 50 espécies são consideradas envolvidas na transmissão de Leishmania 

(PAHO, 2013). No Brasil, a fauna flebotomínica é composta de mais de 230 espécies, 

representando 45,8% das que ocorrem na região Neotropical (Galati, 2003; Ready, 2013). A 

importância dos flebotomíneos para o homem e para os animais deve-se a seu papel como 

vetores naturais de alguns agentes etiológicos, como protozoários do gênero Leishmania e 

outros tripanosomatídeos, bactérias do gênero Bartonella e vários arbovírus (Sherlock, 2003). 
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São insetos de pequeno porte (2 a 3 mm), possuindo como característica o corpo com 

intensa pilosidade, hábitos de vôo crepusculares e abrigam-se em locais úmidos e sombrios. 

Durante o pouso, mantém suas asas em posição vertical característica. Os olhos são 

proeminentes, arredondados e bem separados, e as antenas são longas, formadas por 16 

segmentos. Nas fêmeas, a probóscide é desenvolvida, do tipo picador-pungitivo, constituída 

de labro, um par de mandíbulas, hipofaringe, um par de maxilas e lábio. Os machos possuem 

mandíbulas rudimentares. As pernas são longas e delgadas, o que os distinguem dos demais 

insetos desta família. As asas são bem desenvolvidas, grandes, hialinas e de aspecto 

lanceolado. A extremidade posterior do abdome se diferencia nos dois sexos: as fêmeas 

possuem estruturas internas, sobressaindo um par de espermatecas e nos machos é 

diferenciada em órgão copulador formado por 5 estruturas pares (Forattini, 1973). 

Os machos e fêmeas necessitam de suprimentos de carboidratos na alimentação, que 

adquirem da seiva de plantas, secreções açucaradas, 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 alimentação, além de ser 

utilizada na obtenção de energia e amadurecimento dos ovários da maioria de espécies de 

flebotomíneos, pode afetar também o desenvolvimento e infectividade das leishmânias no 

tubo digestivo do vetor.  

Somente a fêmea necessita de sangue para a maturação dos ovários. O ciclo 

gonotrófico varia; algumas espécies realizam o repasto sanguíneo apenas uma vez entre as 

posturas, enquanto tem se observado que outras realizam múltiplas refeições sanguíneas 

durante um único ciclo de oviposição, aumentando o poder de transmissão de 

microorganismos por estes insetos (Sherlock, 2003; Brazil & Brazil, 2003). Uma grande 

variedade de animais já foram identificados como fonte alimentar de flebotomíneos (Tesh et 

al. 1971; Boreham, 1975; Lainson & Shaw, 1979; Christensen et al. 1982), inclusive 

infectados por alguma espécie de Leishmania. A presença de animais sinantrópicos e 

domésticos no peridomicílio contribuem para a atração de flebotomíneos, possivelmente 

vetores de leishmanioses, e com isso, há maior risco de transmissão da doença (Forattini, 

1953; 1960, 1976, Gomes et al., 1983, Brazil et al., 1991).  

Os flebotomíneos são holometábolos, com ciclo vital composto de uma fase de ovo, 

fase larval (compreende 4 estádios), fase de pupa e o adulto. As larvas dos flebotomíneos são 

terrestres, bastante ativas e se deslocam com rapidez para buscar alimento, provável causa de 

dispersão na natureza (Sherlock, 2003). Após a alimentação sanguínea das fêmeas e a 

oviposição concluída, as larvas de primeiro estádio 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 conheça os hábitos alimentares das formas imaturas, pouco se sabe sobre os 

criadouros naturais das larvas de flebotomíneos no Novo Mundo. O conhecimento específico 

desses sítios de criação pode facilitar o controle destes vetores (Feliciangeli, 2004). Em estudo 

realizado em Cavunge região semi-árida da Bahia, a ocorrência de criadouros em 

microambientes específicos 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 flebotomíneos 

foram encontradas nos seguintes locais: solo coberto com fezes de galinha, tronco caído e 

entre raízes de árvores, solo acumulado entre cavidades rochosas e em rachaduras em torno de 

tanques de água e no interior da residência. Flebotomíneos adultos também foram coletados 

nos mesmos locais, no intra e no peridomicilio (Sangiorgi et al., 2012). Os flebotomíneos 

utilizam como abrigos uma grande diversidade de locais, como espaços existentes entre folhas 

caídas e o solo, tocas de animais, gretas nos troncos das árvores, etc (Aguiar et al., 1985; 

Alexander et al., 1992; Azevedo et al., 1993), sendo que estes locais caracterizam-se por 

possuírem uma pequena variação na temperatura e umidade, favorecendo a presença destes 

insetos, já que os mesmos são muito sensíveis à dessecação. 

Os flebotomíneos em geral, permanecem durante a maior parte do dia em seus abrigos, 

iniciando sua atividade durante a tarde ou à noite (Brazil & Brazil, 2003). Na região 

neotropical, os flebotomíneos têm sido observados com maior frequência 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 Paraná, demonstraram que algumas espécies de flebotomíneos 

têm seus picos de atividade entre 16 e 17h. A espécie L. flaviscutellata apresenta um pico de 

atividade de alimentação 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 divergência quanto ao pico de atividade máxima, que 

variou entre 20 e 2 horas (Gomes et al., 1983). A distribuição horária de Lu.  longipalpis foi 

estudada no período da noite no ambiente peri e intradomiciliar na Ilha de São Luís (MA). A 

espécie foi encontrada ao longo de toda a noite, porém foi mais frequente no peridomicílio, 

entre 18h e 22h e entre 20h e 2h no intradomicílio (Rebêlo, 2001). 

 No ciclo de transmissão da Le. infantum, agente etiológico da LV no Novo Mundo, a 

transmissão ocorre, principalmente, através da picada de fêmeas de flebotomíneos da espécie 

Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912). Trabalhos têm demonstrado a possibilidade de Lu. 

evansi (Nuñes- Tovar, 1924) estar agindo como vetor na Colômbia (Travi et al., 1996), e o 

encontro de fêmeas de Lu. cruzi (Mangabeira, 1938) infectadas em área endêmica para LV em 
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Corumbá, Mato Grosso do Sul, aponta a possibilidade desta espécie ser a transmissora da 

doença nessa área (Santos et al., 1998).. Outras espécies podem abrigar, mesmo que 

experimentalmente, a Le. infantum, mas sem efeito sobre a transmissão da doença, pois 

acredita-se na existência de certa especificidade do vetor para as leishmânias (Sherlock, 1997; 

Lainson & Shaw, 1998). 

Nas Américas, a espécie Lu. longipalpis é considerada a principal transmissora do 

agente etiológico causador da LV e cumpre todos os critérios estabelecidos para ser 

considerado um vetor competente, chamando a atenção para os essenciais, como antropofilia, 

distribuição espacial coincidente com os casos humanos da doença e encontro de exemplares 

naturalmente infectados por Le.(Le.) infantum chagasi (Rangel & Vilela, 2008). No Brasil 

esta espécie ocorre nas cinco regiões geográficas do país, sendo o primeiro registro na região 

Sul, ocorrido em 2008 (Brasil, 2011). 

Observações realizadas na região Amazônica do Brasil apontaram que a espécie Lu. 

longipalpis é primariamente silvestre, sendo ainda encontrada em florestas remotas, distante 

das habitações 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 país, como consequência do desmatamento, e com isto houve a 

tendência de se pensar na LV como sendo uma doença que circulava somente entre o cão e 

esta espécie de flebotomíneo, 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, começou a invadir o ambiente urbano, se instalando principalmente na periferia 

das cidades, onde passou a ser capturada no intradomicílio e peridomicílio. Alguns aspectos 

comportamentais desta espécie têm papel fundamental no contexto da urbanização da LV, 

principalmente devido aos seus hábitos ecléticos de alimentação e fácil adaptação ao ambiente 

doméstico (Rangel & Vilela, 2008), sendo o elo de transmissão entre animais domésticos e o 

homem (Missawa et al., 2008). 

As fêmeas de Lu. longipalpis invadem com bastante rapidez as habitações e no 

domicílio e peridomicílio, alimentam-se de sangue do homem, de cão, de galinha, de 

equídeos, suínos e caprinos (Sherlock & Guitton, 1969; Passos - Dias et al., 2003). Observa-se 

que as fêmeas de Lu. longipalpis se concentram principalmente em galinheiros, o que tem 

considerável importância epidemiológica, já que estes ambientes não são borrifados 

comumente, e esta continua sendo a principal medida de controle da LV (Lainson & Rangel, 

2003). 
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Estudos realizados em áreas endêmicas para LV no estado de Minas Gerais mostraram 

que a espécie Lu. longipalpis é a mais abundante, onde algumas características como a baixa 

condição sócio-econômica, o ambiente propício para a reprodução do flebotomíneo, com 

acúmulo de matéria orgânica e a presença de animais domésticos foram fatores determinantes 

para o encontro de alto número desta espécie. A maior parte destes exemplares foi encontrado 

no peridomicílio, mas é importante salientar a presença de considerável número de 

flebotomíneos no interior das casas, ilustrando o caráter endofílico desta espécie, podendo a 

transmissão 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 entomológicos realizados no município de Belo Horizonte, objetivaram 

levantar a fauna flebotomínica em diversos distritos, mostrando as espécies predominantes em 

cada uma delas. Nos anos de 1997 a 1999, foram capturados um total de 397 flebotomíneos 

em três distritos do município; dois deles com alta prevalência da infecção canina e 

ocorrência de casos humanos (Leste e Nordeste) e um distrito onde a prevalência da LVC era 

baixa e não havia casos humanos de LV (Barreiro). As espécies predominantes foram Lu. 

longipalpis e Lu. whitmani, sendo a primeira encontrada em maior número no distrito 

Nordeste (62,7%) (Resende et al., 2006). As duas espécies citadas anteriormente também 

foram predominantes em estudo abrangendo todos os distritos do município, no período de 

2001 a 2003. Um total de 3871 flebotomíneos foram coletados, e as espécies Lu. whitmani e 

Lu. longipalpis foram capturadas em maior número em áreas verdes, e no intra e 

peridomicílio, respectivamente. Lu. longipalpis foi a espécie predominante nas maioria dos 

distritos (Souza et al., 2004). No distrito Nordeste do município, entre os anos de 2006 e 

2007, foram realizadas capturas entomológicas no peridomicílio de residências e em duas 

áreas verdes próximas a área urbana. Dos 245 espécimes coletados, houve uma 

predominância de Lu. whitmani sobre as demais espécies e Lu. longipalpis apresentou uma 

alta taxa de infecção natural (19%) (Saraiva et al., 2010). A detecção de fêmeas de Lu. 

longipalpis naturalmente infectadas em áreas endêmicas de LV tem grande importância no 

papel desempenhado por esta espécie na transmissão da doença nestas áreas (Michalsky et al., 

2011). 

 

3.1.3 Influência das variáveis climáticas sobre os flebotomíneos 

 

Muitos estudos sugerem que alguns fatores abióticos influenciam, em menor ou maior 

proporção, a ocorrência de determinadas espécies de flebotomíneos, seja por influência direta 

sobre os adultos ou pelas modificações nas condições dos criadouros. Segundo Chaniotis et 
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al. (1971) e Rutledge & Ellenwood (1975), a sazonalidade está relacionada aos padrões de 

distribuição das chuvas, uma vez que estes modificam as condições dos criadouros no solo. 

De acordo com esta hipótese, a chuva beneficiaria os flebotomíneos quando esta ocorresse 

moderadamente ao longo da estação chuvosa, mas por outro lado prejudicaria o 

desenvolvimento dos insetos quando inundasse o chão, destruindo seus criadouros. Rutledge 

& Ellenwood (1975) demonstraram que as condições do criadouro, como a quantidade de 

nutrientes, a umidade e a temperatura, têm uma grande influência sobre a variação 

populacional dos insetos adultos nos diferentes habitats. 

 Os estudos sobre a variação sazonal de Lu. longipalpis são importantes para a 

compreensão da dinâmica de transmissão da doença a partir do conhecimento da interação 

entre cada espécie e seu habitat, visando controlar a população de vetores em uma dada região 

(Macedo et al., 2008). De acordo com a literatura, os fatores climáticos, como temperatura, 

umidade relativa do ar e pluviosidade podem influenciar, de maneira variável, o número de 

flebotomíneos em determinadas áreas (Dias et al., 2007).  

Desde seus estudos pioneiros, Deane & Deane (1955a) observaram a influência das 

variáveis climáticas na densidade populacional de Lu. longipalpis. Eles relataram que os 

períodos chuvosos favorecem a proliferação e sobrevivência da espécie. Após este relato 

inicial, vários autores observaram a relação entre pluviosidade e o número de flebotomíneos. 

Estudos realizados em áreas endêmicas de MG para LV demonstraram que a umidade e a 

pluviosidade tiveram efeito significativo no número de flebotomíneos capturados, que 

aumentou durante a estação chuvosa (Barata et al., 2004; Dias et al., 2011). No município de 

Paracatu, Dias et al. (2011) chama a atenção para o aumento no número do vetor, que foi 

precedido por um pico de temperatura quente, que ocorreu dois meses antes.  Já Missawa & 

Dias (2007) e Michalsky et al. (2009a) observaram um aumento na população de 

flebotomíneos logo após a estação chuvosa, apesar de não ter havido uma correlação 

estatisticamente significativa entre as variáveis climáticas e o número de flebotomíneos. No 

município de Varzelândia (MG), não foi possível observar a interferência dos fatores 

climáticos (temperatura, umidade e pluviosidade) sobre a população de insetos adultos, porém 

houve uma redução de densidade de flebótomos nos meses frios e secos, possivelmente 

devido às condições ambientais desfavoráveis para as formas imaturas. (Dias et al., 2007). Já 

em Montes Claros, área ativa de tranmissão de LV, através de equação matemática, foi 

encontrada uma associação entre a densidade de Lu. longipalpis com as três variáveis 

climáticas citadas anteriormente (Michalsky et al., 2009b). 

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

variação sazonal de Lu. longipalpis, verificou-se que o maior número de espécimes do vetor 
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corresponde aos períodos em que a precipitação pluviométrica é mais elevada, combinada 

com as mais altas temperaturas médias, atingindo os valores máximos logo após o fim da 

estação chuvosa. O menor número de espécimes foi observado durante os períodos secos 

(Resende et al., 2006).  

Em outro estudo realizado nos 9 distritos deste município, as médias das variáveis 

climáticas umidade, temperatura e pluviosidade não mostraram diferenças estatisticamente 

significativas quando comparadas com o número de flebotomíneos, porém houve uma 

tendência de aumento logo após os períodos chuvosos (Souza et al., 2004).  

A correlação entre os fatores climáticos e o número de flebotomíneos vetores poderá 

servir de suporte para determinar as épocas do ano mais propícias para a aplicação de 

inseticidas, objetivando o uso racional dos recursos e a redução de danos ambientais (Resende 

et al., 2006). Além disto, como apontado por Silva et al. (2007a), a associação destas 

informações com outros parâmetros, como taxa de picada, longevidade do vetor, percentual 

de insetos infectados e o período de incubação extrínseco, poderiam construir modelos mais 

robustos para predizer a força de transmissão em determinada área. 

 

3.1.4 Reservatórios 

  

Shaw (1988) reconhece dois tipos principais de hospedeiros envolvidos na transmissão 

da leishmaniose zoonótica americana: o primeiro, chamado de hospedeiro primário 

(reservatório), que além de albergar o parasito no ambiente silvestre seria responsável pela 

sua manutenção, independente da co-existência com outro hospedeiro. O segundo, hospedeiro 

secundário, diferente do primário, seria uma animal que alberga o parasito, porém é incapaz 

de manter o ciclo enzoótico indefinidamente. 

Um grande número de trabalhos tem investigado a infecção por Le. infantum em 

reservatórios domésticos e silvestres (revisado por Quinnell & Courtenay, 2009). Neste 

contexto, os trabalhos mais completos foram realizados no Brasil, por Deane & Deane e 

Alencar, no estado do Ceará e Lainson e Shaw no estado do Pará (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 Amazônia brasileira, e os marsupiais didelfídeos, no Brasil e na 

Colômbia, são considerados os reservatórios da LV. Ao contrário dos cães, a grande maioria 

das infecções naturais em animais silvestres parece assintomática (Quinnell & Courtenay, 

2009).   
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O cão vem sendo apontado por vários autores como o principal reservatório em área 

urbana, devido ao grande número de casos de LVC, por serem altamente susceptíveis à 

infecção, pelo intenso parasitismo cutâneo destes animais e pelo seu convívio junto ao homem 

(Deane & Deane 1962; Dantas Torres & Brandão-Filho, 2006). Sua importância vem sendo 

observada em algumas cidades brasileiras, pelo aumento do número de casos humanos, já que 

estes tem correlação com a ampliação da ocorrência de casos de LVC (Bevilaqua et al., 2001; 

Oliveira et al., 2001; França-Silva et al., 2003; Monteiro et al., 2005).  

Várias espécies de animais domésticos têm mostrado uma alta prevalência de infecção 

em algumas áreas (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 parasitárias, não 

sendo detectada infecção por métodos parasitológicos (Silva et al., 2008). 

A detecção de DNA de Leishmania em uma espécie animal é uma forte evidência, mas 

não é suficiente para determinar se um hospedeiro pode ser um reservatório da doença. Outros 

critérios devem ser considerados, como o encontro da espécie de flebotomíneo vetor 

naturalmente infectado na mesma região do suposto reservatório, a sobrevivência do 

hospedeiro tempo suficiente para garantir a transmissão da infecção, prevalência de infecção 

entre os hospedeiros acima de 20%, manutenção do parasitismo no sangue periférico ou na 

pele em quantidade suficiente para infectar o vetor e a mesma espécie de Leishmania 

infectando reservatórios e humanos (Silva et al., 2005 a).  

 

3.2 A Leishmaniose Visceral Canina  

 

A possível participação dos cães no ciclo epidemiológico da LV começou a ser 

aventada na Tunísia, a partir da detecção, nos animais, do agente etiológico do calazar 

(Nicolle & Comte, 1908). Na década de 30, foi demostrada pela primeira vez a transmissão de 

Le. infantum para cães através da picada de flebotomíneos (Parrot et al., 1930; Adler & 

Theodor, 1931). No Brasil, os estudos pioneiros que demonstraram a importância do cão 

como reservatório da LV foram realizados na região Nordeste, estado do Ceará, onde os 

aspectos básicos do ciclo epidemiológico da LV foram estabelecidos (Alencar & Coelho 

Neto, 1956; Deane, 1956; Genaro, 1993) e a partir daí vários estudos demonstraram que o cão 

representa um importante elo no ciclo de transmissão da LV (Deane, 1956), sendo 

considerado no ambiente urbano o principal reservatório do parasito Le. (Le.) infantum 

relacionado com os casos humanos (Monteiro et al., 2005; Dantas-Torres, 2007). Dentre as 
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razões podem ser citados o intenso parasitismo cutâneo por formas amastigotas de 

Leishmania, que aumenta a possibilidade de transmissão, sua proximidade com o homem e 

suas residências, favorecendo a manutenção do ciclo doméstico de transmissão (Ashford, 

1996), pelo fato de, mesmo infectados, os cães permanecerem sem sinais clínicos de LV 

aparentes por anos ou por toda a vida (Moreno & Alvar, 2002) e a alta prevalência de 

infecção por Le. infantum em áreas onde a LV é endêmica, com grande proporção de 

assintomáticos (Alvar et al., 2004). 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença crônica, fatal e multisistêmica, 

que possui sinais clínicos muito variáveis. Os sinais clínicos iniciais da LVC são: hipertrofia 

do linfonodo, dermatite periorbital e nasal, pelagem opaca, onicogrifose e edema das patas.    

