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Resumo

A leishmaniose visceral americana (LVVA) no Brasil € causada pelo protozoario
Leishmania (Leishmania) chagasi. O principal vetor do parasito é o
flebotomineo Lutzomyia longipalpis, e o0 reservatdrio nos ambientes domiciliar e
peridomiciliar é o cdo, e ambos contribuem para a manutencdo do ciclo da
doenca. Para o diagnostico da leishmaniose deve ser considerada a associagédo
entre dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos. A leishmaniose visceral
canina (LVC) apresenta-se clinicamente de maneiras variadas. O diagndstico
laboratorial inclui métodos parasitoldgicos com identificacdo microscopica
direta e isolamento do parasita, métodos moleculares, e testes sorol6gicos como
a imunofluorescéncia indireta (IFI), o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste
imunocromatografico rapido (DPP). Para o diagnoéstico laboratorial da LVC, o
Ministério da Salde preconiza a técnica de ELISA para triagem e a IFI para a
confirmacdo dos casos. O presente estudo teve como objetivo reavaliar a
prevaléncia da LVC em 2012 e identificar a fauna flebotominica, na llha da
Marambaia, municipio de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Para a
avaliacdo soroldgica foram empregadas as técnicas IFI, ELISA e DPP. Para
levantamento da fauna flebotominica foram realizadas capturas por armadilhas
tipo HP. O censo canino totalizou 116 cdes, sendo identificados 17 caes
positivos, uma prevaléncia de 14,65%. Um total de 2.524 espécimes foram
capturados no periodo de abril a novembro de 2012. Foram encontradas nove
espécies de flebotomineos: Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia intermédia,
Migoneimyia  migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi,
Micropygomyia capixaba, Pintomyia bianchigalatiae, Micropygomyia
schreiberi e Bruptomyia sp.. A confirmacdo de 17 (14,65%) cées soropositivos
para LVC na llha da Marambaia no ano 2012, ao compararmos com a
prevaléncia encontrada em 2009 que foi de 15%, demonstra a manutengdo da
prevaléncia da infeccdo na regido, mesmo com a remocao de grande parte dos
cdes sororreatores diagnosticados em 2009. Na avaliacdo da fauna flebotominica
foi encontrada uma baixa densidade de L. longipalpis na regido, o que pode
explicar o ndo encontro de casos humanos de LV. Os resultados nos mostraram
que a prevaléncia da LVC néo foi alterada.

Palavras-chaves: monitoramento, leishmaniose visceral canina, Lutzomyia

longipalpis, Leishmania chagasi, sorologia



Vi

Abstract

American visceral leishmaniasis (AVL) in Brazil is caused by Leishmania
(Leishmania) chagasi. The main vector of the parasite is the sandfly Lutzomyia
longipalpis, and the reservoir in the domiciliary area is the dog, and both
contribute to the maintenance of the disease cycle. For the diagnosis of
leishmaniasis should be considered the association between clinical, laboratory
and epidemiological studies. Canine visceral leishmaniasis (CVL) presents
clinically in various ways. Laboratory diagnosis includes parasitological
methods with direct microscopic identification and isolation of the parasite,
molecular methods, such as serological tests and indirect immunofluorescence
(IF1), the immunoenzymatic assay (ELISA) and immunochromatographic test
(DPP). For laboratory diagnosis of CVL, the Ministry of Health recommends the
ELISA technique for screening and confirmation for IFI cases. The present study
aimed to assess the prevalence of LVC in 2012 and identify sand flies in
Marambaia Island, the city of Mangaratiba, State of Rio de Janeiro, Brazil. To
evaluate serological techniques were employed IFA, ELISA and DPP. For
survey of sand flies were captured by HP light traps. The canine census totaled
116 dogs, 17 dogs being identified positive, a prevalence of 14.65%. A total of
2.524 specimens were collected from April to November 2012. Foram found
nine species of sandfly: Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia intermediate
Migoneimyia  migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi,
Micropygomyia capixaba, Pintomyia bianchigalatiae, Micropygomyia
schreiberi and Bruptomyia sp.. The confirmation of 17 (14,65%) seropositive
dogs for LVC in Marambaia Island in the year 2012, when compared with the
prevalence found in 2009 that was 15%, demonstrating the maintenance of the
prevalence of infection in the region, even with the removal of most dogs
seropositive diagnosed in 2009. In the evaluation of sand flies found a low
density of L. longipalpis in the region, which may explain the finding of no
human cases of VL. The results showed that the prevalence of CVL has not

changed.
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1. Introducéo

As leishmanioses compreendem um conjunto de doengas
causadas por parasitos do género Leishmania, que acometem o ser
humano e diferentes espécies de animais, em regides tropicais e
subtropicais do Velho e do Novo Mundo. No Novo Mundo, as
leishmanioses s&o classificadas clinicamente como leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA)
(Brasil, 2010; W.H.O., 2010).