Com frequência outros sinais podem estar presentes, como febre, apatia, diarreia, hemorragia 

intestinal, perda de peso, hepatoesplenomegalia, ulceração cutânea 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 manifestação clínica da doença dependerá da 

resposta imunológica do animal. 

Com base na sintomatologia, Mancianti (1988) classifica a LVC em três grupos: 

assintomáticos, com ausência de sinais clínicos sugestivos de infecção por Leishmania spp., 

oligossintomáticos, que apresentam no máximo três sinais clínicos da doença entre eles 

opacificação das córneas, perda moderada de peso, alopecia localizada e/ou adenopatia 

linfoide e cães sintomáticos, apresentando vários sinais clássicos da doença, incluindo lesões 

cutâneas, 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 

classificação proposta por Mancianti (1988): assintomáticos e sintomáticos. 

Há na literatura, vários estudos que demonstram a infeção de cães por agentes 

etiológicos 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 e 

peridomésticos de transmissão (Campbell- Lendrun et al., 2001; Yadon et al., 2003), os cães 

provavelmente servem como uma fonte de infecção de pouca importância para os 

flebotomíneos. Travi et al. (2006) indicaram que, apesar da suscetibilidade do cão à Le. 

braziliensis, sua competência como reservatório pode ser baixa. Contudo, mais estudos são 

necessários para evitar conclusões errôneas a respeito da importância do cão na epidemiologia 

da LTA (Dantas-Torres, 2007). 

A epidemiologia da LV tem sofrido transformações desde a década de 80, juntamente 

com a urbanização, porém as medidas de controle para a doença continuam as mesmas 

(Nunes et al., 2008), sendo preconizado em uma das vertentes da tríade, a eliminação de cães 
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soropositivos (Brasil, 2006). De 2002 a 2007 foram realizados no Brasil mais de 2 milhões de 

exames e mais de 160 mil cães foram eutanasiados. Apesar deste esforço, a incidência da LV 

humana não diminuiu a níveis razoáveis (Lemos et al., 2008). 

Além de servir de fonte de infecção para o vetor, a importância epidemiológica do cão 

na transmissão da LV também está relacionada à sua presença, sendo uma fonte alimentar 

atrativa para o vetor. Borges et al. (2009) analisou em Belo Horizonte o risco de contrair LV e 

a presença de animais em residências e observou que para os proprietários de cães, o aumento 

no risco de contrair a LV é equivalente a 2,17 vezes e está relacionado ao número de cães no 

peridomicílio. Em estudo realizado neste município através de análise espacial, foi observada 

uma forte evidência da ocorrência de casos humanos em regiões de alta prevalência da LVC 

(Oliveira et al., 2001; Margonari et al., 2006). Contudo, esta correlação não foi encontrada 

por alguns autores (Sabroza et al., 1992; Evans et al., 1992; Dietze et al., 1997; Paula, 2001), 

que questionam a eutanásia de cães soropositivos. Margonari et al. (2006) também 

demonstraram a maior ocorrência de casos humanos e caninos em Belo Horizonte em 

altitudes variando de 780 a 880 m. Esta associação com a altitude não foi observada em 

estudo de análise espacial posterior realizado no município (de Araújo et al., 2013). 

É sabido que a infecção no cão precede a ocorrência dos casos humanos, sendo a LVC 

mais prevalente que a doença humana (Oliveira et al., 2001). No ambiente doméstico, a 

maioria dos cães que apresentam sorologia positiva são assintomáticos, porém são fontes de 

infecção para o vetor, atuando como bons reservatórios (Cosenza, 1995; Moreno & Alvar, 

2002; Silva et al., 2005b).  

Para melhor entender o papel do cão na epidemiologia da LV, foi realizado um estudo 

em Montes Claros (MG), objetivando testar pelo método de xenodiagnóstico a infectividade 

de cães assintomáticos, oligossintomáticos e sintomáticos utilizando Lu. longipalpis criados 

em laboratório. As taxas de infecção de 5,4%, 5,1% e 28,4% foram encontradas nos 

flebotomíneos que se alimentaram nos cães assintomáticos, oligosssintomáticos e 

sintomáticos, respectivamente, indicando que em condições experimentais, os cães 

sintomáticos são cerca de quatro vezes mais infectivos para os vetores que os das outras 

formas clínicas. No entanto, apesar das taxas menores exibidas nos cães oligo e 

assintomáticos, estes devem ser levados em conta na epidemiologia da LVC (Michalsky et al., 

2007). 
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3.2.1 Diagnóstico da LVC 

 

O diagnóstico laboratorial da LVC preconizado pelo Ministério da Saúde é baseado 

em exames sorológicos e parasitológicos, sendo o exame parasitológico considerado, ainda, o 

padrão ouro para o diagnóstico da doença, embora haja discordância entre alguns autores 

(Ferrer, 1999; Koutinas et al., 2001; Moreira et al., 2002). Não existem testes diagnósticos 

que apresentam 100% de sensibilidade e especificidade para LVC (Gontijo & Melo, 2004). 

Os testes diagnósticos, para serem utilizados na rede pública são avaliados pelos seguintes 

parâmetros: sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, 

reprodutibilidade, facilidade e exequibilidade (Brasil, 2011). Os inquéritos sorológicos 

realizados pelos programas de vigilância e controle visam conhecer os aspectos 

epidemiológicos da doença nas áreas de transmissão ou com potencial de transmissão, e 

identificar os cães soropositivos para posterior eutanásia (Brasil, 2006). 

O diagnóstico clínico da LVC torna-se dificultado, uma vez que é grande a ocorrência 

de animais assintomáticos e os sinais clínicos não são patognomônicos da doença. Sendo 

assim, os exames laboratoriais são de grande importância para a confirmação diagnóstica 

(Brasil, 2006). 

Até a década de 30, o diagnóstico era feito pelo método direto, através da punção de 

fígado, baço e raspados de pele, e também punção de medula óssea, que por ser um método 

invasivo, dificultou seu emprego em larga escala. Apesar da grande especificidade, estes 

métodos possuíam baixa sensibilidade (Gontijo & Melo, 2004), além de ser difícil a detecção 

do parasito em animais assintomáticos, pois possuem baixo parasitismo (Moreira et al., 2007). 

Na década de 50, pesquisadores sugeriram a utilização da Reação de Fixação do 

Complemento (RFC) em inquéritos caninos, devido ao aumento na sensibilidade e 

especificidade em relação aos testes diretos (Alves & Bevilacqua, 2004).  

A partir da década de 60, a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) passou a ser 

utilizada. A RIFI consiste na reação de anticorpos presentes nos soros com os parasitos 

(Leishmania) fixados em lâminas de microscopia, posteriormente associado a um conjugado 

fluorescente. O resultado é considerado positivo se apresentar títulos iguais ou maiores que a 

diluição de 1:40 (ponto de corte) (Brasil, 2006). Para a realização da RIFI é necessário pessoal 

altamente treinado para a leitura das lâminas, é um processo dispendioso e não é adaptado 

para estudos epidemiológicos em larga escala (Gontijo & Melo, 2004). Além disto, a 

limitação deste teste é que pode apresentar reação cruzada com outros tripanosomatídeos 

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

al., 2005). 

A partir daí, havendo a necessidade de uma técnica com alta sensibilidade e 

especificidade, surgiram a partir da década de 70 vários trabalhos avaliando o teste Enzyme 

Linked Immunosorbent Assay (ELISA). O ELISA consiste na reação de soros com antígenos 

solúveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de culturas in vitro, sendo um teste 

rápido, sensível, de fácil leitura, que possibilita a análise de grande quantidade de amostras 

em pouco tempo, sendo sua especificidade dependente do antígeno utilizado (Reithinger et 

al., 2002), podendo apresentar níveis de especificidade baixos, principalmente quando se 

utilizam antígenos brutos (Reed, 1996). 

Outros testes sorológicos empregados no diagnóstico da LVC são o teste de 

hemaglutinação direta (HA) e indireta (HAI), a reação de fixação do complemento (FC) e o 

DAT - teste de aglutinação direta (Oskam et al., 1996). Em estudos comparativos entre 

ELISA, RIFI e DAT, o último demonstrou sensibilidade e especificidade semelhante quando 

comparado aos outros testes (Evans et al., 1990; da Silva et al., 2006). 

Nos últimos anos, vários testes imunocromatográficos têm sido testados, utilizando 

como antígenos proteínas recombinantes, como rK39 e rK26, como também proteínas 

extraídas 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 utilização de antígenos recombinantes e 

purificados de proteínas 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 diagnóstico sorológico da LVC inclui-se o teste rápido DPP (Dual 

Path Platform). Trata-se de um teste imunocromatográfico rápido qualitativo para detecção de 

anticorpos anti-Leishmania que utiliza antígenos recombinantes rK26 e rK39 (Grimaldi et al., 

2012). 

A detecção do DNA de Leishmania através de métodos moleculares representa uma 

ferramenta muito útil, em função de sua rapidez, alta sensibilidade e especificidade para o 

diagnóstico da LVC (Ikonomopoulos et al., 2003; Xavier et al., 2006), inclusive na detecção 

de cães assintomáticos. Estudos usando a PCR em áreas endêmicas têm confirmado que a 

prevalência da infecção nos cães é muito maior do que a proporção daqueles que 

desenvolvem a forma sintomática da doença (Solano-Gallego et al., 2001; Alvar et al., 2004). 

Alguns estudos enfatizam a idéia da inclusão da PCR em programas de vigilância e 

controle da LV, uma vez que é capaz de detectar infecções subclínicas, podendo, aliado a uma 

técnica sorológica, diagnosticar casos inconclusivos que apresentam reação cruzada ou baixos 



43 
 

títulos de anticorpos (de Andrade et al., 2006; Miró et al., 2008; Pereira-Chiocola, 2009; 

Solano- Gallego et al., 2009). Estudos em diferentes áreas endêmicas têm demonstrado que a 

combinação destas duas técnicas tem apresentado uma maior sensibilidade na detecção de 

animais soropositivos (Gramiccia & Gradoni, 2005). No entanto, apesar da alta sensibilidade, 

a PCR não 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 diagnóstico sorológico e parasitológico negativo apresentaram-se positivos 

em métodos moleculares. Esses resultados reforçam a hipótese de que métodos diagnósticos 

utilizados em áreas endêmicas subestimam o número de cães infectados, não detectando na 

sorologia convencional (ELISA e RIFI) um considerável número de cães positivos, 

influenciando na transmissão da doença. Outro estudo realizado em região endêmica para LV 

no norte de Minas Gerais, verificou a concordância de 4 testes diagnósticos para LVC, sendo 

RIFI e ELISA usados como testes de referência. Observou-se que 93,8% dos animais 

apresentaram pelo menos 1 teste positivo, e metade dos cães sintomáticos deram resultados 

positivos para todos os 4 testes administrados. Porém, o diagnóstico principalmente para cães 

assintomáticos não ofereceu resultados conclusivos (Regina-Silva et al., 2014). 

Os testes até recentemente recomendados pelo Ministério da Saúde para o diagnóstico 

da LVC eram o ELISA, utilizado como método de triagem e a RIFI como teste confirmatório.  

Segundo nota técnica do Ministério da Saúde, Departamento de Vigilância de Doenças 

Transmissíveis de 2011 (MS, 2011), o DPP foi incorporado como um novo exame na rede 

pública para o diagnóstico da LVC como o exame de triagem, e o ensaio imunoenzimático 

(ELISA) é realizado como teste confirmatório. O antigo modelo demandava um longo período 

para a entrega dos resultados, havendo um período entre 30 e 80 dias entre o diagnóstico e a 

retirada dos cães, o que favorecia a transmissão da doença, já que os cães soropositivos 

permaneciam na área durante este período (Lira et al., 2006). Com o emprego do DPP o 

diagnóstico será rápido, simples e de fácil uso, podendo ser executado no campo (Grimaldi et 

al., 2012). 

Um estudo de meta análise, que objetivou avaliar a precisão e a qualidade do 

diagnóstico da LVC nas Américas, demonstrou que os testes ELISA e DPP apresentam uma 

precisão moderada no diagnóstico da LVC, sendo urgente a necessidade de melhoria da 

qualidade do ensaio e da implementação e análise dos estudos de validação dos testes 

diagnósticos para a doença. A definição de um padrão de referência continua sendo um 

desafio que afeta os estudos de validação. Neste sentido, o estudo das técnicas moleculares 

tem grande relevância, a fim de avaliar a possibilidade de superação das limitações do 

diagnóstico parasitológico convencional (Peixoto et al., 2014) 
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3.3 A utilização da Reação em cadeia da Polimerase (PCR) para detecção de 

Leishmania spp. 

 

A partir da década de 80 iniciaram-se os estudos sobre metodologias baseadas na 

biologia molecular para a identificação do gênero Leishmania. A técnica de PCR, 

desenvolvida por Saiki et al. (1985), consiste em se ter o conhecimento prévio de uma 

sequência alvo, combinado a um par de iniciadores, submetidos a repetidos ciclos de 

desnaturação, anelamento e extensão, para a síntese in vitro de milhões de cópias de uma 

segmento específico de DNA na presença da enzima DNA polimerase.  

Os métodos moleculares, como a PCR vêm sendo largamente utilizados nos estudos 

epidemiológicos a fim de elucidar animais silvestres e domésticos como hospedeiros da 

doença e detectar o parasito em flebotomíneos infectados experimentalmente ou naturalmente. 

A sensibilidade e especificidade destes métodos são as principais vantagens, sendo também 

rápidos 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 presença de infecção atual e não passada, nos inquéritos epidemiológicos, a PCR é o método 

mais indicado, uma vez que o DNA persiste apenas algumas horas após a morte do parasito, 

ao contrário da resposta imune celular ou humoral (Disch et al., 2004; Prina et al., 2007). 

Os métodos clássicos utilizados para detecção da presença de Leishmania spp. em 

insetos vetores, são o parasitológico após dissecção do trato digestivo do vetor e identificação 

dos parasitos in situ  pela cultura do parasito, ou inoculação em animais de laboratório 

(Carvalho et al., 2008). Os fatores limitantes destas técnicas estão no fato de elas serem 

demoradas, da dificuldade de processar um grande número de amostras e de sua baixa 

especificidade, pois as fêmeas de flebotomíneos também albergam outros tipos de parasitos, 

como algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum, que passam por um estágio de 

promastigota indistinguível de Leishmania, dificultando o diagnóstico da doença (Barbosa et 

al., 2006; Paiva et al., 2007; Carvalho et al., 2008). 

Os pioneiros no uso da técnica de PCR para identificação de Leishmania, utilizaram 

como alvo as moléculas do minicírculo do kDNA, demonstrando a sensibilidade do método, 

capaz de detectar o kDNA equivalente a um único parasito (Rodgers, 1990). 

A maior sensibilidade dos métodos que utilizam como alvo regiões do kDNA em 

detrimento aos métodos que utilizam o DNA genômico, parece estar relacionada ao número 

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

al., 2006). 

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 região 

espaçadora 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 sequências pertencentes aos grupos de múltiplas cópias, o SSUrRNA é 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 específico e sensível na detecção de Leishmania 

(Van Eyes, 1992). O DNA nuclear contém aproximadamente 160 cópias 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 região SSUrRNA, e obtiveram um aumento na sensibilidade (podendo 

detectar 0,01 promastigota de cultura de leishmânia) e na especificidade, devido ao uso de um 

segundo alvo de iniciadores específicos para Leishmania que amplificam o produto da 

primeira PCR, cujo alvo é específico para a ordem Kinetoplastida.  

 Alguns autores relatam algumas limitações da PCR, pois apesar de ser considerada 

uma ferramenta bastante útil devido à sua alta sensibilidade, possui alto custo e possui baixa 

adaptabilidade a condições de campo (Reed, 1996). A redução dos custos desta técnica 

permanece como um dos maiores desafios para seu uso em países em desenvolvimento 

(Gomes et al., 2008). 

 

3.4 A leishmaniose visceral em Belo Horizonte 

 

Nos anos 40 a região de Belo Horizonte inicia o processo de metropolização, período 

marcado por intervenções públicas definiriam os processos de expansão da capital. Os anos 

50 e 60 foram marcados por intensa migração, onde houve um grande crescimento 

demográfico, tendo em 20 anos a população passado de 500.000 para 1.500.000 habitantes, 

além de relevante processo de industrialização (INCT, 2010).  

O processo de urbanização se iniciou na década de 70, e a taxa de crescimento 

populacional em Belo Horizonte diminuiu pela primeira vez, ao passo que houve nos 

municípios da Região Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) um grande crescimento 

demográfico, que foi consolidado nas décadas de 80 e 90, reproduzindo-se o modelo centro-

periferia, que marcou a dinâmica de crescimento da maioria das metrópoles brasileiras (INCT, 

2010). Na década de 80, houve uma divisão da prefeitura em nove unidades administrativas, 
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denominadas regionais, sendo elas: Regional Barreiro, Centro-Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, 

Norte, Oeste, Pampulha e Venda Nova, cada uma com autonomia financeira e gerencial. 

Logo, a administração municipal é dividida em 9 Distritos Sanitários (DS), que por sua vez se 

subdividem em 146 áreas de abrangência (AA), que são áreas de responsabilidade dos 

Centros de Saúde (CS) (Fiuza et al., 2010). 

O primeiro caso autóctone de LV humano em BH foi relatado em 1959, em uma 

criança de um ano e dez meses que nunca havia saído da cidade. O modo pelo qual a criança 

contraiu a infecção permaneceu obscuro (Rezende & Bastos, 1959). No ano de 1989, em 

Sabará, Região Metropolitana de Belo Horizonte, foi diagnosticado o segundo caso humano 

autóctone da doença (Genaro et al., 1990). 

Em 1992, também no município de Sabará, foram diagnosticados os primeiros casos 

de LVC, sendo a maioria dos cães 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 cães infectados oriundos dos distritos sanitários Nordeste e Leste ao Serviço de 

Controle de Zoonoses de Belo Horizonte. Os primeiros casos autóctones da Leishmaniose 

Visceral Humana (LVH) em Belo Horizonte desde o único relato na década de 50, ocorreram 

em 1994, no DS Leste, limítrofe com o município de Sabará. Investimentos na estruturação 

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-índice de LVH foi confirmado 

em Belo Horizonte, a Secretaria Municipal de Saúde de Belo Horizonte (SMSA/BH) assumiu 

as atividades de vigilância e controle da doença. A partir daí houve uma rápida expansão da 

doença, com aumento significativo de casos a partir do ano de 2001. No período de 1994 a 

2009, os DS Nordeste, Norte, Venda Nova e Noroeste eram responsáveis por 63,56% do total 

de registros da doença. Como mostra a Figura 1, atualmente a expansão pode ser observada 

de forma diferenciada em todo o município, com registro de casos nos DS Pampulha, Oeste, 

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

No ano de 2004, houve o primeiro pico na distribuição temporal da doença, com 

registro de 134 casos. De 2005 a 2007, o número de casos da LVH oscilou, apresentando 111, 

128 e 110 casos, respectivamente. No ano de 2008, houve o maior pico desde 1994, com a 

confirmação de 161 casos. Entre 2004 e 2008 há uma estabilização na linha de tendência, e 

nos anos de 2009 a 2012 observou-se uma tendência de diminuição dos casos, com 146, 132, 

93 e 55 registros, respectivamente. Esta tendência decrescente no número de casos, coincide 

com a dispersão das ações de controle no município, juntamente com a intensificação e 

continuidade destas atividades nas áreas priorizadas (Fiuza, 2010; PBH, 2011). No período 

entre 1994 a 2014 foram registrados 1.661 casos de LVH. Neste mesmo período ocorreram 

229 óbitos (Figura 2).  

As taxas de letalidade no município são consideradas altas se comparadas com a 

média no país, que segundo o Ministério da Saúde é de 6% (Brasil, 2006). No ano de 2004, a 

letalidade chegou a atingir 18,7%, sendo que no período entre 2005 e 2008 houve uma 

redução 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% e 18,2%, respectivamente (PBH, 2013) (Figura 2). Apesar do número de casos 

humanos e a letalidade ter diminuído em 2013 e 2014, no primeiro ano houve uma 

descontinuidade das ações de controle, que persisitu em 2014, com redução de coleta dos cães 

e do controle químico, devido à epidemia de dengue e à greve dos agentes de combate à 

endemias (Boletim VS, 2013).  

               Fonte: GEEPI e GECOZ/GVSI/SMSA  
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1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 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

Óbitos 6 4 3 4 4 3 8 9 9 10 25 10 12 9 13 31 28 16 12 7 6

Letalidade% 20,7 8,7 6,3 8,5 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

Incidência (100 mil hab) 1,4 2,2 2,3 2,2 1,2 1,5 2,0 2,5 3,4 4,5 5,8 4,7 5,3 4,5 7,2 6,5 5,5 3,9 2,3 1,8 1,7
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Figura 2 - Série histórica da LVH no município de Belo Horizonte, de 1994 a 2014 

Observa-se que há, em geral, uma correspondência entre o aumento da prevalência da 

LVC e o surgimento de casos humanos (Oliveira et al., 2001; Margonari et al., 2006). Nos 

últimos 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% e 6,8% de positividade. No ano de 2010 a taxa foi de 7,9%. No 

triênio subsequente (2011, 2012 e 2013), observou-se uma queda da taxa de positividade 

canina, sendo 5,6%, 3,2% e 4,3%, respectivamente (Figura 3). No ano de 2014 observou-se 

uma alta soropositividade da LVC, de 11,8%. No período de 1993 a 2014, foram analisadas 

2.547.478 amostras de sangue canino no município (GECOZ/GVSI/SMSA). 
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Figura 3 - Percentual de positividade da LVC em Belo Horizonte, período de 1996 a 
2014. 
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Em 2003, considerando a expansão, o aumento do número de casos e as altas taxas de 

letalidade da doença no município, foi elaborado um Plano Operativo pela Gerência de 

Controle de Zoonoses da SMSA, objetivando ampliar a capacidade de organização e de 

produção das atividades de controle (Fiuza et al., 2010).  

Em 2004, quando as atividades de controle da LV foram incluídas como prioridade de 

gestão no município, elaborou-se um projeto de ação ampliada que integrou as atividades das 

Gerências de Controle de Zoonoses, Epidemiologia, Assistência, Vigilância Sanitária e 

Comunicação Social (Fiuza et al., 2010).  

A prioridade dada pelo gestor municipal às ações de controle da LV garantiu, a partir 

de 2004, a implantação do Plano Operativo e a execução gradativa das metas estipuladas, 

como a contratação de equipes específicas para o PCLV e profissionais de laboratório. 

Possibilitou ainda a aquisição de equipamentos de proteção individual e de pulverizadores 

químicos, a reforma da área física do Laboratório de Zoonoses e a compra de equipamentos 

para ampliação da capacidade de processamento de exames laboratoriais com a realização de 

18.000 amostras caninas/mês (Fiuza et al., 2010). 

 A partir de 2006, com a conclusão da obra do Laboratório de Zoonoses (LZOON) e 

aquisição de equipamentos necessários, o município pôde executar a capacidade máxima 

instalada do laboratório e programar 216.000 exames/ano, apesar das várias intercorrências 

ocorridas no período de 2001 a 2009, que influenciaram o desempenho do controle da LVC 

no município (Fiuza et al., 2010). Além disso, Belo Horizonte trabalhou com o protocolo 

ELISA/RIFI até outubro de 2013 (cota de 18.000 exames /mês). Posteriormente foi 

implantado o protocolo DPP-TR (teste rápido) e ELISA. Devido ao repasse insuficiente de 

Kits DPP pelo Ministério da Saúde, desde então tem sido realizada uma cota mínima de 

exames (3.032 exames/mês), o que inviabiliza a realização dos inquéritos caninos censitários. 

A situação só será regularizada a partir de 2016 e a previsão será de realizar 13.000 exames 

caninos/mês para que a programação anual seja cumprida. 

Analisando a cobertura dos inquéritos caninos censitários (ICC) no município, 

observa-se uma expansão do ano de 2006 até 2012 (Figura 4). Houve um aumento da 

cobertura de população canina com inquéritos caninos censitários, de 16,3% em 2006 para 

68% em 2012. Além disto, houve um aumento de 68,5% da cobertura das AA priorizadas 

entre 2007 e 2012. Observou-se uma relação inversa entre o aumento da cobertura de exames 

sorológicos da população canina, com ICC anuais, e a prevalência da sororreatividade, que 

variou de 9,3% em 2007 a 3,2% em 2012 (GECOZ/GVSI/SMSA).   
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Figura 4 - Expansão dos inquéritos caninos censitários no município de Belo Horizonte, 
período 2006 a 2012. 
Fonte: GEEPI/GECOZ/SMSA  
 
 

No ano de 2003 foi adotada uma metodologia de acordo com a realidade 

epidemiológica do município, que estratificou as áreas de transmissão da doença baseada na 

incidência acumulada de casos humanos (100.000 habitantes) por AA dos CS dos últimos 5 

anos, e a partir de 2009, dos últimos 3 anos. A metodologia classifica o município como de 

transmissão intensa alta e suas AA em cinco extratos, conforme a faixa de incidência: sem 

transmissão (ST), baixa transmissão (BT), média transmissão (MT), alta transmissão (AT) e 

muito alta transmissão (MT) (Figura 5). Esta divisão das AA é muito importante para o 

planejamento e seleção de áreas prioritárias para a realização dos inquéritos caninos 

censitários. Além da ocorrência de casos humanos, foi levado em conta o histórico das 

prevalências da LVC, as condições ambientais propícias para a ocorrência da doença e, mais 

recentemente, os indicadores de vulnerabilidade à saúde (Fiuza et al., 2008; Morais, 2007, 

2008a e b). 
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Figura 5 - Mapa da evolução dos níveis de transmissão de LVH, segundo taxa de 
incidência acumulada (100.000 habitantes), do município de Belo Horizonte, no período 
de 2002 a 2008. 
Fonte: GEEPI/GECOZ/SMSA (GECOZ, 2008) 
 

Na estratificação por áreas de transmissão de LVH, de 2007 a 2009, 43,15% das áreas 

foram classificadas como “média transmissão”, e 34,24% como “alta e muito alta 

transmissão”, ou seja, em 77,39% das áreas há indicação de realização de inquéritos caninos 

censitários é indicada (Tabela 1). Um estudo realizado nos 9 Distritos Sanitários de Belo 

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

de contrair LV, 12 delas estão concentradas na região norte da cidade (de Araújo et al., 2013). 

 

Tabela 1- Estratificação das áreas de risco segundo taxa de incidência acumulada de 
casos por regional, do município de Belo Horizonte, no período de 2007 a 2009. 
 

Regional 
Estratificação 2007-2009 

MA 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 8,90% 25,34% 43,15% 8,90% 13,70% 
 

Fonte: GEEPI e GECOZ/SMSA
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A Figura 6 demonstra a classificação das áreas de transmissão no triênio 2010-2012. 

Comparando-se a evolução da estratificação das áreas do município, observa-se que há uma 

alternância de classificação entre as áreas de média, alta e muito alta transmissão, e 

diminuição das áreas sem transmissão, que pode ser notado principalmente nos distritos de 

expansão recente como os DS Barreiro e Oeste (Fiuza et al., 2010). 

O mapa abaixo mostra a estratificação das áreas de risco para LV, no triênio 2011-

2013, que foi a referência para a programação das ações para o ano de 2014. Observa-se em 

relação ao último triênio, que houve uma alternância na classificação das áreas de alta, média 

e baixa transmissão, e um aumento das áreas sem transmissão no município em geral (Figura 

6). 

 

 

Figura 6 - Mapa da estratificação das áreas de abrangência segundo o risco de 
leishmaniose visceral humana (LVH) no município de Belo Horizonte, nos triênios 2010-
2012 e 2011-2013. 
 
  

3.5 Ações 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 Ceará foram de enorme contribuição para a compreensão da 

doença, pois elucidaram vários aspectos da epidemiologia da mesma. Foi o primeiro que 

Fonte: GEEPI e GECOZ/ GVSI/SMSA
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descreveu a doença em cães na área urbana, além de sugerir as medidas profiláticas para a 

LV, que são mantidas até a atualidade. Relatou o flebotomíneo Lu. longipalpis como vetor 

responsável pela transmissão da doença na área estudada e observou o aumento de sua 

densidade na estação chuvosa. Associou também os focos endêmicos com os cães infectados 

e identificou o homem, o cão e a raposa como hospedeiros. Sugeriu que no litoral e em outras 

regiões do Brasil existiam condições para que a endemicidade da doença fosse mantida.  

Apesar dos esforços para combater a doença, seu controle é complexo, em virtude das 

características epidemiológicas e do conhecimento ainda insuficiente sobre os elos que 

compõe a cadeia de transmissão da LV. Desde a década de 50 as estratégias de controle tem 

se mantido inalteradas e se baseiam no diagnóstico e tratamento precoce dos casos humanos, 

eliminação dos reservatórios caninos, redução da população de vetores e medidas de educação 

e saúde (Brasil, 2006). As estratégias de controle atuais não têm sido capazes de prevenir a 

expansão geográfica, além do aumento da incidência e da letalidade da leishmaniose visceral 

(Dantas Torres & Brandão Filho, 2006). Dentre as razões para a ineficiência das ações de 

controle, está a ausência de um sistema de vigilância permanente, com a utilização extensiva 

de recursos humanos e financeiros e a descontinuidade das ações de controle do vetor e do 

reservatório canino, por problemas orçamentários e escassez de recursos humanos (Gontijo & 

Melo, 2004; Costa et al., 2007b; Werneck et al., 2008). Além disto a possibilidade de 

transmissão por cães assintomáticos, atraso nos procedimentos diagnósticos, e a rápida 

reposição de cães em substituição aos cães eliminados são fatores que favorecem a 

manutenção da transmissão (Costa & Vieira, 2001; Courtenay et al., 2002). 

Entre os componentes do PCLV, a vigilância epidemiológica tem como objetivo 

reduzir as taxas de letalidade e o grau de morbidade por meio do diagnóstico e tratamento 

precoce dos casos humanos, além do controle do reservatório canino, dos vetores e das 

situações de risco, a fim de diminuir o risco de transmissão da doença. As áreas com 

transmissão são estratificadas segundo critérios epidemiológicos, sendo a classificação dos 

municípios baseada na média de ocorrência de LVH nos últimos 3 anos. De acordo com o 

MS, os municípios com média de casos menor que 2,4 são classificados como transmissão 

esporádica, aqueles com a média de casos ≥ 2,4 e < 4,4 são classificados como de transmissão 

moderada e com média de casos ≥ 4,4 casos, são classificados como transmissão intensa 

(Brasil, 2009).  

A definição das medidas de controle a serem utilizadas tem como principal indicador a 

ocorrência de casos humanos; a caracterização da área de transmissão é muito importante no 

processo de investigação e adoção dessas medidas. O novo Programa de Controle propõe a 

incorporação de áreas silenciosas, sem casos caninos ou humanos nas ações de vigilância e 
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controle, visando assim evitar e minimizar a propagação da doença em áreas sem transmissão 

(Brasil, 2006). Para que as ações de controle da LV sejam sustentáveis nos grandes centros 

urbanos é de fundamental importância que se tenha planejamento, infra-estrutura operacional 

e disponibilidade de insumos estratégicos – kits de exame para o diagnóstico canino, e 

inseticidas e priorização do agravo pela instituição (Fiuza et al., 2010). Além disto, segundo 

Dantas Torres & Brandao Filho (2006) existe a necessidade de uma melhor definição das 

áreas prioritárias e da implementação de um sistema de monitoramento integrado das 

atividades dirigidas para o controle e vigilância epidemiológica, o que permitiria uma 

avaliação mais eficaz do programa de controle em diversas regiões. 

Poucos estudos brasileiros avaliam especificamente a eficácia da eliminação de cães 

soropositivos e do controle vetorial na redução da incidência da doença humana (Werneck et 

al., 2008). Um bom exemplo de como as medidas de controle integradas podem reduzir a 

incidência da doença foi mostrado em estudo realizado em Porteirinha, onde foi identificada a 

redução da incidência da LV humana e canina, após a implementação de ações para o 

combate do vetor e a retirada sistemática de cães soropositivos (França- Silva, 2003). Oliveira 

et al. (2003) avaliando as ações do PCLV, observaram que houve uma correlação positiva 

entre o percentual de cobertura para inquérito canino e borrifação com a incidência de casos 

humanos. Outros estudos, avaliando a efetividade do controle vetorial e da eliminação de cães 

soropositivos na incidência de infecção por LV, mostraram que uma proteção maior é 

conferida nas áreas em que estas duas medidas de controle são realizadas em conjunto 

(Oliveira et al., 2003; Costa et al., 2007b;  Souza et al. 2008; Werneck et al., 2008).  

Vários estudos discutem sobre a efetividade da eliminação dos cães na redução da 

incidência da doença humana; alguns demonstram que a eutanásia de cães 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 razões 

que contribuem para a ineficiência do Programa da LV são a demora entre a coleta, análise e a 

eutanásia dos cães soropositivos (Courtnenay et al., 2002; Moreira et al., 2004), as limitações 

dos testes sorológicos utilizados em larga escala nos inquéritos caninos (Moreira et al., 2004; 

Rosário et al., 2005) e a rápida reposição de cães susceptíveis pela população (Dye, 1996; 

Moreira et al., 2004). Por outro lado, uma associação positiva entre a eutanásia de cães e a 

redução da incidência da LVH já foi demonstrada por outros autores (Ashford et al., 1998; 

Palatinik de Souza et al., 2001; Nunes et al., 2010). Em estudo conduzido em Araçatuba, 

verificou-se que a eutanásia de cães, conduzida de forma periódica e sistemática, associada ou 

não ao controle dos vetores, foi capaz de controlar a força de infecção entre os cães, 

reduzindo a incidência da LVH (Camargo-Neves, 2004).  
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A estratificação das áreas a serem cobertas no município de Belo Horizonte, de acordo 

com o Ministério da Saúde, se baseiam na incidência cumulativa de casos humanos, além da 

informação sobre a prevalência da doença no cão e a situação ambiental em cada área 

(Oliveira et al., 2008). O Laboratório de Zoonoses (LZOON), responsável pelo 

processamento das amostras caninas, e o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), que realiza 

o recolhimento e eutanásia dos cães soropositivos, atuam como unidades secundárias de apoio 

às ações executadas pelos DS. 

Em um estudo ecológico realizado em Belo Horizonte, demonstrou-se através de 

análise espacial, que o risco relativo de contrair a LV está correlacionado com renda, 

educação e o número de cães infectados por habitantes. Neste estudo, realizado de 2007 a 

2009, também foi observado que há uma sobreposição dos maiores níveis de infecção canina 

com as maiores taxas de incidência de LVH em pelo menos 5 dos 9 distritos sanitários (de 

Araújo et al., 2013). 

Os inquéritos censitários caninos em Belo Horizonte são realizados durante todo o ano 

nas áreas de alta e muito alta transmissão e o controle vetorial direcionado para setores ou 

micro-áreas com maior concentração de cães infectados. O intervalo entre coleta e retirada 

dos cães é feito em um período médio de 30 dias. O intervalo decorrido entre estas ações é um 

importante indicador de efetividade das ações de controle sobre os reservatórios. Observa-se 

que a ação continuada de retirada dos cães soropositivos contribui para a diminuição dos cães 

que são encaminhados para a eutanásia, pois reduz a prevalência da doença nos cães 

soropositivos na área ao longo do tempo. Resultados “monitorar e indeterminados” são 

questões importantes que devem ser observadas e discutidas no contexto do controle do 

reservatório urbano. Estes cães, positivos para o teste ELISA porém negativos e 

inconclusivos, respectivamente, para RIFI, representaram no período entre 2006 e 2012, 5,5% 

dos resultados obtidos (Fiuza et al., 2008). Observou-se que em média, 80% dos cães com 

resultado indeterminado e monitorar na primeira coleta se positivaram na segunda coleta após 

um intervalo médio de dois meses (Menezes, 2011; Morais, 2011).   

Existem alternativas promissoras no combate à doença, além das medidas tradicionais 

utilizadas (revisado por Alexander & Maroli, 2003). Experiências baseadas no controle do 

vetor direcionadas para o controle da população canina como as coleiras impregnadas com 

inseticidas, em particular deltametrina, têm mostrado bons resultados na proteção dos 

animais, com consequências na transmissão (Killick Kendrick et al. (1997); Reithinger et al. 

(2001); Reithinger et al. (2004); Gavgani et al. (2002)). Além disto, o efeito epidemiológico 

desta medida, se deve, além da redução da taxa de picada de flebotomíneos, à alta taxa de 

mortalidade dos flebotomíneos que se alimentam em cães com coleiras impregnadas (Killick 
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Kendrick et al., 1997; Reithinger et al., 2001). Estudo em região endêmica para LV em Minas 

Gerais, demostrou que, em cães que utilizaram a coleira impregnada com deltametrina, houve 

uma redução significativa nas chances de aumento de títulos de anticorpos anti-Leishmania 

em 50% (Reithinger et al., 2004). Gavgani et al. (2002) mostraram que o uso da coleira 

impregnada com deltametrina protege não só o cão da infecção, mas também reduz a taxa de 

incidência de infecção por Leishmania em crianças. Outra medida de controle que vem sendo 

testada, os mosquiteiros impregnados com inseticidas, tem mostrado uma proteção contra a 

picada de flebotomíneos (Alexander & Maroli, 2003). Em área de transmissão intensa de LT e 

área endêmica para LV, respectivamente, Kroeger et al. (2002) e Courtenay et al. (2007) 

mostraram uma clara relevância entomológica de mosquiteiros tratados com inseticidas, 

fornecendo um alto grau de proteção contra a transmissão intradomiciliar da doença. Em 

relação à imunoprofilaxia, não há até o momento uma vacina humana eficaz, sendo que as 

vacinas para cães descritas na literatura mostram uma eficácia ainda reduzida (Gontijo & 

Melo, 2004; Gradoni, 2015). Os dois únicos ensaios de campo conduzidos com as vacinas 

caninas comercialmente disponíveis utilizaram menos de 100 cães cada, e conferem apenas 

uma proteção parcial. Além disso, apenas um pequeno estudo piloto foi realizado para avaliar 

a infectividade de cães vacinados para os flebotomíneos (Gradoni, 2015). 