As leishmanioses sdo zoonoses de grande importancia em saude
publica, endémicas em 88 paises, infectando cerca de 350 milhdes de
pessoas em todo mundo. Atualmente acredita-se que a populacdo de
infectados seja de 12 milhGes, com uma incidéncia anual de 1 a 2
milhdes de casos, sendo cerca de 500 mil os casos de leishmaniose
visceral humana (W.H.O., 2010).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, no periodo de
2007 a 2012 foram registrados 20.359 casos de LVA, com 1.210 o6bitos
pela doenca, com uma letalidade de 5,94%. Esta distribuida nas cinco
regides brasileiras, tendo maior ocorréncia na regido nordeste. A regido
sudeste apresenta aproximadamente 20,43% dos casos registrados entre
2007 e 2012 (SINAN, 2013).

No Estado do Rio de Janeiro a LVA é classificada
epidemiologicamente como de baixissima incidéncia (Brasil, 2010).
Entre o periodo de 2007 a 2012 foram registrados no Estado 17 casos de
LVA, com 3 obitos confirmados. O municipio de Mangaratiba nédo
apresenta areas com notificacdes de casos humanos autoctones de LVA,
mas ha a ocorréncia da doenga humana nos municipios vizinhos como
Angra dos Reis e Rio de Janeiro (SINAN, 2013). A llha da Marambaia
localizada no municipio de Mangaratiba- RJ, é uma area com notificacdo
de casos autoctones de leishmaniose visceral canina (LVC) em

levantamento sorolégico realizado no ano de 2009.



1.1. Agente etiologico

No Brasil, a LVA ¢ causada pela Leishmania (Leishmania)
chagasi. O seu principal vetor é o flebotomineo Lutzomyia longipalpis, e
o principal reservatorio no ambiente doméstico e peridoméstico é o cao
(Canis familiaris), e ambos contribuem para o ciclo de manutencdo da
doenca (Franca-Silva et al., 2005).

O agente etiolégico da leishmaniose visceral (LV) é um
protozoario da familia Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero
Leishmania e existem trés espécies responsaveis pela doenca, Leishmania
infantum nos paises da Europa, Africa e Asia, L. (L.) chagasi no Brasil e
Leishmania donovani na india, estas compdem o Complexo donovani
(Lainson ; Shaw, 1987).

A L.(L) chagasi foi descrita pela primeira vez no Brasil em 1937
por Cunha e Chagas. Décadas ap6s, por meio de analise molecular
utilizando a técnica de amplificacdo aleatéria do DNA (RAPD) foi
concluido que as espécies L.(L.) chagasi e a L.(L.) infantum sdo
genotipicamente idénticos (Mauricio et al., 1999). Porém, Lainson e
Shaw (2005) afirmaram a consideracdo do nivel subespecifico
Leishmania (L.) infantum chagasi baseando-se nas caracteristicas eco-
epidemioldgicas, como o habitat silvestre do L. longipalpis e o
reservatorio silvestre natural. Recentemente, através de um estudo
populacional dos parasitos Leishmania do Novo Mundo utilizando
microssatélites marcadores com variaveis amplas, afirmou-se uma baixa
heterogeneidade entre as populacdes de L. infantum, considerando a L.
chagasi sinbnimo da L. infantum (Cunha & Chagas, 1937; Lainson &
Shaw, 2005; Kuhls et al, 2011).

L.(L.) chagasi sdo parasitos intracelulares obrigatorios que
apresentam duas formas distintas em seu ciclo de vida, a forma
amastigota e a promastigota (Pimenta et al., 2003).

As formas amastigotas possuem o formato ovoide, estdo presentes
nos macrofagos de hospedeiros vertebrados. Esses protozoarios sao
ingeridos no momento do repasto sanguineo do vetor L. longipalpis e no

trato digestivo do flebotomo as amastigotas se modificam e se



multiplicam para promastigotas, a forma flagelada dos protozoarios. As
promastigotas seguem para o esofago e a faringe do inseto onde se
transformam em promastigotas metaciclicos, forma infectante dos
parasitas. O vetor no momento em que se alimentar no hospedeiro

vertebrado inocula os protozoarios (Pimenta et al., 2003).

1.2. O vetor

No Brasil, o principal vetor incriminado pela transmissao da LVA
é um diptero, da familia Psychodidae, da subfamilia Phlebotominae,
género Lutzomyia, espécie Lutzomyia longipalpis (Rangel & Lainson,
2003). Nos Estados de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso a espécie
Lutzomyia cruzi é o principal vetor da LVA (Santos et al., 1998; Missawa
et al., 2011). O vetor L. longipalpis esta distribuido nas cinco regides do
pais. No Estado do Rio de Janeiro, o inseto estd distribuido nos
municipios do Rio de Janeiro, Angra dos Reis, Mangaratiba, Rio Bonito,
Petropolis, Mesquita, Itaguai, Saquarema e Casimiro de Abreu (Souza et
al., 2009). Na Ilha da Marambaia a ocorréncia do L. longipalpis foi

relatada ap6s levantamento entomoldgico (Novo et al., 2012).