 Um dos principais desafios para o desenvolvimento da vacina para LV é a 

necessidade de combinar dois ou mais antígenos para conservar as propriedades antigênicas 

para várias espécies de leishmânia, e para as diferentes fases do parasito. Apesar de alguns 

relatos controversos, há uma grande possibilidade de que a investigação dos candidatos a 

vacinas usando de modelos experimentais bem planejados e ensaios clínicos possa resultar no 

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

 

3.5.1 Controle químico 

 

Na prática, a prevenção de doenças transmissíveis por vetores biológicos é uma tarefa 

árdua, pois, como no caso da LV, ainda se associa a existência de reservatórios silvestres e 

domésticos e condições ambientais (Gontijo & Melo, 2004).  

A avaliação do controle químico consiste no método empregado pelo Ministério da 

Saúde (WHO, 1970) com o objetivo de verificar a persistência do inseticida nas superfícies 

tratadas e a efetividade do produto, mensurada pela mortalidade do vetor.  

O Ministério da Saúde recomenda que o controle químico seja realizado em áreas com 

o primeiro registro de caso autóctone de LV humana, de transmissão moderada e intensa e 

com surto de LV. Os produtos mais empregados são os inseticidas pertencentes à classe dos 
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piretróides sintéticos, cipermetrina e deltametrina, sendo sua ação residual na superfície de 

paredes de aproximadamente 3 meses (Brasil, 2006). Mazzari et al. (1997), testando várias 

classes de inseticidas, observaram que as populações de campo de Lu. longipalpis foram 

suscetíveis a todas elas, demonstrando pouca ou nenhuma resistência significante. 

Estudos demonstram que a aplicação de inseticidas é 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 eficácia da borrifação domiciliar e peridomicilar com 

deltametrina na redução do número de flebotomíneos e seu efeito residual (Falcão et al., 

1991; Marcondes & Nascimento, 1993; Barata et al., 2011a), mostrando que há uma redução 

no número de flebotomíneos após a aplicação do inseticida. Feliciangeli et al. (2003) também 

demonstraram uma diminuição significativa no número de flebotomíneos da espécie Lu. 

longipalpis na ilha de Margarita, Venezuela, após a borrifação intradomiciliar.  

No município de Belo Horizonte, a média de borrifações obtida entre os anos de 2001 

a 2009 foi de 115.383 procedimentos, perfazendo uma cobertura de 64%, contando que a 

média de borrifações programada para o período foi de 179.487 procedimentos. A meta 

estipulada pelo município era de realizar no mínimo 80% das borrifações programadas 

anualmente. Esta meta não 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 programação anual de controle 

químico, levando em conta uma série de fatores que interferiam na rotina de trabalho, além da 

indicação para o controle químico, que passou a ser realizada de forma seletiva, dando 

prioridade aos setores com maior concentração de cães soropositivos identificados nos 

inquéritos caninos censitários, sendo este mapeamento feito por técnicas de 

georreferenciamento. Mesmo com a reprogramação das metas, houve uma diminuição das 

borrifações 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 

doença (Fiuza et al., 2010).  

Ressalta-se que a descontinuidade das ações de controle vetorial compromete de 

maneira significativa as ações de prevenção e controle da LV no município, uma vez que o 

controle químico do vetor deve ser realizado de forma integrada ao manejo ambiental e às 

atividades de retirada do reservatório canino nas áreas de transmissão (Fiuza et al., 2010).  

Camargo-Neves (2004) enfatiza a importância do controle químico domiciliar associado ao 

saneamento urbano como medida de redução de vetores no ambiente intradomiciliar.  
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Santana Filho et al. (2012) observaram que a recusa dos proprietários foi principal 

motivo para a não realização do controle químico no interior das residências. Além disto, o 

maior número de casos da LVH foi observado em quarteirões onde houve recusa pelos 

proprietários em receber o serviço de controle químico. Foi verificado na prática do serviço de 

controle vetorial que as recusas ocorrem frequentemente pelo desconhecimento sobre a 

doença pelos moradores. Camargo- Neves (2004), Tauil (2006) e Silva et al. (2007b) 

sugeriram que a recusa da população seja um dos empecilhos para a implementação do 

controle químico vetorial no Programa de Controle da LV.  

3.5.2 Educação e Manejo Ambiental 

                          

 Sabendo-se da dificuldade em se controlar o vetor somente com a aplicação de 

inseticidas, recomenda-se também a realização do manejo ambiental, onde se altera as 

condições do ambiente para evitar que o vetor se prolifere. Ações como limpezas de terrenos, 

quintais, limpeza urbana, eliminação de resíduos sólidos orgânicos e destino adequado dos 

mesmos, eliminação de fonte de umidade, são indicadas como medidas de saneamento 

ambiental (Brasil, 2006). A efetividade destas ações depende de mudança de comportamento, 

sendo uma medida em que se espera resultados de médio e longo prazo (Oliveira et al., 2008).  

No estado de São Paulo, o diagnóstico ambiental, que consite na avaliação sobre as 

condições sanitárias de todos os imóveis da área urbana dos municípios, é realizado pelas 

equipes municipais responsáveis pelo controle de vetores. Durante a visita, os moradores são 

orientados sobre os cuidados com a manutenção dos quintais e jardins e com a criação de 

animais domésticos. Assim, a partir do diagnóstico, são selecionados os imóveis “de risco” e 

a limpeza é de responsabilidade do morador, com o apoio da prefeitura. Em áreas com 

prevalência da LVC ≥ 2%, as ações direcionadas a estes imóveis são intensificadas (reforço 

para manutenção do peridomicílio, visitas específicas para o acompanhamento das condições 

sanitárias); em área de ocorrência de casos humanos, preconiza-se que sejam intensificadas as 

ações de manejo ambiental, precedendo a realização do controle químico (Camargo-Neves et 

al., 2006).  

Estudos para o controle de flebotomíneos em áreas endêmicas para LT (reorganização 

e limpeza do peridomicílio e desinsetização de edificações) têm diminuído a frequência destes 

insetos no intra e peridomicílio (Teodoro et al., 1999; Teodoro et al., 2003; Teodoro et al., 

2004). Trabalhos realizados no Paraná, município de Doutor Camargo, visando o controle da 

LT, no período de 1998 a 2000, objetivaram avaliar o impacto da reorganização e limpeza do 

ambiente e desinsetização dos domicílios e abrigos de animais como medidas para reduzir a 
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população de flebotomíneos, comparando com os dados coletados no período de 1996 a 1997 

(Teodoro et al., 2003). Foi observada uma redução expressiva do número de flebotomíneos. 

Os resultados encontrados nesta mesma localidade nos anos de 2001 a 2002 foram 

comparados aos dois períodos anteriores, observando-se um aumento da média horária de 

insetos capturados, provavelmente devido à falta de regularidade das medidas propostas para 

o controle do vetor (Teodoro et al., 2007). Já nos anos de 2005 a 2006, houve uma queda na 

densidade de flebotomíneos em relação ao período 2001-2002, principalmente no domicílio 

(Reinhold-Castro et al., 2008). Os mesmos autores, no município de Jussara, Paraná, 

demonstraram que a reorganização e limpeza do peridomicílio em áreas endêmicas pode 

diminuir a população de flebotomíneos, diminuindo assim o risco de transmissão de 

Leishmania (Teodoro et al., 2004). Alguns autores demonstraram que áreas onde o solo é 

úmido e há matéria orgânica de origem vegetal e animal, existe a condição propícia para os 

criadouros dos flebotomíneos, logo para sua concentração no ambiente peridomiciliar 

(Forattini 1953, Casanova, 2001; Teodoro et al., 1999). 

Em Belo Horizonte, a associação do manejo ambiental ao controle químico é ainda um 

grande desafio, sendo estimulada por meio de orientação aos moradores e/ou articulação 

intersetorial, (Fiuza et al., 2010). Além disto, o nível de conhecimento da população sobre a 

doença é superficial, dificultando a implementação das práticas de controle da LV (Borges et 

al., 2008). 

Em 2005, um estudo realizado em Belo Horizonte e em duas cidades da RMBH, 

avaliaram o potencial de panfletos como meio de divulgação de informações sobre a LV, 

sendo respondido um questionário antes e após a leitura dos mesmos. O conhecimento dos 

profissionais de controle de zoonoses foi maior do que o dos demais participantes antes (90%) 

e após (96%) a leitura dos panfletos. O conhecimento geral da doença nas outras categorias 

variou de 45% a 72%, sendo que após a leitura dos panfletos houve um aumento expressivo; 

os níveis aumentaram para 71% a 92%. Antes da leitura, a menor proporção de acertos em 

todos os grupos foi relacionada aos sintomas da doença. Os panfletos se mostraram como uma 

boa ferramenta educacional, devido ao aumento das respostas corretas após sua leitura. Foram 

avaliados seis meses depois, 65 alunos que participaram deste estudo, e, utilizando-se o 

mesmo questionário, a porcentagem média das respostas corretas não variou quando 

comparada às respostas após a leitura imediata dos panfletos. Esta ferramenta normalmente é 

muito útil para os programas de controle da doença, mas devem ser inseridas no processo de 

educação continuada (Luz et al., 2005). 

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

nível de conhecimento e algumas atitudes preventivas em relação à LV. Foi observado que 
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50% dos indivíduos acometidos pela LV desconheciam completamente quando foram 

infectados, e apenas 1,2% conheciam o vetor. Em relação a estes indivíduos, 56,4% não 

praticam nenhum tipo de prevenção em relação à doença. Foi possível estimar que há uma 

diminuição de 1,94 vezes no risco de ocorrência da LV para pessoas que praticam algum tipo 

de medida preventiva, se comparadas àquelas que não praticam, sendo qualquer conhecimento 

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

 

4.1 Objetivo Geral 

 

 Conhecer os aspectos eco-epidemiológicos envolvidos na transmissão e controle da 

leishmaniose visceral no município de Belo Horizonte. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

1.  Determinar a fauna de flebotomíneos e o comportamento das espécies em relação à 

endofilia e exofilia das áreas selecionadas;  

 

2. Estabelecer a flutuação mensal de Lu. longipalpis e correlacioná-la com as variáveis 

climáticas umidade relativa do ar, temperatura e pluviosidade;  

 

3. Verificar por meio da flutuação mensal de Lu. longipalpis, o período do ano mais 

propício para intensificação das ações de controle (borrifação de inseticidas);  

 

4. Estudar a infecção natural dos espécimes capturados por meio de exame molecular e 

caracterizar a espécie de Leishmania circulante nos vetores;  

 

5. Determinar a taxa de soroprevalência da LVC nas áreas selecionadas;  

 

6. Identificar a infecção por Leishmania em diferentes amostras (baço, medula, linfonodo 

mesentérico e pele) dos cães soropositivos através de exames parasitológicos e 

moleculares;  

 

7. Avaliar o impacto das medidas de controle do vetor nas diferentes áreas propostas 

através do número mensal de flebotomíneos antes e após as medidas de controle 

empregadas (borrifação e manejo ambiental). 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Área de estudo 

 

O município de Belo Horizonte (19°55’15’’S, 43°56’16’’W) é a capital do estado de 

Minas Gerais, possui uma área de 331,4 Km2, com uma população de 2.375.151 habitantes, e 

segundo o censo do IBGE em 2010, é a sexta cidade mais populosa do país. Possui um índice 

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 municípios brasileiros (IBGE, 2010). 

Possui uma geografia diversificada, com morros e baixadas, e seu clima é tropical de altitude. 

É subdividido em nove áreas administrativas regionais, que coincidem com os nove distritos 

sanitários. O estudo foi realizado nas AA dos CS Salgado Filho (Distrito Oeste) e Miramar 

(Distrito Barreiro) (Figura 7). A escolha das áreas selecionadas teve como critério principal 

a última estratificação de risco epidemiológico (2004-2008), e são classificadas como de 

médio risco para transmissão de LVH (SMSA/BH). Também considerou-se as características 

de ocupação do espaço, existência e tipo de peridomicílio. Segundo o censo IBGE 2000, o 

Centro de Saúde Salgado Filho, possui 8.585 imóveis e uma população de 20.445 habitantes, 

sendo dividido em 163 quarteirões. O Centro de Saúde Miramar é dividido em 132 

quarteirões, possui 6.616 imóveis e uma população 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 intradomicílio) para a captura de flebotomíneos, com 

intervenções de controle diferenciadas: 

•Trecho 1 – área controle – foi realizado o inquérito canino censitário, eliminação dos 

reservatórios caninos reagentes e identificação das condições sanitárias dos domicílios e 

possibilidades de focos de Lu. longipalpis. 

•Trecho 2 – foi realizado o inquérito canino censitário, eliminação dos reservatórios caninos 

reagentes, borrifação residual e identificação das condições sanitárias dos domicílios e 

possibilidades de focos de Lu. longipalpis. 

•Trecho 3 – foi realizado o inquérito canino censitário, eliminação dos reservatórios caninos 

reagentes e manejo ambiental direcionado e identificação das condições sanitárias dos 

domicílios e possibilidades de focos de Lu. longipalpis.  

Em todas as áreas foram instaladas armadilhas do tipo HP para captura de 

flebotomíneos. A curva de flebotomíneos foi considerada o principal indicador, sendo que 

durante o primeiro período do projeto (setembro/2010 a junho2011), as coletas 

entomológicas foram realizadas sem as intervenções para o controle dos vetores (borrifação 
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de inseticida e manejo ambiental). No período seguinte (julho/2011 a agosto/2012), as coletas 

foram realizadas após as intervenções citadas. 

A

B

 

Figura 7- Mapa do município de Belo Horizonte e os distritos do estudo com seus 
respectivos Centros de Saúde: Oeste (A- Salgado Filho) e Barreiro (B- Miramar), e 
pontos de captura de flebotomíneos nos trechos do estudo: controle, borrifação e 
manejo. 
 

5.2 Estudo de flebotomíneos 

 

5.2.1 Captura de flebotomíneos 

 

As capturas entomológicas sistemáticas para o levantamento da fauna flebotomínica 

foram realizadas nas AA dos CS Salgado Filho e Miramar, durante o período de setembro de 

2010 a agosto de 2012.  Foram selecionadas 18 residências 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 e Y e a altitude do local. A escolha dos locais de 

captura foi baseada na ocorrência de casos humanos ou caninos da doença e o critério de 

inclusão foram as residências que possuíam condições favoráveis ao desenvolvimento e 

presença do vetor, como área sombreada, presença de animais domésticos, árvores frutíferas, 

e certa desorganização do ambiente. Para a realização das capturas foram utilizadas 

armadilhas luminosas do tipo HP (Pugedo et al., 2005) durante 3 noites consecutivas por mês, 
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sempre na primeira semana de cada mês. Foram selecionadas 3 residências em cada um dos 

trechos estudados e colocadas 2 armadilhas em cada uma, 1 no intradomicílio e outra no 

peridomícilio, distantes aproximadamente 30 metros uma da outra, expostas das 17:00 h às 

9:00 h da manhã seguinte, totalizando 36 armadilhas (18 no Salgado Filho e 18 no Miramar). 

As armadilhas foram instaladas de maneira sistemática e de forma pareada, para fornecer 

subsídios para os estudos de endofilia e exofilia (Anexo 9.2). 

O material entomológico foi encaminhado para triagem e processamento no 

Laboratório de Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou/CPqRR. Nos 1º, 2º e 3º 

dias de coleta, todos os machos foram acondicionados em tubos de hemólise contendo álcool 

70%. As fêmeas do 1º e 2º dias foram acondicionadas em tubos de hemólise contendo álcool 

70% e as fêmeas não ingurgitadas do 3º dia foram acondicionadas em tubos de 

criopreservação contendo DMSO 6% e congeladas a -20º C para posterior análise molecular 

(Nested PCR). 

 

5.2.2 Preparo, montagem e identificação de flebotomíneos 

 

Os flebotomíneos capturados foram preparados e montados em lâminas utilizando-se o 

líquido de Berlese para machos e fêmeas, de acordo com a técnica de Langeron (1949), 

modificada.  

Os flebotomíneos capturados foram identificados através do uso de descrições 

específicas, chaves taxonômicas e comparações com exemplares da coleção de referência 

(Coleção de Flebotomíneos do CPqRR). A classificação adotada foi a proposta por (Young & 

Duncan, 1994). As espécies Lu. sallesi e Lu. cortelezzii foram consideradas como complexo 

cortelezzii, devido à semelhança morfológica das fêmeas. A identificação somente ao nível de 

gênero foi realizada no caso de algum exemplar coletado não apresentar a integridade 

necessária para permitir sua identificação específica. 

As fêmeas capturadas para detecção de infecção natural foram dissecadas utilizando-se 

estiletes entomológicos, e foram retirados os últimos três segmentos abdominais e a cabeça, 

que foram montados entre lâmina e lamínula e identificados ao nível de espécie. O restante do 

flebotomíneo foi acondicionado em microtubos devidamente rotulados de acordo com os 

dados de coleta: bairro (AA), casa, armadilha, espécie, e armazenados a -20ºC para análises 

moleculares posteriores. Foram formados “pools” de até 10 flebotomíneos por tubo, de acordo 

com a espécie, sendo os “pools” formados por flebotomíneos da mesma espécie, mesmo mês 

de captura e mesma armadilha (ponto de captura). 
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5.2.3 Influência das variáveis climáticas no número mensal de flebotomíneos 

 

  Os dados climáticos de umidade relativa do ar (%), precipitação pluviométrica total 

(mm) e temperatura (ºC), referente ao período de estudo (09/2010 a 08/2012), foram obtidos 

junto ao Instituto Nacional de Metereologia – 5º Distrito Belo Horizonte, digitados no 

BDMEP, OMM: 83587, latitude: -19,93º; longitude: -43,93º e altitude: 915m. A estação está 

operante desde 03/03/1910. 

Para avaliar a influência das variáveis climáticas em relação ao número de 

flebotomíneos da espécie Lu. longipalpis capturados foram utilizados os dados climatológicos 

do município e a os números mensais de Lu. longipalpis capturados durante o período de 

estudo. Os valores médios dos dados climáticos e seus respectivos desvios padrão foram 

calculados por ano. Os meses com índice de precipitação pluviométrica mais elevado e mais 

baixo que a média anual foram considerados chuvosos ou secos, respectivamente. Para fins de 

comparação, os dados foram normalizados, tomando o valor mais elevado de precipitação 

pluviométrica, bem como o maior número de Lu. longipalpis capturados em cada ano como 

100% para cada variável. 

 

5.2.4 Extração de DNA das fêmeas capturadas para detecção de infecção natural  

 

 A extração de DNA das fêmeas de flebotomíneos foi realizada em “pools” de número 

variável, de acordo com a espécie de flebotomíneo, para a detecção da infecção por 

Leishmania spp. 

 As fêmeas foram dissecadas para a confirmação da espécie, e agrupadas em “pool” de 

até 10 indivíduos da mesma espécie e colocadas em microtubos de fundo cônico, para a 

extração de DNA. A extração para detecção de infecção natural foi realizada através do Kit de 

Extração de Tecidos e Células da GE Amersham Biosciences e armazenados a -20º C para 

posterior utilização.  

 

5.2.5 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) de gene constitutivo de flebotomíneo 

(cacofonia) 

 

Para a confirmação da extração de DNA das fêmeas foi utilizado um par de iniciadores 

que amplificam a região IV S6 do gene constitutivo específico (cacofonia) de flebotomíneos 

neotropicais do gênero 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 amplificação 

do gene constitutivo foi realizada em equipamento termociclador automático (Applied 

Biosystems Veriti TM Thermal Cycler). O mix para a reação foi feito utilizando um kit para 

PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare) que contêm aproximadamente 2,5 

unidades de PureTaqTM DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCl (ph 9,0), 50 mM KCl, 1,5 mM 

MgCl2, 200 µM 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 água MilliQ. Preparados 

os tubos, foram adicionados 2 ul de DNA (cerca de 10 ng/ml). O programa de amplificação 

utilizado foi: 94°C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificação, 94 º C por 30 

segundos, 55º C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos e uma extensão final de 72°C por 10 

minutos e resfriamento a 4ºC. A cada conjunto de reação de PCR foi incluído um controle 

negativo, utilizando H2O destilada estéril como “template”, e um controle positivo, contendo 

DNA purificado de flebotomíneo do gênero Lutzomyia. 

 

5.2.6 Detecção de infecção natural de flebotomíneos por Leishmania spp.  

 

Para determinar a taxa de infecção natural, as amostras de DNA extraídas dos “pools” 

de fêmeas de flebotomíneos foram analisadas através da técnica Nested PCR (LnPCR) 

dirigida ao gene SSUrRNA, que amplifica um fragmento deste gene que é uma região 

conservada entre todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 2002, 

2006). 

Esta metodologia, adaptada e modificada de Cruz et al. (2002) foi realizada a partir de 

uma amplificação 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 amplificação de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a 

partir do produto amplificado da primeira reação, utlizando-se os iniciadores R3: 5´ TCC 

CAT CGC AAC CTC GGT T 3´ e R4: 5´ AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3´. 

O mix para a reação foi preparado para um volume final de 25 ul utilizando um kit 

para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare) que contêm aproximadamente 

2,5 unidades de PureTaqTM DNA Polymerase, 10 mM Tris-HCl (ph 9,0), 50 mM KCl, 1,5 

mM MgCl2, 200 µM 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 água MilliQ. 

Preparados os tubos, foram adicionados 10 μl de DNA (cerca de 10 ng/ml). Em tubos 

contendo 1 ml de H2O foram diluídos 25 μl de produto da primeira reação, 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 μl contendo 10 μl do produto amplificado diluído. 

A amplificação foi processada em aparelho termociclador automático (Applied 

Biosystems Veriti TM Thermal Cycler) utilizando o seguinte ciclo para a primeira reação: 

desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos, seguido de 35 repetições de: desnaturação a 94ºC 

por 30 segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC por 30 segundos. 

Para a segunda reação, o ciclo se deu com desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos, seguido 

de 30 repetições de: desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 65ºC por 30 

segundos e extensão a 72ºC por 30 segundos. A extensão final foi a 72ºC por 5 minutos para 

ambas as reações e resfriamento a 4ºC. 

Em todas as reações foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA extraído de 

cultura de Le. infantum, e como controle negativo foi utilizado H2O destilada estéril como 

“template”. 

 

5.2.7 Análise dos produtos amplificados pela PCR  

 

Os produtos amplificados pelas PCR’s utilizando iniciadores que amplificam 

fragmentos do gene constitutivo de flebotomíneos (cacofonia) e do gene do SSUrRNA foram 

analisados através de eletroforese em gel de agarose 2% corados com brometo de etídio e 

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

 

5.2.8 Sequenciamento para determinação da espécie de Leishmania spp. 

 

 Para a identificação das espécies de Leishmania presente nos flebotomíneos, foi 

realizado o sequenciamento do produto amplificado pela segunda reação da LnPCR 

(fragmento esperado de aproximadamente 353pb). 

 Todas as bandas de 353 pb com intensidade considerável foram cortadas e purificadas 

utilizando o kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), de acordo com as 

especificações do fabricante. O produto amplificado e purificado, eluído em 20 μl de H2O 

destilada e estéril foi utilizado como “template” para outra reação de PCR, anterior ao 

processo de sequenciamento.  

A reação de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final de 10 μl, 

formada por 1 μl do PRE MIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 μl de Tampão do 

BigDye, 1 μl dos iniciadores (R3 e R4 para Leishmania) na concentração de 3,2 pmol,  5 μl de 

H2O e cerca de 1 μl do produto purificado. Este mix foi colocado em um termociclador com o 
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seguinte programa: 94ºC por três minutos, seguido de 30 ciclos de: 96ºC por um segundo, 

65ºC por 5 segundos (esta temperatura depende da temperatura de anelamento do iniciador 

utilizado) e 60ºC por quatro minutos. O sequenciamento propriamente dito foi posteriormente 

realizado em sequenciador automatizado ABI 3730 (Life Technologies) pela Rede de 

Plataformas Tecnológicas do Centro de Pesquisas René Rachou/ Fiocruz.    

O alinhamento das sequências editadas foram comparadas com as três principais 

espécies de interesse na área de estudo, depositadas no GenBank: Le. braziliensis, Le. 

amazonensis e  Le. infantum. A análise bioinformática das sequências obtidas foi realizada 

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

a edição e o alinhamento das sequências estudadas. Isto nos permitiu identificar a espécie de 

Leishmania circulante nos vetores e reservatórios domésticos.  

 

5.2.9 Cálculo da taxa mínima de infecção natural 

  

 Por estarem acondicionados em “pools”, a taxa mínima de infecção natural para a 

espécie de flebotomíneo foi calculada pela seguinte fórmula (Paiva et al., 2006): 

 

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

N° total de indivíduos da espécie         

 

5.2.10 Controle Químico e Manejo Ambiental 

 

O controle químico foi realizado nas áreas selecionadas com dois ciclos de borrifação 

em 2011 com intervalo de três meses, sendo o primeiro em julho e o segundo em novembro. 

Em maio de 2012, um novo ciclo de borrifação foi realizado. Os ciclos foram realizados em 

área delimitada, envolvendo 16 quarteirões (954 imóveis) na AA do CS Miramar, onde foram 

borrifadas 400 casas durante o projeto, e 17 quarteirões (1.148 imóveis) da AA do CS 

Salgado Filho, onde foram borrifadas 320 casas.  

 A metodologia utilizada baseou-se nas recomendações do Ministério da Saúde, 

consistindo na aplicação de inseticidas de ação residual da classe dos piretróides 

(alfacipermetrina) no peri e intradomicílio. As paredes internas e externas dos imóveis e os 

abrigos de animais ou anexos recebem, pela técnica de painel, a impregnação dos inseticidas 

por meio de equipamentos de compressão constante (pulverizadores costais manuais). 

O manejo ambiental foi executado em área delimitada, envolvendo 12 quarteirões (984 

imóveis) da AA do CS Miramar e 25 quarteirões (886 imóveis) da AA do CS Salgado Filho. 
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A ação de manejo ambiental foi realizada nos meses de outubro de 2011 e março de 2012, 

concomitantemente nos trechos das AA dos CS Miramar e Salgado Filho.  

Foram realizados mutirões de limpeza, com a retirada de material das casas (excluindo 

entulho de construção) que favorecesse condições para a proliferação dos flebotomíneos. 

Panfletos para orientação à população foram distribuídos com o objetivo de retirar qualquer 

tipo de matéria orgânica 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 Superintendência de Limpeza Urbana (SLU). Em caso de áreas públicas e 

condições críticas de transmissão da leishmaniose o Serviço de Limpeza Pública Urbana foi 

acionado. No mutirão de outubro/2011, foram recolhidas 10 toneladas e 19 toneladas de 

materiais, e em março/2012 foram retiradas 12 toneladas e 9 toneladas de materiais, 

respectivamente, nos trechos do Miramar e Salgado Filho. 

As armadilhas de captura de flebotomíneos foram instaladas durante os 24 meses do 

desenvolvimento do projeto em todos os trechos das microáreas estudadas, a fim de, através 

do número mensal de flebotomíneos capturados, avaliar o impacto das medidas de controle 

nas diferentes áreas propostas (trechos 2 e 3).  

 

5.2.11 Análise estatística 

 

A influência das variáveis climáticas sobre a densidade populacional de Lu.  

longipalpis foi avaliada e os resultados expressos pelo coeficiente de correlação de Spearman, 

para cada par de variáveis. 

Em relação aos dados das ações de controle, a transformação logarítmica foi utilizada 

a fim de normalizar os dados, aplicando-se a fórmula log (n+1) (Sampaio, 2007). Para a 

análise dos trechos, foram realizados os testes estatísticos paramétricos de análise de variância 

(ANOVA) e o teste “t” de Student não pareado bicaudal, com correção de Welch. Estas 

análises foram feitas com intervalo de confiança de 95%. 

Os “outliers” foram confirmados pelo método de Grubbs, que avalia a presença de 

valores extremos em observações amostrais. Foi usado o alpha máximo (0.0001) que 

identifica o outlier com o mínimo de incerteza. 

Como as ações de controle (borrifação e manejo ambiental) não foram realizadas nos 

mesmos meses, sendo dois ciclos de manejo e três ciclos de borrifação, os dados foram 

tratados como período pré-ação e pós-ação. 

Os seguintes códigos foram utilizados para representar as análises estatísticas 

temporais: 
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- Trecho borrifação: pré-borrifação (período P1), compreende os meses antes de 

qualquer ação de borrifação (10); pós-borrifação (período P2), compreende os meses a partir 

da primeira ação de borrifação (14). 

- Trecho manejo: pré-manejo (período P1’), compreende os meses antes de qualquer 

ação de manejo (13) e pós-manejo (período P2’), compreende os meses a partir da primeira 

ação de manejo (11). 

Os seguintes códigos foram estabelecidos para o trecho controle: 

- Controle P1: trecho controle, nos meses correspondentes ao período pré-borrifação 

(P1). 

- Controle P2: trecho controle, nos meses correspondentes ao período pós-borrifação 

(P2). 

- Controle P1’: trecho controle, nos meses correspondentes ao período pré-manejo 

(P1’). 

- Controle P2’: trecho controle, nos meses correspondentes ao período pós-manejo 

(P2’). 

Toda a análise estatística foi realizada utilizando o software Prism 6 (GraphPad Inc., 

EUA) com 5% de nível de significância. 

 

5.3 Estudo da leishmaniose visceral em cães 

 

5.3.1 Procedimentos éticos 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Fundação Oswaldo Cruz (CEUA / FIOCRUZ) com a licença de número LW-21/11 

(protocolo no. P-85/10-2). Todos os procedimentos seguiram as normas técnicas 

estabelecidas pelo Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV resolução no. 

714/2002). A eutanásia 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 Saúde. Os proprietários de cães 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 biópsia. 
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5.3.2 Coleta das amostras para o diagnóstico sorológico 

 

Foram realizados 3 inquéritos sorológicos censitários na população 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 servirão de base 

para a determinação da taxa de infecção canina após as intervenções de controle programadas.  

Os cães soropositivos provenientes do inquérito sorológico canino realizado em 2011 

foram utilizados para fins deste estudo. Neste ano, no total, foram examinados 799 e 609 cães 

nos CS Salgado Filho e Miramar, respectivamente. Foram selecionados para a necrópsia e 

posterior realização dos diagnósticos parasitológico e molecular, uma amostra de 51 cães dos 

CS Salgado Filho e Miramar, de ambos os sexos e de raças variadas. Todos os cães tinham o 

diagnóstico sorológico positivo para LVC. Foi realizada uma avaliação clínica dos cães por 

um médico veterinário, e estes foram classificados em dois grupos: assintomáticos e 

sintomáticos. A eutanásia foi realizada conforme normas preconizadas pelo Ministério da 

Saúde. A presença de ectoparasitos, bem como os achados de necrópsia foram observados e 

anotados em ficha clínica individual, e posteriormente, as informações foram organizadas em 

um banco de dados contendo: número do cão, nome, sexo, localidade, diagnóstico clínico e 

sinais clínicos (Anexos 9.5 e 9.6). 

As amostras de sangue foram coletadas por punção na veia marginal auricular e 

transferidas, por capilaridade, para lâminas de papel de filtro. As lâminas foram separadas por 

papel celofane, para evitar a contaminação das amostras, e devidamente identificadas com o 

nome do animal, código da amostra e data de coleta. No momento da coleta, foram utilizados 

os formulários de rotina do Programa de Controle da LV de Belo Horizonte: Boletim Diário 

de Inquérito Canino com identificação das amostras, responsável pela coleta, nome e 

endereço dos proprietários e nome do cão; Protocolo de Coleta de Sangue para LV contendo 

código da amostra, dados do proprietário e dados do cão. Após a coleta o material foi enviado 

para o Laboratório de Zoonoses da SMSA de Belo Horizonte. Foram realizados, como 

métodos diagnósticos, 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 diagnóstico sorológico foi realizado no laboratório de Zoonoses da 

Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. 

Cães que apresentaram valores de absorbância iguais ou superiores a três desvios- 

padrões do ponto de corte do resultado do controle negativo para ELISA e que foram 

positivos a uma diluição ≥ 1:40 na RIFI foram considerados soropositivos para LV, de 
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acordo com os parâmetros de diagnóstico adotados pelo MS. A retirada dos cães infectados 

foi realizada no prazo de 10 dias úteis a partir do resultado do exame, mediante o 

agendamento prévio, assinatura do TCLE e o recolhimento domiciliar pelo CCZ de Belo 

Horizonte.  

Para os cães indeterminados (ELISA positivo e RIFI duvidoso), foi orientado que o 

exame fosse feito novamente 45 dias após a primeira coleta. No caso dos cães “monitorar” 

(ELISA positivo e RIFI negativo), a segunda coleta foi realizada em certas situações, quando 

os cães eram sintomáticos, por solicitação do proprietário ou quando havia alguma demanda 

específica do distrito. 

 

5.3.3 Necrópsia dos cães soropositivos e coleta das amostras biológicas 

 

Para os estudos parasitológicos e moleculares, foram necropsiados 26 cães do CS 

Miramar e 25 cães do CS Salgado Filho, de acordo com o seguinte protocolo: primeiramente 

foi realizada uma inspeção ectoscópica objetivando preencher um boletim epidemiológico, 

onde os cães foram caracterizados quanto aos sinais clínicos sugestivos de LVC e definido o 

status clínico (assintomático e sintomático) de cada um, baseado na ausência ou presença de 

sinais sugestivos da infecção por Leishmania. Após o exame clínico, os cães foram 

anestesiados com Thiopentax® e foi realizada a coleta de sangue na veia radial. 

Posteriormente, foi feita a tricotomia do local e realizada a punção de medula óssea. Para a 

punção foi feita a assepsia do local com álcool 70% e em seguida introduzida a agulha na 

região da articulação fêmur-tíbio-patelar, perfurando o intercôndilo da crista tibial.   

Após obtidas as amostras de sangue e medula, os cães foram eutanasiados através de 

uma injeção letal à base de solução saturada de cloreto de potássio (KCl). Confirmado o óbito, 

foram iniciados os procedimentos de necrópsia. 

Com uma amostra de cada tecido (baço, linfonodo, pele e medula), foram 

confeccionados dois esfregaços por aposição em lâminas de microscopia para posterior 

realização do exame direto. Os tecidos foram armazenados em microtubos a -20º C para 

realização de diagnóstico molecular (Nested PCR). O restante da amostra de medula óssea foi 

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

 
Após realização da necrópsia, as 51 amostras de medula foram colocadas em meio de 

cultura ágar 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 manutenção 

das cepas. 

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

e posteriormente para “erlenmeyers”, possibilitando assim a obtenção da massa de 

promastigotas. As mesmas foram armazenadas a -20ºC para análises moleculares e a -70% 

para análises bioquímicas, se necessário.  

 

5.3.5 Pesquisa dos parasitos em esfregaços corados 

 

A pesquisa de formas amastigotas de Leishmania foi realizada por exame do esfregaço 

por aposição em lâmina dos tecidos coletados e do aspirado de medula óssea. As amostras 

foram coradas utilizando-se Giemsa e analisadas por microscopia óptica. O critério de 

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

 

5.3.6 Extração de DNA de tecidos e medula óssea 

 

Os fragmentos de pele, linfonodo mesentérico e baço foram processados usando o kit 

de isolamento de DNA de células e tecidos Genomic PrepTM (GE Healthcare). Para extração 

de DNA de medula óssea e sangue foi utilizado o Kit de Cromatografia em Coluna - GFXTM 

Genomic Blood DNA Purification (GE Healthcare), conforme especificações dos fabricantes. 

 

5.3.7 Diagnóstico molecular (Reação em Cadeia da Polimerase) 

 

A pesquisa de DNA do parasito foi realizada nas amostras de tecidos (baço, linfonodo 

mesentérico, pele e medula óssea), utilizando a técnica de LnPCR e posteriormente o 

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

flebotomíneos. 
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5.3.8 Análise estatística 

 

A metodologia padrão de sorologia RIFI/ELISA para LVC foi considerada referência, 

sendo selecionados somente cães positivos no teste sorológico, portanto a performance dos 

testes diagnósticos adicionais foi avaliada em relação a ele. Utilizamos como medida de 

desempenho para comparar os desempenhos dos testes a acurácia (total de classificações 

corretas) que nesse caso, de ausência de casos negativos para o padrão ouro, equivale à 

sensibilidade. O termo co-positividade (sensibilidade relativa) foi utilizado, considerando que 

o padrão empregado foram outros testes considerados de referência para a doença. 

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 cães – sintomáticos e 

assintomáticos- e a positividade dos tecidos pela LnPCR foram comparadas pelo teste exato 

de Fisher. O teste de Mann- Whitney foi empregado para comparar o número de testes 

positivos nos três testes, nos grupos sintomático e assintomático. 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Prism 6 (GraphPad Inc., 

EUA) com 5% de nível de significância. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1  Flebotomíneos 

 

6.1.1 Fauna 

 

A fauna de flebotomíneos durante os 24 meses de estudo foi constituída de 5.194 

espécimes, distribuída em 7 espécies, sendo 2 espécies pertencentes ao complexo cortelezzi, 

Lu. sallesi (Galvão & Coutinho, 1939) e Lu. cortelezzii (Brèthes, 1923). As fêmeas destas 

espécies são morfologicamente indistinguíveis, logo a identificação foi realizada associada 

aos machos capturados na mesma coleta. A fauna flebotomínica foi a seguinte: complexo 

cortelezzii, Lu. intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Lu. ischyracantha Martins, Falcão & 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 fêmeas 

(11,80%) (Tabela 2).  