Os flebotomineos apresentam quatro fases em seu ciclo vital: ovo,
larva, pupa e adulto, sendo considerado um inseto holometabdlico. O
periodo de cada fase é definido conforme as condi¢fes climaticas e o tipo
de alimento (Sherlock, 2003).

Quando adulto o L. longipalpis apresenta habito crepuscular e
noturno. Durante o dia o flebotomineo apresenta atividade, mas em baixa
densidade (Deane & Deane, 1962). A maior densidade da espécie ocorre
no periodo de elevada precipitacdo onde o solo e o ar atmosférico,
tornam-se mais Umidos e a temperatura estd ideal para o
desenvolvimento das formas imaturas e a dispersdo dos adultos
(Forattini, 1973).

Apenas as fémeas de L. longipalpis sdo hematdfagas e alimentam-
se em ambientes silvestres, principalmente do sangue de marsupiais do

género Didelphis e de raposas dos géneros Lycalopex e Cerdocyon.



Porém, impactos ambientais causados pela expansdo territorial com
destruicdo de seu habitat, tem favorecido a disperséo dos flebdtomos para
areas peridomiciliares e domiciliares urbanas, e em consequéncia disso,
ocorreu a adaptacdo do habito alimentar dos fleb6tomos a animais
domeésticos, especialmente o cdo (Canis familiaris) e ao ser humano
contribuindo assim para a manutengdo do ciclo da doenga (Marzochi,
1994; Franca-Silva et al., 2005).

1.3. Leishmaniose visceral canina

Classicamente, a doenca visceral canina pode apresentar um
espectro de manifestacBes clinicas bem variadas, condicionadas a
imunocompeténcia individual do animal e a cepa do parasito inoculada
(Michalick & Genaro, 2005). Entre os sinais clinicos mais comuns na
LVC estdo as alteracBes cutaneas, principalmente descamacéo e eczema,
em particular no espelho nasal e orelha, pequenas Ulceras rasas,
localizadas mais frequentemente nas orelhas, focinho, cauda e
articulacbes. Nas fases mais adiantadas da doenca, observa-se, com
grande frequéncia, onicogrifose, esplenomegalia, linfadenopatia,
alopecia, dermatites, Ulceras de pele, ceratoconjuntivite, coriza, apatia,
diarréia, hemorragia intestinal, edema de patas e vomito, além da
hiperqueratose nasal, digital e auricular. Na fase final da infeccdo, ocorre
em geral paresia dos membros posteriores, caquexia, inani¢cdo e morte.
Entretanto, cdes infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um
longo periodo de tempo (Deane ; Deane, 1955a; b; Marzochi ; Marzochi,
1994; Almeida et al., 2005), sendo a forma assintomatica relatada em
propor¢Oes que podem representar cerca de 40 a 60% da populagéo
soropositiva (Marzochi ; Marzochi, 1997).

O diagndstico das leishmanioses deve considerar a associagdo
entre dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos. Os testes
laboratoriais contam com ferramentas de diferentes complexidades, cuja
aplicabilidade pode variar de acordo com a forma da doenca (LTA ou

LVA) ou da infraestrutura local. Os métodos parasitologicos incluem:



identificacdo microscépica direta e isolamento do parasita em meio de
cultura a partir de diferentes espécimes clinicos. Em areas endémicas de
LVA, os testes soroldgicos sdo usados como ferramenta nos inquéritos
epidemioldgicos para diagnostico e posterior recolhimento dos cées

considerados positivos (Ministério da Saude, 2006).

Os especimes clinicos coletados para o diagndéstico parasitoldgico
podem ser obtidos a partir de aspirado de medula dssea, baco, figado,
linfonodos e em alguns casos de bidpsias de pele integra, lesdo cutdnea
ou visceras. No exame parasitologico direto é realizada a pesquisa de
formas amastigotas em laminas de impressdo por aposicdo do material
coletado corado pela técnica de Giemsa ou Leishman. O exame
parasitolégico indireto visa o isolamento do agente infeccioso em meios
de cultivo apropriados, sendo comumente utilizado o meio NNN
acrescido do meio Schneider, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Ministério da Saude, 2006).

Na LVC, a distribuicdo do parasito pode ser extensiva,
alcancando 6rgdos como baco, figado, linfonodos, pele, medula 6ssea
etc. (Alvar et al., 2004), oposto do que ocorre no ser humano onde 0
parasita € normalmente limitado a medula 6ssea, baco e figado (Swenson
et al., 1988). A presenca do parasita em diferentes tecidos e 6rgdos
podem ocasionar a ativacdo policlonal de linfocitos B, produzindo
elevados niveis séricos de imunoglobulinas, que, se por um lado ndo
possui significado de prote¢do, por outro, facilita o diagndstico
laboratorial por meio de testes sorologicos (Gontijo & Melo, 2004). A
imunofluorescéncia indireta (IFI), um dos métodos mais empregados na
rotina do diagndstico do calazar canino. A IFI apresenta uma elevada
especificidade e relativa sensibilidade, no entanto, algumas desvantagens,
tais como, ndo automatizacéo e avaliacdo subjetiva, tém sido apontadas
como fatores limitadores para utilizacdo em larga escala. Por outro lado,
0S ensaios imunoenzimaticos tais como enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA), que s@o automatizados, possuem vantagens nesse
aspecto. (Ribeiro et al, 2011)