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

Espécie Macho Fêmea 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 índice desta espécie (95,73%). Dos 5014 exemplares de Lu. longipalpis capturados, 

4516 (90,07%) eram machos e 498 (9,93%) eram fêmeas (Tabela 3).  Quanto ao 

comportamento de Lu. longipalpis, 597 (11,91%) foram capturados no intradomicílio e 4417 

(88,09%) no peridomicílio (Figura 9).  
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Figura 8- Porcentagem de Lu. longipalpis em relação às demais espécies capturadas, 
utilizando armadilha luminosa HP, nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, 
Minas Gerais Brasil. Período do estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012. 
 
 
Tabela 3 -Número de Lu. longipalpis capturados, utilizando armadilha luminosa HP, de 
acordo com o sexo, nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais 
Brasil. Período do estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012. 
 

Áreas de 
abrangência  

Machos Fêmeas Total % 

Salgado Filho 4368 432 4800 95,73 

Miramar 148 66 214 4,27 

Total 4516 498 5014 100 

% 90,07 9,93 100  

  
 

 

Figura 9- Porcentagem de Lu. longipalpis em relação ao comportamento (endofilia e 
exofilia) capturadas utilizando armadilha luminosa HP nos CS Salgado Filho e 
Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Período do estudo: setembro de 2010 a 
agosto de 2012. 
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A relação de Lu. longipalpis capturados mensalmente de acordo com as áreas de abrangência 

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

durante os meses de estudo.  

 

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

Ano Mês 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 

Mar 
Abr 
Mai 
Jun 

155 
226 
257 
172 
46 

14 
3 
14 
7 
2 

169 
229 
271 
179 
48 

 Jul 
Ago      

10 
49 

5 
3 

15 
52 

Total  4800 214 5014 
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6.1.2 Influência das variáveis climáticas na população de flebotomíneos 

 

Durante os dois anos do estudo, a temperatura oscilou de 24ºC a 31ºC, com uma média 

de 27 +/- 1,6ºC. A umidade relativa do ar variou entre 48 a 78%, com média de 63 +/- 7,8%. 

As maiores variações ocorreram na precipitação 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 correlações positivas entre as densidades populacionais mensais de 

Lu. longipalpis e as três variáveis climáticas com coeficientes de correlação de 0,4177 para 

precipitação, 0,5430 para temperatura e 0,3480 para umidade. Contudo, foi verificada uma 

diferença significativa somente para precipitação (p = 0,0422) e temperatura (p = 0,0061). 

Devido aos menores coeficientes de variação observados para umidade (12,3%) e temperatura 

(5,9%), e à estreita relação entre umidade e precipitação, somente a precipitação 

pluviométrica anual foi levada em consideração para a análise. Entre os três períodos 

observados, a variação da precipitação pluviométrica foi pequena, e a concentração das 

chuvas ocorreu normalmente nos mesmos meses destes anos. Cinco meses chuvosos (outubro, 

novembro, dezembro, janeiro e março), e sete meses de seca foram bem identificados em cada 

ano (Figura 10). O número de Lu. longipalpis claramente aumentou após os picos de 

precipitação pluviométrica (Figura 11).   

 

Figura 10- Índice pluviométrico total no período de setembro/2009 a agosto/2012 nos CS 
Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Período do estudo: 
setembro de 2010 a agosto de 2012. 
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Figura 11- Índice pluviométrico e flutuação populacional de Lu. longipalpis no período 
de setembro/2010 a agosto/2012 nas áreas de abrangência estudadas, nos CS Salgado 
Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil.  
 
 
6.1.3 Detecção de DNA de Leishmania spp. 

 

Foram selecionadas 152 fêmeas de flebotomíneos para a pesquisa de infecção por 

Leishmania spp., distribuídas em 93 “pools”. A Tabela 5 resume as taxas de infecção por 

Leishmania e a identificação das espécies nas amostras de Lutzomyia testadas. A positividade 

para Leishmania spp. significa que não foi possível identificar a amostra a nível específico. A 

preparação dos “pools” foi aplicável para as espécies Lu. longipalpis e Lu. whitmani; em 

relação às demais espécies, as amostras foram analisadas individualmente (Tabela 5). Através 

da técnica de cacofonia (gene constitutivo do DNA de flebotomíneos), foi possível obter o 

fragmento de 220 pares em todas as amostras, validando tanto o processo de extração como os 

resultados negativos (Figura 12). 
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M        CP      CN        1          2        3          4          5          6        7         8          9        10    11     

M        12         13       14       15        16       17        18       19       20        21       22        CN       CP

~220 PB

~220 PB

 

Figura 12- Produtos de amplificação de DNA de flebotomíneos obtidos com iniciadores 
para o gene da cacofonia, visualizados após eletroforese em gel de agarose a 2% corado 
pelo brometo de etídio. Canaletas: M- Marcador de peso molecular 100 pb; Amostras: 1 
a 22. Controle Positivo da Reação (Lu. longipalpis). CN: Controle Negativo a Reação 
(sem DNA). 

 
 

O DNA de Leishmania spp. foi detectado em 29 dos 93 “pools” de flebotomíneos, 

sendo possível demonstrar o fragmento de 353 pares de base através da técnica de LnPCR 

(Figura 13). 

Através do alinhamento das sequências de DNA das amostras positivas para 

Leishmania spp. com as depositadas no GenBank, foi confirmada a presença 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 

flebotomíneo, 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 mínima de infecção 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 relação à Le. infantum foi de 16,7%. Apenas 1 espécime de Lu. 

lloydi foi capturado, sendo este, positivo. Além disto, em dois “pools”, correspondentes às 

espécies Lu. longipalpis e complexo cortelezii não foi possível identificar a espécie de 

Leishmania. 

 

 
 

~220 pb

~220 pb



81 
 

Tabela 5 - Espécies de flebotomíneos capturados para detecção de DNA de Leishmania 
spp., nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Período do 
estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012. 

Espécies

Capturadas Por amostra Le. infantum Le. braziliensis Leishmania sp.

cortelezzii  complex 10 1 1 0 1

Lu. intermedia 1 1 0 0 0

Lu. lloydi 1 1 1 0 0

Lu. longipalpis 138 1 a 10 23 2 1

Lu. whitmani 2 2 0 0 0

Total 152 25 2 2

Número de amostras positivas para cada espécie de Leishmania

93

Número de fêmeas Número de

10

1

1

80

1

amostras

 

 

1       2         3        4         6         7         8         9      10      11         12      13       14       15    17      18       CP     CN      M 

353 PB

 
Figura 13- Exemplo de produtos de amplificação de DNA de flebotomíneos obtidos com 
iniciadores para o gênero Leishmania (SSUrRNA), visualizados após eletroforese em gel 
de agarose a 2% corado pelo brometo de etídio. Canaletas: M- Marcador de peso 
molecular 100 pb; Amostras: 1 a 18;  CP- Controle Positivo da Reação (Le. 
braziliensis/M2903); CN- Controle Negativo da Reação (sem DNA). 
 

 
6.1.4 Controle Químico e Manejo Ambiental 

 

O gráfico seguinte mostra os trechos controle, borrifação e manejo, com os 48 pontos 

referentes a cada mês do estudo (2 anos). Análise de variância (ANOVA) mostrou diferença 

significativa entre as médias dos três trechos (p = 0.0248) (Figura 14). 

No trecho borrifação, quando os dados por casa foram analisados, a casa 6 foi 

considerada um “outlier”. Logo, a casa 6 foi substituída por uma casa fictícia, que considerou 

o número de flebotomíneos capturados como a média das duas outras casas do mesmo trecho.  

Quando comparamos os trechos dois a dois não foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre as médias dos trechos borrifação e controle (p= 0.161), 

embora visualmente observamos uma tendência de queda no número de flebotomíneos 

capturados. Já entre os trechos manejo e controle (p=0,002) e manejo e borrifação (p= 0,047) 

houve uma diferença estatisticamente significativa entre as médias, indicando que a ação 

manejo foi eficiente na redução da população de flebotomíneos. 

353 pb 
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Figura 14- Gráfico referente aos meses dos trechos controle, borrifação e manejo, nos 
CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, Minas Gerais Brasil. Período do estudo: 
setembro de 2010 a agosto de 2012. 
 
 

Quando os períodos dos trechos controle (P1, P2, P1’ e P2’) e os períodos pré-ação 

(pré-borrifação P1 e pré-manejo P1’), foram analisados em conjunto (ANOVA), não houve 

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

Quando apenas o trecho pós borrifação foi incluído na análise (comparação de sete 

trechos por ANOVA), a diferença entre as médias manteve-se não significativa (p= 0.062). 

Entretanto, a substituição do trecho pós-borrifação pelo trecho pós-manejo, no mesmo tipo de 

análise (comparação de sete trechos por ANOVA), gerou diferença significativa entre as 

médias (p=0.021) (Figura 15).  
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Confirmando a análise global anterior, na qual foram comparados os três trechos, as 

ações de manejo ambiental mostraram uma redução estatisticamente significativa na 

população de flebotomíneos. 

 

Figura 15- Gráfico referente aos trechos controle, pré-tratamento e pós-tratamento 
(borrifação e manejo ambiental), nos CS Salgado Filho e Miramar, Belo Horizonte, 
Minas Gerais Brasil. Período do estudo: setembro de 2010 a agosto de 2012. 
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6.2 Cães 

 

6.2.1  Determinação da taxa de soropositividade canina 

 

A Tabela 6 mostra o total de cães examinados nos inquéritos de 2010, 2011 e 2012 

nos CS do estudo, para determinação da prevalência da LVC. No CS Miramar a prevalência 

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 prevalência foi de 4,88%, 2,25% e 4,20% nos anos 

de 2010, 2011 e 2012, respectivamente. As taxas médias de prevalência 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 diferença 

estatisticamente significativa da prevalência da LVC ao longo dos anos. Os cães soropositivos 

do inquérito de 2011 foram recolhidos para fins deste estudo (n=41), sendo que 10 cães 

indeterminados, deste mesmo ano, se positivaram em uma segunda coleta e foram incluídos 

na amostra, totalizando 51 cães. Um total de 1418 cães foram examinados em 2011, 

apresentando uma soroprevalância de 3,6%.  

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

 
 

p valor < 0,01

p valor < 0,01
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6.2.2  Pesquisa direta e indireta do parasito 

 

Dentre os 51 cães presentes na amostra, 28 foram classificados como sintomáticos, e 

23 como assintomáticos. Na realização dos exames parasitológicos diretos para LVC, 

Leishmania spp. foi detectada em 37 (72,5%) das 51 amostras, tanto da técnica de aposição 

em lâmina como de mielocultura, sendo que não necessariamente os mesmos animais foram 

positivos em ambos os exames (Tabela 7). Foi considerado parasitológico final, quando a 

amostra era positiva por um ou outro exame parasitológico, perfazendo 90,2% dos cães. 

No diagnóstico molecular, as amostras de baço, submetidas à LnPCR apresentaram 

100% de co-positividade com RIFI/ELISA, em ambas as condições clínicas. Os resultados da 

técnica de aposição em lâmina não apresentaram diferença estatisticamente significativa para 

os dois grupos clínicos (p= 1,000). Já a mielocultura apresentou 89,3% de co-positividade 

para os cães sintomáticos, comparado com 52,2% dos assintomáticos (p=0,0045) (Tabela 8).  

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

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

 

Tabela 7 - Tabela de contingência das co-positividades (sensibilidade relativa) de testes 
diagnósticos de LVC. A referência foi o resultado RIFI/ELISA, adotado pelo Programa 
de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saúde, no período 
do estudo. 
 

No. % No. %

Negativo ‐ ‐ 0 0

Positivo ‐ ‐ 51 100

Negativo ‐ ‐ 14 27.5

Positivo ‐ ‐ 37 72.5

Negativo ‐ ‐ 14 27.5

Positivo ‐ ‐ 37 72.5

Imprint

Mielocultura

Teste

IFAT‐ELISA

Negativo Positivo

Ln PCR

RIFI

Aposição 
em lâmina
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Tabela 8– Tabela de contingência das co-positividades de testes diagnósticos de LVC de 
acordo com o grupo clínico. A referência foi o resultado RIFI/ELISA, adotado pelo 
Ministério da Saúde no período do estudo (2010-2012). A LnPCR para o baço, 
apresentou 100% de co-positividade em ambos os casos, e não foi incluído. 

 
 

O diagnóstico molecular, realizado através da LnPCR com amostras de pele, 

linfonodo, medula óssea e baço, mostrou positividade em 100% das amostras de baço. Para os 

demais tecidos as respectivas positividades foram: 80% para medula óssea, 69% para pele e 

57% para linfonodo. A diferença da positividade se mostrou estatisticamente significativa 

quando o linfonodo foi comparado com a medula óssea (p= 0,001) e pele (p= 0,031), mas não 

na comparação entre medula óssea e pele. Houve diferença estatisticamente significativa entre 

o grupo de sintomáticos e assintomáticos para pele (p= 0,034) e linfonodo (p= 0,026) (Figura 

16).  

 

              

Teste Assintomático  Sintomático  p-valor 

Técnica de 
aposição em 
lâmina 

Negativo       6    26.1%    8   28.6%   
1.000 

Positivo  17    73.9%   20   71.4%   

Mielocultura      
Negativo 11    47.8%         3    10.7%    

0.0045 
Positivo 12    52.2%    25    89.3%   
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p< 0,05

p< 0,05  

Figura 16- Distribuição da frequência absoluta do teste de PCR por tecido, de acordo 

com o grupo clínico. O estudo foi desenvolvido nos CS Miramar e Salgado Filho, 

município de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Período do estudo: setembro de 2010 

a agosto de 2012. 
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6.2.3  Comparação entre os testes diagnósticos 

 

Foram comparados os resultados dos três exames diagnósticos realizados para LVC, 

dois baseados na visualização do parasito (técnica de aposição em lâmina e mielocultura) e 

um molecular (LnPCR). Dos 51 animais testados, 28 (54,9%) foram positivos para os três 

exames. 18 cães (35%) foram positivos para o exame molecular e para um dos testes 

parasitológicos. Em 5 cães (9,8%), não se conseguiu demonstrar a presença do parasito, sendo 

positivos somente para o teste molecular (Figura 17). Apesar do número pequeno da amostra 

impedir uma análise estatística mais apurada, houve uma tendência dos cães sintomáticos 

apresentarem um maior número de testes positivos para LV.  

LnPCR LnPCR e 
imprint ou 
mielocultura

Número de testes diagnósticos positivos

LnPCR e
imprint e 

mielocultura

 

Figura 17- Frequência cumulativa absoluta dos testes molecular, técnica de aposição em 
lâmina e mielocultura em cães soropositivos (RIFI/ELISA) para LV, de acordo com o 
grupo clínico. O estudo foi desenvolvido nos CS Miramar e Salgado Filho, município de 
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Período do estudo: setembro de 2010 a agosto de 
2012. 
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O número médio de exames positivos por cão analisado foi de 2,44.  Quando o grupo 

clínico de cães foi analisado separadamente, o número médio diminuiu para 2,261 ± 0,689 no 

grupo assintomático e aumentou para 2,607 com um desvio padrão de 0,629 no grupo 

sintomático. A diferença no total dos exames positivos, de acordo com o grupo clínico, não 

foi estatisticamente significativa (p=0,066) (Figura 18).  
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Figura 18- Número de diagnósticos positivos de acordo com o grupo clínico de cães 
soropositivos (RIFI/ELISA) para LV.  O estudo foi desenvolvido nos CS Miramar e 
Salgado Filho, município de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Período do estudo: 
setembro de 2010 a agosto de 2012. 
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A Figura 19 compara os métodos diagnósticos utilizados no estudo na amostra de 51 

cães soropositivos para LVC. A LnPCR foi capaz de detectar o DNA do parasito em 100% 

das amostras, enquanto a técnica de aposição em lâmina e mielocultura detectaram o parasito 

igualmente em 72,5% dos cães. Através do exame clínico, 28 cães (55%) foram classificados 

como sintomáticos.  

 

Figura 19- Comparação entre testes diagnósticos de cães sintomáticos e assintomáticos 
dos CS Miramar e Salgado Filho, Belo Horizonte, 2010 a 2012. 
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Em relação aos sinais clínicos sugestivos para LVC entre os cães sintomáticos, as 

alterações dermatológicas foram encontradas com mais frequência (28%), enquanto a 

emaciação, edema de membros e cancro de inoculação no fucinho foram igualmente os sinais 

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

 

Figura 20- Frequência de sinais clínicos sugestivos entre cães sintomáticos dos CS 
Miramar e Salgado Filho, Belo Horizonte, 2010 a 2012. 
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6.2.4  Detecção de DNA de Leishmania spp. pela LnPCR 

 

Através do diangnóstico molecular, foi possível observar a positividade pela LnPCR 

em todas as amostras de baço (n=51), podendo ser visualizado o  fragmento de 353 pb 

característico de Leishmania spp. (Figura 21). Este foi submetido ao sequenciamento de 

DNA, e indicou que Le. infantum é a espécie circulante nos cães das áreas estudadas (Anexo 

9.7).  

 

  

Figura 21- Produtos de amplificação de amostras de baço obtidas de cães necropsiados 
utilizando-se iniciadores para o gênero Leishmania visualizados em gel de agarose 2% 
corado por brometo de etídio. M: marcador de peso molecular (100pb). 1 a 51: amostras 
de baço. CP: Controle Positivo (Le. braziliensis/M2903); CN: Controle Negativo (sem 
DNA). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Belo Horizonte é hoje o município com alta densidade populacional que mais sofre 

com a ocorrência da leishmaniose visceral (LV) e também o que mais investe em ações de 

controle e prevenção da doença. As ações são direcionadas de acordo com a realidade 

epidemiológica existente, com realização de ações programadas visando atingir 

principalmente áreas de maior ocorrência de casos humanos e caninos. 

O presente estudo foi realizado em AA de dois CS localizados em grandes regiões 

urbanas de transmissão recente de LV, classificados como médio risco de transmissão. Nosso 

objetivo foi avaliar a atual situação epidemiológica do vetor, do parasito e do reservatório 

canino nesses locais, os quais sofreram menos intervenções de controle, e avaliar a efetividade 

das ações de controle direcionadas aos vetores e aos cães. 

A fauna flebotomínica coletada nas duas AA dos CS pertencentes aos distritos Oeste 

e Barreiro, apresentou-se diversificada, com a presença de 7 espécies, sendo três delas 

responsáveis pela transmissão das leishmanioses no Novo Mundo: Lu. longipalpis, Lu. 

intermedia e Lu. whitmani. A espécie de flebotomíneo predominantemente capturada foi Lu. 

longipalpis (96,5%), principal espécie vetora da Le. infantum no Brasil, o que confirma a 

elevada adaptação desta espécie a ambientes urbanos, incluindo o intradomicílio (Barata et 

al., 2005; Silva et al., 2007a; Dias et al., 2011; Michalsky et al., 2009a, 2011).  

No município de Belo Horizonte, Souza et al. (2004) relataram, entre 2001 e 2003, o 

encontro de 68% dos espécimes coletados pertencentes à espécie Lu. longipalpis, 

predominante nos distritos Leste, Nordeste, Noroeste, Oeste, Pampulha e Venda Nova.  No 

mesmo município, esta espécie foi predominante, sendo que do total de exemplares, 69%, 

30% e 1% foram coletados nos distritos Leste, Nordeste e Barreiro, respectivamente (Resende 

et al., 2006). 

 Nossos dados revelaram uma elevada razão de machos sobre fêmeas de Lu. 

longipalpis (M/F= 9,0), corroborando com estudos prévios que indicam que há uma 

preponderância numérica de machos em áreas urbanas, incluindo o município de estudo 

(Souza et al., 2004; Resende et al., 2006). 

 A espécie Lu. longipalpis foi capturada em maior número no peridomicílio das 

residências (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 epidemiológico, 

o encontro de 11,9% dos exemplares no intradomicílio serve de alerta, pois sugere que a 

transmissão possa estar ocorrendo também no interior das residências. A distribuição 

peridoméstica pode ser justificada pela alta concentração de flebotomíneos em abrigos de 
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animais, onde formam abundantes “leks” ou agregados (Ximenes et al., 1999; Lainson & 

Rangel, 2003). Devido à produção de feromônios masculinos, ambos os sexos são atraídos 

para os locais de alimentação e reprodução.  

As espécies Lu. intermedia e Lu. whitmani, vetoras de espécies de Leishmania 

causadoras da LT, foram capturadas em menor número (0,13%). Apesar de estudos 

demonstrarem a antropofilia e a adaptação destas espécies ao peridomicílio (Rangel et al., 

1986; Gontijo et al., 2002; Souza et al., 2002; Saraiva et al., 2006), a LT ocorre com baixa 

frequência em Belo Horizonte, com a predominância dos casos notificados, residentes de 

outros municípios. Souza et al. (2004) realizaram coletas em parques e áreas 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 município, Lu. 

whitmani foi a espécie predominante em áreas 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 município, 97% dos exemplares pertencentes à espécie Lu. 

whitmani em áreas verdes, e somente 3% em áreas urbanas. Enquanto Lu. longipalpis foi 

capturada em sua maioria em áreas urbanas (94%) e 6% em áreas verdes. Percebe-se que o 

perfil de distribuição muda consideravelmente quando as áreas verdes são analisadas, 

havendo uma maior diversidade de espécies, ora nas áreas verdes (Saraiva et al., 2011), ora na 

área urbana (Souza et al., 2004).  

Camargo-Neves (2001), considera importante o estudo do comportamento do vetor, 

tomando por base a correlação da densidade do mesmo com aspectos do peridomicílio, tais 

como a presença de vegetação, raízes e troncos de árvores e matéria orgânica no solo, que 

representam os possíveis abrigos e criadouros do vetor, e presença de animais domésticos, que 

são fonte de alimentação para os flebotomíneos. Na região metropolitana de Belo Horizonte, 

estudos foram conduzidos a fim de avaliar potenciais fatores de risco para contrair LV e 

mostraram que a frequência e variedade de animais domésticos, matéria orgânica abundante, 

armazenamento de lixo de forma inadequada, empilhamento de tijolos e pedras, presença de 

árvores, hortas são características relevantes para sua ocorrência (Moreno et al., 2005; 

Oliveira et al., 2006). Já no estudo de Saraiva et al. (2011) realizado no distrito nordeste de 

Belo Horizonte, não foi possível estabelecer uma correlação entre as variáveis biogeográficas 

analisadas e a incidência de LV humana e canina ou a ocorrência de flebotomíneos. Os 

resultados indicaram que a proximidade com áreas de vegetação, vilas, favelas e cursos 

d’água exercem pequena influência na incidência da LV. 

O elevado número de flebotomíneos capturados na AA do CS Salgado Filho, em 

relação ao Miramar, pode ser explicado pelo fato de que, em uma das residências de captura 
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no SF, possuir um vasto terreno com um lago de criação de peixes, favorecendo a manutenção 

da umidade do ambiente, além da presença de cães, galinheiro e vários tipos de árvores 

frutíferas. Apesar de todas as residências escolhidas em ambos os CS apresentarem condições 

favoráveis à presença do vetor, o número de flebotomíneos coletados na residência citada no 

Salgado Filho, foi surpreendentemente maior em todos os meses de captura. 

A ocorrência de flebotomíneos pode estar também relacionada às variáveis climáticas: 

umidade relativa do ar, pluviosidade e temperatura (Scorza et al., 1968; Miscevic, 1981). 

Desde seus estudos pioneiros Deane & Deane (1955) já haviam relatado a interferência das 

estações climáticas na densidade populacional de Lu. longipalpis. Deane (1956) também no 

Ceará, demonstrou a associação da densidade de flebotomíneos com a pluviometria. De 

acordo com a literatura, as variáveis climáticas podem interferir de maneira variável na 

população de flebotomíneos, de acordo com a área analisada (Dias et al., 2007). Comumente, 

a maior densidade desses insetos pode ser observada nos meses quentes e úmidos (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 precipitação pluviométrica e a temperatura foram 

as variáveis que mais interferiram na densidade de Lu. longipalpis. Estes achados corroboram 

com estudos já realizados em Belo Horizonte e em Campo Grande (Resende et al., 2006; 

Oliveira et al., 2008). Embora tenha havido uma variação nos números absolutos desta 

espécie nos dois anos do estudo, o número de Lu. longipalpis aumentou após os picos de 

precipitação, possivelmente refletindo sua biologia reprodutiva. Na literatura, há muitas 

controvérsias a respeito desta resposta às chuvas. Alguns autores descrevem o aumento de 

flebotomíneos ao longo do período das chuvas (Gomes et al., 1980; Aguiar & Saoucasaux, 

1984; Gomes & Galati, 1987; Salómon et al., 2002; Barata et al., 2004; Dias et al., 2011), 

enquanto outros mostram que os números aumentam logo após os picos das chuvas (Deane & 

Deane, 1956; Resende et al., 2006; Michalsky et al., 2009a). Esta diferença pode refletir as 

interpretações de dados diferentes em relação ao período chuvoso e aos picos de chuvas. 

Outros estudos não encontraram uma correlação entre as variáveis climáticas e a densidade de 

flebotomíneos, embora alguns tenham demonstrado uma tendência de aumento no número de 

flebotomíneos após o período chuvoso (Souza et al., 2004; Dias et al., 2007; Missawa & Dias 

et al., 2007; Guimarães et al., 2012). Souza et al. (2004)  também observaram uma tendência 

de aumento de número de casos de LV e LT logo após os picos no número dos vetores no 

período estudado. Outro estudo realizado no município de Belo Horizonte, distrito nordeste, 

observou que a presença de um maior número de flebotomíneos coincidiu com os períodos 
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antes e após as chuvas, caracterizados por baixa umidade relativa do ar e temperaturas mais 

amenas (Saraiva et al., 2011).  

O acompanhamento do perfil climático é importante, pois pode fornecer dados que 

auxiliam na proposição de medidas de controle para os vetores, principalmente em relação ao 

controle químico. Analisando a curva de sazonalidade no período de estudo, recomenda-se a 

aplicação de inseticidas quando a densidade de flebotomíneos é elevada e os índices 

pluviométricos são baixos, a fim de impedir a reprodução dos adultos e consequente elevação 

dos índices de transmissão no período pós-chuva. Logo, sugerimos que o controle químico 

seja realizado em dois ciclos anuais, antes do começo das chuvas, em setembro, e após o 

período chuvoso, no mês de maio.  

Grande parte dos trabalhos correlacionam as variáveis climáticas, principalmente 

precipitação pluviométrica, ao número de flebotomíneos capturados (Resende et al., 2006; 

Michalsky et al., 2009a,b), no entanto, não avaliam a associação entre a variável climática e a 

infecção de flebotomíneos. Um estudo realizado em Teresina, no Piauí, investigou a infecção 

natural de flebotomíneos através de dissecção, e chegaram à conclusão que o mês com o 

maior percentual de positividade de flebotomíneos ocorreu 4 meses após a maior média de 

precipitação pluviométrica (Silva et al., 2007a). Ressalta-se para a avaliação da sazonalidade, 

a necessidade de uma análise de no mínimo dois anos consecutivos, pois reduz a possibilidade 

de erros provocada por anos atípicos (Dias et al., 2007). A associação entre as variáveis 

climáticas e outros parâmetros, como a porcentagem de insetos infectados, o tempo de 

incubação extrínseco, a longevidade do vetor e o percentual de insetos infectados pode auxilar 

na construção de modelos mais robustos na predição da força de transmissão em determinada 

área (Silva et al., 2007a).  

A taxa de infecção natural de flebotomíneos é considerada baixa na natureza, mesmo 

em áreas endêmicas (Miranda et al., 2002, Silva et al., 2007a, Michalsky et al., 2011). A taxa 

de infecção de Lu. longipalpis encontrada no estudo foi muito maior (18%), e está de acordo 

com um estudo realizado no município, no distrito Nordeste, onde a taxa de infeção 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 etiológico da LV. A elevada 

densidade deste flebotomíneo apresentando alta infecção por Le. infantum, indica que há 

condições favoráveis para a rápida expansão da LV, sugerindo que a interface vetor-parasito 

seja ativa na área do estudo. Em comparação com estudos utilizando técnicas moleculares em 

outras regiões brasileiras, a taxa de infecção encontrada neste estudo foi muito maior. No 

estado do Mato Grosso do Sul, a taxa de infeção por Le. infantum foi de 3,9%. em Lu. 

longipalpis (Paiva et al., 2006). A mesma taxa de infeção nesta espécie de flebotomíneo por 
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Le. infantum foi observada no município de Janaúba, 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 flebotomíneos coletada em parques e áreas verdes de Belo Horizonte, não 

foi possível detectar DNA de Leishmania, utilizando-se a técnica de PCR.  O DNA de Le. 

infantum também foi detectado em flebotomíneos pertencentes à espécie Lu. lloydi e ao 

complexo cortelezzii. A detecção de DNA de Le. infantum e Le. braziliensis neste complexo 

já foi relatada anteriormente em Lassance (MG) (Saraiva et al., 2009) e Santa Luzia (MG) 

(Carvalho et al., 2008). No único 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 flebotomíneo,  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 presença do DNA de Le. braziliensis e Le. 

amazonensis foi detectada nesta mesma espécie de flebotomíneo (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 aplicação cada vez maior de técnicas 

moleculares em diferentes áreas, tem havido frequentemente um grande número de relatos de 

agentes etiológicos de LT em vetores de LV e vice-versa (Paiva et al., 2010). A presença do 

DNA de Leishmania em uma dada espécie de flebotomíneo, no entanto, não implica em 

competência vetorial para a doença, já que o flebotomíneo deve cumprir uma série de outros 

critérios, como já citado anteriormente. 

A alta taxa de infecção natural de Lu. longipalpis não foi seguida por uma prevalência 

igualmente expressiva da LVC. A taxa de soropositividade canina nas áreas selecionadas do 

estudo foi de 3,6%. Estudos mostram que esta taxa em áreas urbanas é bastante variável 

(Dantas-Torres et al., 2006b; Almeida, 2009; Naveda, 2006; entre outros), havendo 

controvérsias a respeito do real significado das taxas de prevalência da LVC maiores ou 

menores em termos de risco de transmissão para o homem. Estudos realizados neste 

município mostraram uma alta correlação positiva entre o número de casos humanos e as 

taxas de prevalência da LV canina (Oliveira et al., 2001; Margonari et al., 2006). Em estudos 

anteriores realizados em áreas endêmicas de Minas Gerais, foram observadas prevalências de 

LVC entre 1 e 2%, com a média de prevalência de 4,5% em todo o município (Michalsky et 

al., 2007; Dias et al., 2011). Distritos sem casos humanos de LV mostraram uma prevalência 

da doença canina de 28,3% (Michalsky et al., 2009a), enquanto prevalências em torno de 

1,5% foram encontradas, independentemente da presença ou ausência de casos humanos de 
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LV (Barata et al., 2004). A densidade populacional mensal de flebotomíneos também foi 

correlacionada com a prevalência da LVC, mostrando uma associação positiva (França- Silva 

et al., 2005; Monteiro et al., 2005). De fato, os cenários de transmissão da LV em áreas 

urbanas são complexos, altamente heterogêneos e envolvem uma série de variáveis (Werneck, 

2008). Mesmo que esta abordagem não seja objetivo do nosso estudo, acreditamos que uma 

prevalência de cerca de 4% e uma infecção confirmada por diagnóstico sorológico e 

molecular dos 51 cães examinados por Le. infantum, indica que a interface reservatório-

parasito de LV também é ativa na área. 

Em nosso estudo, possíveis reservatórios sinantrópicos para LV não foram 

investigados. Em Belo Horizonte, estudos relatam uma alta taxa de infecção de roedores 

pertencentes a várias espécies de Leismania com a utilização da PCR, apresentando uma 

prevalência de 30% a 67,7%, sendo que as espécies Le. braziliensis, Le. infantum e infecção 

mista por ambas as espécies foram encontradas (Ferreira, 2010; Melo, 2008; Marcelino et al., 

2011; Cadernos Técnicos de Veterinária e Zootecnia, 2012). Em relação aos marsupiais do 

gênero Didelphis, observou-se uma soroprevalência que variou de 8% a 22% (Schallig et al., 

2007), e a taxa de infecção por PCR de 25% e 23,5%, sendo encontrado o agente etiológico 

pertencente a ambos os complexos Le. braziliensis e Le. donovani (Melo, 2008; Schallig et 

al., 2007). No entanto, mais estudos são necessários para determinar se potenciais 

reservatórios, que não o cão, podem estar agindo como fontes de infecção para os 

flebotomíneos na área de estudo. 

No período do estudo, os testes de triagem e confirmatório adotados pelo Ministério da 

Saúde nos ensaios sorológicos 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 confirmatório, em um esforço para aumentar a especificidade e precisão no 

diagnóstico da LV. Embora nenhuma abordagem molecular, dependente de biópsia de 

tecidos, seja aplicável aos inquéritos caninos, nossos resultados confirmaram que 100% das 

asmostras positivas para ELISA/RIFI continham o DNA de Le. infantum. Em relação aos 

exames parasitológicos, não houve confirmação em 10% dos 51 cães soropositivos. Este 

achado pode ser devido à presença de uma infecção pré patente (Quinnell & Courtenay, 1997; 

Maia, 2008).  

O método parasitológico é considerado o padrão ouro para o diagnóstico da LV, cuja 

especificidade é de 100% e a sensibilidade varia de acordo com o tecido analisado. A 

sensibilidade do método depende de algumas variáveis, dentre elas o grau do parasitismo, o 

tipo de material biológico coletado, processamento e coloração e observador treinado 

(Laurenti, 2009). Em casos de baixa carga parasitária, especialmente em animais 
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assintomáticos, pode tornar-se mais difícil e duvidoso (Ferrer 1999; Ashford 2000; Laurenti 

2009). O diagnóstico parasitológico realizado em meio de cultura é menos utilizado na rotina 

diagnóstica, mas também é útil no isolamento e identificação do parasito. A eventual 

contaminação por bactérias e fungos, pode impedir o crescimento de Leishmania spp., 

diminuindo a sensibilidade do exame (Laurenti, 2009). A positividade de ambos os exames 

parasitológicos (mielocultura e técnica de aposição em lâmina) no nosso estudo foi de 72,5%, 

demonstrando um alto índice de positividade e confirmando o valor diagnóstico da sorologia 

como teste de triagem. Em contrapartida, em estudo similar, realizado no norte de Minas com 

uma amostra de 44 cães, a mielocultura demonstrou a menor co-positividade em relação aos 

demais testes adicionais realizados (Regina-Silva et al., 2014).  

Por outro lado, sabe-se que os testes moleculares são rápidos, altamente sensíveis 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 

prática e vantajosa, utilizada na detecção de DNA de Leishmania spp. em vetores, 

reservatórios animais e amostras clínicas (Rodrigues et al., 2002; Brandão-Filho et al., 2003; 

Oliveira-Pereira et al., 2006; Nascimento et al., 2007). De fato, a amplificação por PCR 

apresentou 100% de positividade para pelo menos, um dos quatro tecidos testados. Estudos 

realizados em áreas endêmicas para LV confirmam que a prevalência da infecção é muito 

maior que a proporção de cães que desenvolvem a forma sintomática da doença (Solano-

Gallego et al., 2001, Alvar et al., 2004). Estes resultados diferem de um estudo realizado em 

área endêmica para LV, onde cães assintomáticos e sintomáticos foram analisados através de 

4 testes diagnósticos 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 cães dos municípios 

de Paracatu e Montes Claros, e comparou testes diagnósticos adicionais para LV com os testes 

sorológicos adotados pelo MS. O teste imunocromatográfico alcançou a maior co-positividade 

em relação ao RIFI/ELISA (77,3%). Embora a amostra canina tenha sido limitada (44 cães), 

esses dados reforçam a necessidade do desenvolvimento de testes mais sensíveis e específicos 

antes que o diagnóstico eficiente da LV canina possa ser realizado (Regina-Silva et al., 2014).  

Ainda há controvérsias sobre a melhor amostra biológica a ser utilizada no diagnóstico 

da LVC (Manna et al., 2004; Teles et al., 2012; Lombardo et al., 2012). A amplificação por 

PCR foi positiva em 100% das amostras de baço, enquanto a menor co-positividade (57%) foi 

obtida nas amostras de linfonodo. Regina-Silva et al. (2014), analisando a concordância do 

teste molecular, utilizando diferentes tecidos, também observou que o linfonodo foi o tecido 

que apresentou a menor co-positividade em relação aos testes sorológicos RIFI/ELISA. 
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Apesar da alta sensibilidade relatada no diagnóstico parasitológico para aspirados de baço 

(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 cães sintomáticos mostraram uma tendência a um maior número 

de testes positivos em comparação aos assintomáticos. No nosso estudo, o número médio de 

testes positivos no grupo de cães sintomáticos e assintomáticos foi 2,607 e 2,261, resultando 

em uma diferença estatisticamente não significativa.  

Outro estudo que avaliou 4 testes diagnósticos para LVC, de acordo com o grupo de 

cães, mostrou uma diferença significativa no número médio de testes positivos, de 3,16 e 2,28 

nos grupos sintomático e assintomático, respectivamente (Regina-Silva et al., 2014). Uma 

correlação positiva entre o número de testes sorológicos e parasitológicos e a severidade da 

LVC já foi demonstrada antes em um estudo realizado utilizando-se 40 cães naturalmente 

infectados com Le. infantum do município de Belo Horizonte (Reis et al., 2006). Estes autores 

concluíram que a evolução clínica da LVC em cães infectados naturalmente origina alterações 

aparentes nos parâmetros sorológicos, parasitológicos e bioquímicos/ hematológicos, sendo a 

evolução destes parâmetros de acordo com o estado clínico da LVC.   

Os cães soropositivos assintomáticos para LV representaram 45% da amostra, e 

mostraram resultados positivos para mielocultura (52,2%), técnica de aposição em lâmina 

(73,9%) e PCR (100%). Embora estudos moleculares prévios em áreas endêmicas para LV 

tenham confirmado que a prevalência da infecção é muito maior que o número de cães que 

efetivamente desenvolvem a forma sintomática da doença (Solano Galego et al., 2001; Alvar 

et al., 2004), estas altas taxas de positividade denotam a importância epidemiológica dos cães 

assintomáticos no ciclo epidemiológico da LV. Outros estudos nos fornecem dados sobre a 

infectividade e o papel que estes cães desempenham no ciclo da doeça. Um trabalho realizado 

em área endêmica para LV demonstrou, através de xenodiagnóstico, uma taxa de 

infectividade de 33,3% para cães assintomáticos (Michalsky et al., 2007). A presença de 

Leishmania spp. em diversos tecidos, principalmente na pele, confirma a potencial 

infectividade desses animais assintomáticos para o vetor (Madeira et al., 2004; Silva et al., 

2005b).  