Nos ultimos anos importantes avancos tém acontecido na
elaboracdo de exames soroldgicos para o diagndstico das leishmanioses,
incluindo o teste imunocromatografico rapido (DPP), os testes de
aglutinacdo direta (TAD) e enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
construidos a partir de antigenos puros ou recombinantes (Grimaldi Jr et
al., 2012; El Harith et al., 1996; Ministério da Salude, 2006).

O teste imunocromatografico rapido (DPP) € considerado uma
alternativa para o sorodiagnostico da LVC por apresentar uma alta
especificidade (Silva et al.,2012).

De acordo com o manual de controle da LVA (Ministério da
Saude, 2006), devem ser realizados inquéritos sorolégicos (amostrais ou
censitarios) na populacdo canina para avaliacdo da soroprevaléncia,
empregando para isto a técnica de ELISA para triagem e a
imunofluorescéncia indireta (IFI) para confirmacdo dos casos. Embora
seja recomendada a utilizacdo de soro sanguineo para ambas as técnicas,
por questdes operacionais, em varias regides do pais, ainda emprega-se o
eluato (sangue dessecado em papel de filtro).

De um modo geral, os testes soroldgicos sdo considerados muito
sensiveis e especificos, entretanto, possuem limitacdes para deteccdo de
baixos niveis de anticorpos e apresentam reatividade cruzada com a
leishmaniose tegumentar canina (LTC), observada em areas endémicas
de sobreposicao (Ferrer et al., 1995). A sensibilidade e a especificidade
dos testes soroldgicos estdo condicionadas a inUmeros aspectos e podem
variar consideravelmente, acreditando-se que dessa forma, subestimem a

verdadeira prevaléncia da doenca (Massunari et al., 2009).

No Estado do Rio de Janeiro, desde dezembro de 2011, apds
notificacdo de aumento da ocorréncia de casos autoctones de LV humana
e canina, o teste DPP tem sido utilizado para a triagem e 0 ELISA para a

confirmacédo do diagnostico da infeccdo (SESRJ, 2012).

Com o crescimento geogréafico e a urbanizacdo da LVA €
necessario estabelecer medidas de controle mais efetivas. Acredita-se que
esta expansdo para diversas regibes do Brasil pode ser atribuida a

diversos fatores tais como: dificuldades na eliminagdo do reservatorio,



diversidade epidemioldgica das regibes afetadas, capacidade adaptativa
do vetor, medidas insuficientes no controle do vetor pelo alto custo
financeiro e social, além de outros fatores desconhecidos (Oliveira et al.,
2008).

Devido a complexidade do cenario epidemioldgico da LVA, as
acOes de controle devem ser adequadas ao contexto epidemiologico da
area em questdo para que possam ser efetivas. Na LVA, o cdo doméstico
é a principal fonte de infeccdo para os insetos vetores, fato que tem
direcionado grandes esforcos na identificacdo e eliminacdo de animais
considerados positivos, visando a interrupcdo do ciclo de transmissdo
(Ministério da Saude, 2006).

1.4. Leishmaniose na Ilha da Marambaia

A llha da Marambaia € considerada reserva bioldgica e apresenta
relevo e vegetacdo bastante variados. Areas de praias, matas de encosta,
restinga e mangues podem ser encontrados ao longo da ilha. Conecta-se
com o continente através de uma faixa estreita de areia com cerca de 40
km de extensdo, a leste, com a regido de Guaratiba (Conde et al., 2005).
E uma localidade que recebe constantemente militares de diversas
regides endémicas de leishmanioses. Além disso, também conta com uma
pequena comunidade descendente de quilombolas. Ha histdrico de caso
autoctone de LVC com caracterizagdo de L. chagasi (Comunicacdo
Pessoal, Maria de Fatima Madeira).

Recente estudo nessa regido aponta para uma variada fauna de
flebotomineos, incluindo espécies importantes na transmissdo da LTA e
LVA. Segundo Novo et al (2012) durante o ano de 2009 foi possivel
identificar treze espécies diferentes desses dipteros, quatro delas com
importancia epidemioldgica na transmissdo das Leishmanioses: L.
longipalpis, L. migonei, L intermedia e L. fischeri . Com um total de

32.006 especimes coletados, L. intermedia foi a espécie mais abundante,



seguida de L. migonei, enquanto que L. longipalpis apresentou densidade

relativamente baixa em comparagéo com L. intermedia.

2. Justificativa

A LVA encontra-se em processo de expansdo em varias regifes
brasileiras, sendo registrados casos humanos e caninos, tanto em areas
rurais, como em areas urbanizadas (Bevilacqua et al., 2001; Gontijo ;
Melo, 2004; Ministério da Saude, 2006).

No Estado do Rio de Janeiro, embora os casos humanos de LVA
ndo sejam descritos com frequéncia, casos caninos sdo diagnosticados
frequentemente, sendo observado nos Ultimos anos um aumento nos
indices de soroprevaléncia canina nas regides endémicas, alem da
descricdo novos casos em outras cidades do Estado onde ndo existiam
casos autoctones (de Paula et al., 2009). Recentemente, foram
identificados nos municipios de Barra Mansa e Volta Redonda, casos
humanos de LVA, com a ocorréncia de Obito pela doenca em Barra
Mansa, segundo nota técnica emitida pelo Governo do Estado do Rio de
Janeiro, em maio de 2012 (SESRJ, 2012).

O presente estudo pretende realizar um segundo inquérito canino
na llha da Marambaia, municipio de Mangaratiba, Estado do Rio de
Janeiro, no qual foram identificados 20 casos autoctones de LVC no ano
de 2009. A notificacdo desses casos nesta regidao, onde anteriormente nao
havia registro de LVC, expde a fragilidade do controle da doenca e o
risco de sua expansdo no Estado do Rio de Janeiro, o que pode se agravar
devido ao fato de pouco se conhece sobre a dinamica de transmissao
nessa area.

Um importante passo para a vigilancia da LVA no Rio de Janeiro,
alem de estudos relacionados a fauna flebotominica local, serd o
monitoramento da LVC dessa regido, para que o diagndstico precoce

possa ser instituido e as medidas preventivas tomadas em tempo habil.



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a situacdo da leishmaniose visceral em cées e a fauna
flebotominica na Ilha da Marambaia, no municipio de Mangaratiba, Rio
de Janeiro através de inquérito realizado no periodo de fevereiro a

novembro de 2012.

3.2. Objetivos Especificos

a. Avaliacdo da soroprevaléncia da LVC em cdes submetidos ao
inquérito soroldgico de 2009, negativos e positivos ainda nédo

retirados, que permaneceram na area de estudo;

b. Avaliacdo da soroprevaléncia da LVC em cées nascidos ou
inseridos apds 2009 na Ilha da Marambaia;

c. Avaliagdo a fauna flebotominica na area de estudo, comparando
esses achados com os resultados da captura realizada em 2009;
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4. Metodologia

4.1. Desenhos do estudo e populacdo alvo

Trata-se de um estudo seccional, onde foi realizado o censo
canino, com uma amostra 116 animais, que consistiu na investigacao
diagnostica de cdes domiciliados na regido da llha da Marambaia,
localizada no municipio de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro.
Também foi realizada a captura de flebotomineos para avaliacdo das

espécies presentes nessa regiao.

4.1.1. Critérios de inclusao

= Cées de proprietarios que residirem na regido do estudo ha mais
de seis meses;

= Cé&es com idade igual ou superior a oito meses;

= Caes que apresentarem condic@es clinicas de serem submetidos a

coleta de sangue.

4.1.2. Critérios de exclusao

= Cées agressivos que representem perigo para a equipe de campo;
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4. 2. Area de estudo

A llha da Marambaia (figura 1) esta situada no litoral da Costa
Verde, ao Sul do Estado do Rio de Janeiro (23°04’S e 43°53” W), no
municipio de Mangaratiba, na entrada da Baia de Sepetiba, defrontando-
se com a llha Grande, é administrada pelas Forcas Armadas Brasileiras
onde sdo realizados treinamentos militares e testes de armamentos. A ilha
possui 79 km?, e liga-se ao continente por uma faixa de areia de cerca de
40 km de extensdo, a Restinga da Marambaia ndo €, de fato, uma ilha
cercada de &gua por todos os lados, mas recebe esta denominacgéo, tendo
em vista o porte das elevacdes que se erguem no extremo Oeste, ao final
da longa restinga. O seu ponto culminante é o Pico da Marambaia com
647 metros de altura. A ilha possui um clima tropical Umido, sua
vegetacdo retne uma das ultimas reservas de Mata Atlantica do sudeste
brasileiro, grandes areas de restingas (incluindo praias e dunas) e
manguezais, com ecossistemas associados (Conde et al., 2005; Mattos,
2005).

Esta localidade também ¢é ocupada por uma comunidade
quilombola (remanescente dos quilombos - descendentes de escravos).
Segundo dados fornecidos pela Marinha do Brasil, que realiza censo
populacional anualmente existem 103 familias, um total de 352
habitantes distribuidas em 1,6 hectares da regido. Anualmente esta area
recebe centenas de militares oriundos de diferentes regides endémicas de

LVA no Brasil para a realizagdo de treinamentos.

A populacdo da llha esté distribuida em dez pontos. Nas praias da
Pescaria Velha, Praia da Caetana, Praia do Cutuca, Praia do José, Praia
Grande, Praia Suja, Praia do Jodo Manoel, Praia do Caju, Praia do Sitio.