Um teste ideal para o dignóstico da LVC deve ter alta sensibilidade, especificidade e 

reprodutibilidade, ser de simples execução e ter baixo custo, ser viável para utilizar em 

laboratórios regionais e condições de campo, ser capaz de detectar infeccção assintomática 

(Regina-Silva et al., 2014) e usar amostras que possam ser coletadas de forma não invasiva 
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(Maia, 2008). A efetividade da eutanásia de cães soropositivos para o controle da LV, 

depende de testes diagnósticos precisos, que sejam capazes de identificar de modo seguro 

todos os cães infectados, principalmente àqueles no período de latência, entre a infecção e o 

desenvolvimento da infecciosidade (Courtenay et al., 2002).  

Em geral, os estudos epidemiológicos da LV são realizados em regiões endêmicas e 

não consideram as áreas de transmissão recente, correspondentes a baixo e médio risco de 

transmissão. No presente estudo, nós nos concentramos nestas últimas áreas, sem casos de LV 

humana nos últimos cinco anos, mas com interfaces ativas parasito-vetor e parasito-

reservatório. Como já foi apontado por Baneth et al. (2008) em áreas com condições 

favoráveis para o LV, como alta densidade de vetor e alta concentração de cães, a infecção 

por Leishmania spp. irá se espalhar rapidamente e extensivamente entre a população canina. 

Na área aqui estudada, esta situação é agravada pelas altas taxas de infecção do vetor e cães 

com Le. infantum. Portanto, a vigilância epidemiológica contínua deve ser estendida a regiões 

de baixo e médio risco, a fim de minimizar as chances de surtos de LV. 

Dentre as medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saúde, a aplicação de 

inseticidas tem se mostrado bastante eficaz na redução da população de flebotomíneos e 

consequentemente da transmissão de Leishmania spp., apesar de ser um método que muitas 

vezes é dificultado pela recusa da população (Souza et al., 2008; Barata et al., 2011a; 

Santana-Filho et al., 2012).  

Alguns trabalhos avaliam a incidência de infecção por LV mediante diferentes ações 

de intervenção. No município de Feira de Santana, Bahia, Oliveira & Araújo (2003) 

objetivando avaliar o PCLV, considerando-se a periodicidade e cobertura, e a evolução da 

incidência nas áreas trabalhadas, observaram que não houve associação entre prevalência da 

LVC e casos humanos. As variáveis que se mostraram efetivas foram percentual de prédios 

trabalhados para inquérito e borrifação e número de ciclos de inquérito canino, responsáveis 

por 40% de incidência de casos humanos. No mesmo município, observou-se que nas áreas de 

intervenção as taxas de incidência da LV foram menores onde houve borrifação de 

inseticidas, tanto isoladamente como em combinação com a triagem e eliminação de cães 

soropositivos, se comparado à área controle (Souza et al., 2008). 

 Em um estudo em área de intensa transmissão de LV foi feita uma intervenção 

comunitária para avaliar a eficácia da eliminação de cães infectados e do controle vetorial na 

incidência de infecção por Le. chagasi (Werneck et al., 2008). Houve uma grande 

variabilidade da positividade do teste de Montenegro, de acordo com a localidade e área de 

intervenção, sendo considerados alguns vieses, como a não comparabilidade das áreas em 

relação às taxas basais de transmissão.  
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Costa et al. (2007 b) apontam um efeito protetor da eliminação de cães infectados 

adicionalmente ao efeito protetor da borrifação intradomiciliar na incidência da infecção por 

Le. infantum, mostrando que em comparação com os lotes que receberam apenas borrifação 

intradomiciliar, a eliminação dos cães soropositivos diminuiu em 80% a incidência da 

infecção. Já a borrifação de anexos juntamente com a borrifação intradomiciliar sem ou com a 

eliminação de cães sororreativos não esteve significativamente associada à redução da 

soroconversão. No município de Montes Claros, área endêmica de transmissão de LV em 

Minas Gerais, Barata et al. (2011a) mostraram que houve uma redução do número de 

flebotomíneos capturados no intra e peridomicílio, com um efeito residual de quatro meses 

após o segundo ciclo de borrifação, sugerindo uma aplicação anual de três a quatro ciclos de 

borrifação para alcançar um controle mais efetivo.  

Em nosso estudo, objetivamos avaliar o impacto das medidas de controle do vetor nas 

diferentes áreas propostas através do número mensal de flebotomíneos. Quando a área 

controle foi comparada às áreas borrifação e manejo, observou-se uma redução importante no 

número de flebotomíneos, demonstrando a efetividade de uma ou ambas as ações de controle. 

As análises das áreas, mostraram que o conjunto de dados do trecho controle e dos pré-

tratamentos (antes do início das ações) foi homogêneo, assim, pudemos avaliar qual (is) da (s) 

ação (ões) pós tratamento (borrifação e manejo ambiental) teriam efetividade.  

Em relação à área pós-tratamento (borrifação), houve uma diminuição no número do 

vetor no período após a aplicação do inseticida. Esta redução, porém, apontou somente uma 

tendência, já que não foi significativa, se comparado à área controle. No nosso estudo, a 

borrifação das áreas foi feita de acordo com as recomendações e em número limitado de 

imóveis. Uma possível explicação para os nossos resultados, é que o controle químico, de 

forma geral, é bastante complexo na sua execução, devido a uma série de fatores, como baixo 

período residual do inseticida, falhas na aplicação da técnica do painel, dificuldades em 

realizar a borrifação intra-domiciliar, falta de supervisão operacional em campo, entre outros. 

Alguns autores apontam uma baixa eficácia das medidas de controle empregadas para 

a LV. No município de Porteirinha, um resultado semelhante ao do nosso estudo foi relatado, 

havendo somente uma tendência de redução no número de vetores após o início da 

intervenção. Os autores apontam como explicação para este achado, a realização de somente 

um ciclo de borrifação, não atingindo o total de residências borrifadas, além da falta de 

recursos humanos e financeiros, associada à resistência de moradores durante as ações de 

aplicação do inseticida (Barata et al., 2011b). No município de Lobato, no Paraná, área com 

ocorrência de casos de LT humana, os autores demonstraram que não houve diferença entre o 

número de flebotomíneos coletados no primeiro e no segundo período, após as ações. As 
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medidas de controle utilizadas foram telar as janelas das edificações, a desinsetização com 

cipermetrina e o manejo ambiental, que consistiu em retirar todo o tipo de matéria orgânica 

existente no peridomicílio. A possível explicação para a falha das medidas é que no primeiro 

período houve uma ocupação da áreas pelo capim colonião, atuando como uma barreira física 

e impedindo que os flebotomíneos alcançassem o ambinete do peridomicílio. Já no segundo 

período, com o corte do capim, as residências ficaram mais expostas, atraindo um maior 

número de flebotomíneos (Teodoro et al., 2006). 

Em nosso estudo, as ações de manejo ambiental tiveram um impacto positivo na 

redução de Lu. longipalpis nas áreas estudadas. Esta redução foi estatisticamente significativa, 

quando comparada à área controle e aos pré-tratamentos. Este resultado foi animador, já que a 

diminuição no número de flebotomíneos pôde ser usada para mensurar a efetividade das ações 

de manejo ambiental, e demonstra como estas ações, que visam impedir a formação dos 

criadouros de flebotomíneos, destruindo o local de manutenção das formas imaturas, puderam 

auxiliar no controle do vetor nos trechos do estudo. 

Em um estudo preliminar para avaliar a eficácia das ações de controle, a resposta 

individual de cada ação no período estudado nos dá um direcionamento e nos coloca em 

reflexão sobre as possíveis limitações que incidem sobre cada uma delas. Futuramente, dando 

continuidade a esta linha, uma quarta área, onde ambas as ações fossem aplicadas, a 

borrifação e o manejo ambiental, poderia ser avaliada, a fim de determinar a eficácia do 

conjunto das ações de controle na redução do vetor.  

 Em relação às ações de manejo ambiental, acompanhadas ou não das ações de 

desinsetização, estudos de Teodoro e colaboradores no estado do Paraná, onde a LT persiste 

de forma endêmica, evidenciam o impacto positivo das alterações introduzidas no ambiente 

para a redução do número de flebotomíneos, como limpeza do peridomicílio, remoção de 

matéria orgânica, poda de árvores e separação dos abrigos de animais domésticos das 

habitações humanas (Teodoro et al., 1999; 2003; 2004). Outros trabalhos, do mesmo grupo, 

demonstraram que apesar das medidas de reorganização ambiental propostas, houve uma 

descontinuidade das ações de controle, e as condições ambientais retomaram os padrões do 

início do trabalho, culminando no aumento da população flebotomínica (Teodoro et al., 2004; 

2007). O uso de galinheiros como barreiras zooprofiláticas também tem dado bons resultados, 

já que o grande número de flebotomíneos capturados nos galinheiros diminui o número 

capturado nos demais ambientes, especialmente nos domicílios (Teodoro et al., 2007; 

Reinhold-Castro et al., 2008).  

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

observaram que a presença de aves, principalmente de galinhas, nos arredores dos domicílios 
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representa um fator de risco para a ocorrência de casos de LV, principalmente pela sua maior 

frequência nos domicílios, sendo fonte de alimentação e também pela criação de ambiente 

favorável à procriação dos flebótomos, devido aos resíduos orgânicos produzidos. Este fato é 

corroborado por Moreno et al. (2005), que afirmaram, além disto, que a presença de lixo 

urbano ou domiciliar pode resultar no aumento da incidência da LV humana e canina. 

Sugerimos que seja incorporado ao PCLV, a identificação das residências com 

características mais sugestivas para a presença do vetor (presença de animais domésticos, 

peridomicílio amplo, vegetação e acúmulo de matéria orgânica no solo), como uma das 

prioridades de indicação para a realização do controle químico e manejo ambiental, pois estas 

residências, que apresentam todas as características para a presença do vetor, são focos 

potenciais para a manutenção do ciclo da leishmaniose. A casa número 6, localizada no CS 

Salgado Filho, é um exemplo que ilustra esta situação. O diagnóstico ambiental seria uma boa 

alternativa para a seleção destes imóveis de “risco”. 

As ações de manejo ambiental, descritas no tópico “Saneamento Ambiental” no 

Manual de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral do Ministério da Saúde, se 

resumem em dois pequenos parágrafos e não fornecem as diretrizes para sistematizar as ações 

de orientação e vigilância sanitária voltadas aos proprietários dos imóveis, nem quais as áreas 

devem ser priorizadas. Percebe-se claramente que há uma dificuldade em se ter parâmetros 

que possam medir a eficiência do manejo ambiental. 

 Em São Paulo, as atividades de vigilância epidemiológica dirigidas ao vetor presentes 

no Manual de Vigilância e Controle da LVA do estado de São Paulo são de responsabilidade 

do Estado e devem ser realizadas pelos serviços regionais da SUCEN. No tópico Manejo 

Ambiental, é sugerido que se faça o diagnóstico ambiental, ou seja, a avaliação das condições 

sanitárias de todos os imóveis da área urbana dos municípios, a fim de mapear os locais 

favoráveis à proliferação do vetor. A orientação aos moradores quanto aos cuidados com os 

quintais e jardins, criação de animais domésticos também deve ser realizada durante a visita. 

Assim, após o registro das informações obtidas em campo, os imóveis “de risco” serão 

selecionados a partir do diagnóstico ambiental e a limpeza deverá ser feita pelo próprio 

morador, com o apoio da prefeitura. Reuniões periódicas devem ser realizadas pelas 

secretarias municipais, para definição das medidas de saneamento em domicílios e diversos 

espaços públicos. Em residências com prevalência da doença canina ≥ 2% e áreas com 

ocorrência de casos humanos, as ações de manejo ambiental devem ser intensificadas, 

precedendo, no segundo caso, à aplicação de inseticida (Camargo-Neves et al., 2006). 

Adicionalmente, na cartilha “Manejo Ambiental para Controle de Leishmaniose 

Visceral Americana”, do estado de São Paulo, criada para orientar gestores, coordenadores de 
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secretarias e/ou departamentos de vigilância epidemiológica, sanitária e ambiental sobre o 

controle de vetores dos municípios do estado de São Paulo, é previsto o controle integrado, 

que se baseia nas condições ambientais e na dinâmica populacional do vetor, incorporando a 

noção de manejo. Assim, os componentes do controle integrado incluem: controle ambiental 

por meio da vigilância entomológica, manejo ambiental, armadilhas, controle biológico e 

controle químico. A elaboração do Plano de manejo ambiental (PMA), que estabelece o 

planejamento para o controle do vetor da LVA, conta com os seguintes pontos: diagnósticos 

setoriais, definição de metas de curto, médio e longo prazo, propostas de ações e intervenções 

baseadas na análise de diagnósticos, programação física, financeira e institucional da 

implantação das ações definidas, programação de acompanhamento e monitoração das ações e 

avaliação do impacto das ações. 

Foi desenvolvido um estudo objetivando a implantação de uma proposta de visita 

domiciliar integrada na região de Presidente Prudente, estado de São Paulo, com ênfase no 

manejo ambiental, apoiada em um protocolo de orientação aos moradores de imóveis em 

situação mais crítica. A viabilidade na implementação dessas atividades, observada pela boa 

resolução a partir das recomendações estabelecidas, se baseou principalmente no 

compromisso das lideranças municipais em todo o processo, além do importante papel do 

Estado, na assessoria e avaliação das ações (Sucen, 2007).  

No período do estudo, poucos casos isolados de LVH foram encontrados no entorno 

dos trechos trabalhados, sendo que estes compartilham a mesma ocupação humana e as 

características ambientais de qualquer outra área urbana de Belo Horizonte. A ocorrência de 

infecção assintomática humana, na área estudada, é uma possibilidade. Em estudo realizado 

na região metropolitana de Belo Horizonte, Moreno et al. (2006) relataram a ausência de 

sintomas clínicos da LVH em área com prevalência da doença humana de 2,4 a 5,6%  e com 

5% a 10% de prevalência da LV canina. Em estudos semelhantes realizados com crianças no 

nordeste do Brasil, observou-se casos assintomáticos e subclínicos sem evolução para fase 

aguda da doença (Jeronimo et al., 2000; Caldas et al., 2002; Gama et al., 2004). 

Percebe-se claramente, que o controle da leishmaniose visceral é mais complexo e 

intrigante, tornando-se um grande problema de saúde pública. Trata-se de uma doença em que 

ainda persistem muitas lacunas no seu controle, sendo necessária uma vigilância constante e 

integrada. A manutenção da transmissão e a reincidência de casos humanos são um reflexo da 

descontinuidade das ações, relacionadas tanto ao cão como ao vetor, em especial o 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 análise, 

acabam não atingindo o efeito desejado (Camargo-Neves et al., 2001).  
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Como recentemente assinalado por outros autores, mais de 30 anos após o início do 

processo de urbanização da LV, os cenários de transmissão da LV ainda são pouco entendidos 

e mais estudos são necessários até compreendermos todas as variáveis determinantes 

envolvidas na transmissão da LV (Belo et al., 2013). Em conclusão, a densidade populacional 

de Lu. longipalpis e a presença de Le. infantum em ambos os vetores e principais 

reservatórios, fornecem condições favoráveis à rápida propagação da infecção humana nos 

trechos do estudo. Mesmo estes CS sendo locais onde a doença humana ainda não se instalou, 

ações de saúde são urgentemente necessárias para evitá-la. 



107 
 

8 CONCLUSÕES  

 

1. A fauna flebotomínica da área estudada apresentou 7 espécies. A espécie 

predominante foi Lu. longipalpis (96,54%), apresentando uma alta taxa de infecção 

por Le. infantum (16,7%). Os achados corroboram com outros estudos realizados no 

município, demonstrando sua importância como a principal espécie vetora do parasito 

causador da LV na área; 

2. Estudos futuros são necessários acerca da detecção de DNA de Le. infantum em Lu. 

lloydi e no complexo cortelezii , e de DNA de Le. braziliensis em Lu. longipalpis, já 

que somente o encontro do DNA do parasito não é suficiente para considerá-las 

vetoras destas espécies de leishmânia; 

3. O encontro de 11,91% dos exemplares de Lu. longipalpis no intradomicílio demonstra 

sua adaptação ao ambiente antrópico e sugere que a transmissão possa ocorrer no 

interior das residências. 

4. De acordo com as análises entre a densidade de flebotomíneos e os dados climáticos, 

os meses de setembro e maio são os mais indicados para o controle químico vetorial 

no intra e peridomicílio dos bairros estudados no município; 

 

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

Saúde analisados; 

 

6. A detecção de Leishmania spp. em 90,2% dos cães soropositivos, por pelo menos um 

dos métodos parasitológicos, confirma os resultados da metodologia antes adotada 

pelo Ministério da Saúde (ELISA e RIFI); 

 
7. A detecção do parasito na maioria dos animais e o encontro do DNA de Le. infantum  

em todos os 51 cães, confirma a presença do reservatório doméstico infectado em área 

urbana; 

8. O baço mostrou o maior percentual de positividade na LnPCR (100%), sendo  o 

diagnóstico pelo método molecular mais sensível em relação aos métodos 

parasitológicos realizados (técnica de aposição em lâmina e mielocultura), como já 

demonstrado na literatura. 
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9. O manejo ambiental foi eficiente na redução de flebotomíneos dos trechos estudados, 

enquanto a borrifação mostrou apenas uma tendência na diminuição dos insetos 

vetores;  

10. O encontro de Lu. longipalpis em elevada densidade, com uma alta taxa de infecção, a 

alta prevalência da LV canina e a presença de Le. infantum em ambos os reservatórios 

e vetores, indica que a interface parasito-reservatório-vetor está ativa no trechos do 

estudo. Considerando que as áreas de estudo possuem um perfil recente de 

transmissão, a doença pode se expandir rapidamente nestes locais. 

. 
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9 ANEXOS 

 

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

anos de 2008 a 2013, município de belo Horizonte. 
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9.2 Distribuição das armadilhas para captura de flebotomíneos nos trechos controle, manejo 
e borrifação dos CS Miramar e Salgado Filho, município de Belo Horizonte. 
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9.3 Inquérito canino censitário realizado nos trechos do estudo no CS Miramar, município 
de Belo Horizonte, nos anos de 2010, 2011 e 2012. 
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9.4 Inquérito canino censitário realizado nos trechos do estudo no CS Salgado Filho, 
município de Belo Horizonte, nos anos de 2010, 2011 e 2012. 
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9.5 Ficha clínica dos cães soropositivos dos CS Miramar e Salgado Filho selecionados para 
necrópsia 
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9.6 Banco de dados dos cães dos CS Miramar e Salgado Filho
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9.7 Alinhamento das sequências das amostras positivas de Lu. longipalpis e dos cães 
com as sequências de Leishmania depositadas no Gen Bank 

 

Alinhamento amostra 1 (Lu. longipalpis) e amostra 1 (cão) – Le. infantum 

 

 

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

 

 

e amostra 1 cão 
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9.8 Artigo científico 
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