E em uma area de mata, conhecida como Buraco Quente.
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Figura 1. Mapa da llha da Marambaia, em destaque os pontos onde

foram realizadas as coletas.

4.3. Materiais, Procedimentos e Técnicas
4.3.1. Manejo dos animais

4.3.1.1. Avaliacao clinica

Os cdes foram amordacados, contidos fisicamente e examinados
detalhadamente, de forma a serem agrupados clinicamente segundo

Paltrinieri et al (2010) como:

1. Cées expostos: cdes clinicamente saudaveis, mas que vivem

ou viveram em regido que possua o vetor da Leishmania;

2. Cées infectados: cées clinicamente saudaveis, ou com sinais
clinicos associados a outras doengas, mas que vivem ou

viveram em regido endémica;

3. Caes doentes: cdes com evidéncias clinicas de leishmaniose,

um ou mais sinais clinicos;

4. Caes gravemente doentes: cdes com sinais clinicos severos de

leishmaniose, com caquexia, paresia de posteriores.
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E as informacdes foram anotadas em uma ficha contendo
identificacdo e sinais clinicos (Anexo ) apresentados no momento da

visita as residéncias.

4.3.1.2. Coleta de sangue

Para a realizacdo dos testes soroldgicos, foram coletados cerca de
5 mL de sangue, e colocados em tubo sem anticoagulante, por puncgéo da
veia cefélica ou veia jugular externa. As amostras sanguineas foram
transportadas até o laboratério (LAPCLIN- DERMZOO), acondicionadas
em caixa térmica contendo placas de gelo em gel mantendo os soros
refrigerados. O soro foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm por 10
minutos, e através de uma pipeta estéril descartavel o soro separado foi
transferido para microtubos tipo eppendorf e conservado a - 20°C até o

momento da realizacdo dos testes sorologicos.

4.3.2. Provas soroldgicas

Foram empregados os testes de IFI, ELISA e o DPP utilizando os
“kits” comerciais produzidos por Bio-Manguinhos® (FIOCRUZ; Rio de

Janeiro) e distribuidos a rede publica.

4.3.2.1. Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Para a IFl, o antigeno utilizado foi obtido a partir de
promastigotas de Leishmania major-like na fase logaritmica fixadas em
formalina a 2%. As laminas de imunofluorescéncia foram impregnadas
com 10 uL de antigeno contendo 2,0x10°promastigotas/mL na &rea

demarcada do teste. Ap6s, foram submetidas secagem em estufa a 37°C
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por duas horas. Os soros a serem analisados, foram diluidos em
diferentes concentragdes de 1:40 até a diluicdo 1:640, e adicionados em
um volume de 10 pl/area, seguido de incubacgdo por 40 minutos a 37°C
em camara Umida. Foram realizadas trés lavagens de 5 minutos com PBS
(0,018M-pH 7,2). O conjugado, foi diluido em uma solucdo de PBS-Azul
de Evans a 0,004% num volume final de 10 uL, seguido de incubacdo. A
leitura foi realizada por microscopia de fluorescéncia no aumento de
40X. (Camargo, 1969)

4.3.2.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para o ELISA, foram utilizadas placas de poliestireno de
alta absorcdo cobertas com 100 pL/poco de extrato bruto de L. (L.)
chagasi, que sdo antigenos espécie-especificos o que aumenta a
especificidade do teste, em tamp&do carbonato bicarbonato (20% de
Na,CO3; 0,06M e 80% de NaHCO3; 0,06M pH 9,6). Estas placas foram
incubadas por 16 horas em cadmara Umida em uma temperatura de 4 a
8°C. Apos este periodo as placas foram lavadas por duas vezes com
solucdo de lavagem (PBS 0,05% de Tween 20). Ap6s a secagem das
placas foi adicionado, em duplicata, um volume de 100 pL/pogo de
amostras de soro canino, diluidas na propor¢édo de 1: 100 em solucédo de
diluicdo Phosphate Buffered Saline Tween (PBST) com leite Molico em
placas de diluigdo. As amostras diluidas foram colocadas nas microplacas
sensibilizadas, em duplicatas, e levadas a estufa a 37°C por 40 minutos.
Apds este periodo, as placas foram retiradas da estufa e lavadas por trés
vezes com PBST. Apo0s trés lavagens, o conjugado foi adicionado em
volume de 100 pL/poco diluido em solucdo de diluicdo, seguido de
incubacdo por 40 minutos a 37°C em camara Umida. Apés quatro
lavagens, a revelacdo foi realizada, protegida da luz, com solugéo
reveladora (TMB). Apo6s 30 minutos, a reacdo foi paralisada com acido
sulfurico 1M em volume de 50upL/pogo. A andlise foi realizada por

espectofotometria com filtro de referéncia de 450nm e diferencial de
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620nm (Voller, 1976; Hommel et al , 1978; Coutinho et al, 1985). A
positividade foi determinada pela padronizagéo do teste. A linha de corte
entre amostras consideradas positivas (reagentes) e negativas (ndo
reagentes) foi calculada tendo-se como base a média de leitura dos soros

negativos mais dois desvio padréo.

4.3.2.3. Teste imunocromatografico rapido em dupla
plataforma (Dual Path Platform - DPP)

Os soros obtidos, foram avaliados pelo teste imunocromatografico
rapido (DPP). Este teste possui tecnologia ja utilizada em testes de
diagnéstico rapido para outras doencas, sendo produzido por
Biomanguinhos/Fiocruz. O “kit” contém um dispositivo impregnado com
antigeno recombinante rK28 (Pattabhi et al., 2010) (quimera combinando
K9, K26 e K39) de L.(L.)chagasi (=Leishmania infantum), o qual pode
utilizar amostras de sangue e de soro, fornecendo uma avaliacdo
qualitativa do diagndstico. Neste estudo foram utilizadas amostras de
soro, e segundo as recomendacBes contidas no “kit”, brevemente

descritas a seguir.

Com um dispositivo fornecido pelo “kit”, coletar uma gota do
soro (cerca 5uL) previamente descongelado e aplicar no pogo de n° 1 do
suporte do teste, adicionando em seguida 2 gotas de tampdo. Apds 5
minutos, aplicar 4 gotas do mesmo tamp&o no pogo de n° 2 e aguardar
vinte minutos. O teste serd considerado positivo quando duas bandas,
uma referente ao controle do teste e outra referente & amostra testada,
aparecer dentro de 15 minutos. O teste sera considerado negativo, quando
apenas a banda referente ao controle aparecer. Caso nenhuma banda seja
visualizada, o teste serd considerado invalido e deverd ser repetido,

utilizando outro “kit”.
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4.4. Avaliacéo da fauna flebotominica

4.4.1 Captura

Foram utilizadas armadilhas luminosas de suc¢do (modelo HP)
para a captura dos fleb6tomos, estas foram introduzidas em ambiente
domiciliar, peridomiciliar, como galinheiros e canis, e ambiente silvestre
(Pugedo H. et al, 2005; Aguiar et al., 1996). As armadilhas foram postas
as 18h e retiradas as 7h da manha seguinte, um total de 13h de coletas
por armadilha. Os espécimes coletados foram acondicionadas em
microtubulos tipo eppendorf contendo éalcool 70% devidamente
identificados, indicando a data, a localidade e o tipo de armadilha
utilizada, foram encaminhados ao Laboratério de Vetores Miguel Alves
de Souza - ENSP/FIOCRUZ, para clarificagdo, montagens e

identificacdo das espécies.

4.4.2 Fixacao e caracterizacéo dos fleb6tomos

Os espécimes de flebétomos capturados foram separados
manualmente com o auxilio de uma lupa. Apds, foram colocados em
pequenas placas de Petri com solucdo de hidroxido de potassa (KOH a
10%) para o inicio do processo de clarificacdo, onde permaneceram por
2-3 horas, para 0 amolecimento da quitina. Apds esse periodo, foram
transferidos para outras placas de Petri com acido acético, por um
periodo de 15-20 minutos para retirar o0 excesso de hidroxido de potassa.
Em seguida, os espécimes foram imersos em agua destilada por 20
minutos, para a lavagem. Apds a lavagem, os fleb6tomos permaneceram
em lactofenol por 24 horas, para diafanizar, e completada a etapa de
clarificacdo os espécimes foram montados entre 1amina e laminula, em
liquido de Berlese, e assim, identificados de acordo com a nomenclatura

proposta por Galati (2003).
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4.5. Procedimento Etico

O projeto contemplando os procedimentos realizados nos animais
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
FIOCRUZ), sob o protocolo LW- 82/2010-1

4.6. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada de forma descritiva avaliando a
frequéncia dos achados.

5. Resultados

Os resultados dessa dissertacdo serdo apresentados no formato de artigo
cientifico submetido para publicacdo na Revista do Instituto de Medicina

Tropical de Sdo Paulo
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5.1 Artigo

Monitoramento soroldgico de novos casos de leishmaniose
visceral canina e avaliacdo da fauna flebotominica na Ilha
da Marambaia, Municipio de Mangaratiba, RJ

Livia Aparecida Lopes do Carmo ° *, Marcos Barbosa de Souza b, Valmir Laurentino da
Silva ¢, Fernanda Nunes Santos ¢, Adilson Benedito de Almeida b, Carlos Jose de Lima
Barbosa Filhod, César dos Santos Pontes b, Fabiano Borges Figueiredo d,

® Pés-graduacdo Stricto-sensu (Mestrado), Escola Nacional de Sadde Publica Sergio
Arouca, Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil

® Laboratério de Vetores Miguel Alves de Souza, Escola Nacional de Saude Publica
Sergio Arouca, Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil

¢ Laboratério de Imunodiagndstico, Escola Nacional de Satde Publica Sergio Arouca,
Fundac¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil

?Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos, (IPEC-
FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil

Resumo:

No Brasil a leishmaniose visceral americana (LVA) é causada pela
Leishmania chagasi e o flebotomineo Lutzomyia longipalpis, o principal
vetor. O reservatorio doméstico é o cdo (Canis familiaris). O presente
estudo teve como objetivo reavaliar a prevaléncia da LVC em 2012 e
identificar a fauna flebotominica, na Ilha da Marambaia, municipio de
Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Foi realizado inquérito
soroldgico canino, através das técnicas IFI, ELISA e DPP, e a captura
dos flebotomineos foi realizada com o auxilio de armadilhas luminosas,
tipo HP. O censo totalizou 116 cées, sendo identificados 17 cées
positivos, uma prevaléncia de 14,6%. Foram capturados 2.524 espécimes,
no periodo de abril a novembro de 2012, sendo encontradas nove
espécies de flebotomos. Foi observada a manutencdo da prevaléncia da

LVC na regido comparando com dados anteriores.

Palavras chaves: monitoramento, leishmaniose visceral canina,

Lutzomyia longipalpis, sorologia, Leishmania
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Abstract:

In Brazil the American visceral leishmaniasis (AVL) is caused by
Leishmania chagasi and the sand fly Lutzomyia longipalpis, the main
vector. The reservoir is the domestic dog (Canis familiaris).The present
study aimed to reassess the prevalence of LVC in 2012 and identify
fauna of phlebotomine sandflies in Marambaia Island, the city of
Mangaratiba, Rio de Janeiro State, Brazil. Serological survey was
conducted canine, through techniques IFI, ELISA and DPP, and the
capture of sandflies was carried out with the aid of HP light traps. The
census totaled 116 dogs, 17 dogs being identified positive, a prevalence
of 14.6%. 2.524 specimens were captured in the period April-November
2012, which found nine species of sandflies. Were observed to maintain

the prevalence of CVL in the area comparing with previous data.
Introducéo

A leishmaniose visceral € uma doenca disseminada pelo Mundo
com cerca de 350 milhdes de pessoas infectadas. No Brasil ¢ uma
zoonose de grande importancia em satde publica. Segundo dados do
Ministério da Salde, entre 2007 e 2012 foram registrados 20.353 casos
de leishmaniose visceral americana (LVA), com 1.210 ébitos causados
pela doenca (SINAN, 2013)

O agente etiolégico da LVA no Brasil é a Leishmania
(Leishmania) chagasi (=Leishmania infantum), um protozoério
transmitido principalmente pelo vetor Lutzomyia longipalpis, um diptero
da subfamilia Phlebotominae, no momento do repasto sanguineo em

animais vertebrados (Miles et al., 1999).

Os marsupiais do género Didelphis e as raposas dos géneros
Lycalopex e Cerdocyon, sdo os reservatorios da L. (L.) chagasi no
ambiente silvestre e rural. Em areas urbanas, no peridomicilio e
domicilio, o principal hospedeiro é o cdo doméstico (Canis familiaris)
contribuindo assim para a manutengdo do ciclo da doenga.
(Marzochi,1994; Franca-Silva et al., 2005).
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A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma doenca que
apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas variando do céo
aparentemente saudavel ao cdo severamente doente. Esta variacdo esta
condicionada a imunocompeténcia individual do animal e a cepa do

parasito inoculada (Michalick & Genaro, 2005).

Segundo o manual de controle de LVA (Ministério da Saude,
2006), uma das medidas de controle da doenca é a vigilancia
epidemioldgica com a realizagdo inquéritos soroldgicos na populacdo

canina, retirada dos cées sororreatores e o levantamento entomolégico.

No Estado do Rio de Janeiro a LVA é classificada
epidemiologicamente como de baixa incidéncia, entretanto nos ultimos
anos as areas endémicas tem se expandido de forma acentuada. Em 2009
foi relatado um caso autéctone de LVC em Marica (de Paula C. C. et al ,
2009) e em 2010, no bairro de Laranjeiras, no municipio do Rio de
Janeiro (Figueiredo F. B. et al, 2010).Na Ilha da Marambaia localizada
no municipio de Mangaratiba-RJ, onde anteriormente ndo havia registro
de casos, foram diagnosticados 20 casos de leishmaniose visceral canina
em 2009, as amostras isoladas nesses animais foram caracterizadas como
L. (L.) chagasi. Mesmo sem a notificacdo de casos humanos nessa area
torna-se importante uma nova avaliagdo, para que possa ser confirmada a
circulacdo da doenca, além de reavaliar a prevaléncia canina e
continuidade da presenca do vetor. Por esse, motivo o presente estudo
teve como objetivo avaliar a soroprevaléncia dos cdes e a presenca de
flebotomineos na Ilha da Marambaia, municipio de Mangaratiba, estado
do Rio de Janeiro.

Material e Métodos

Area de estudo. A llha da Marambaia esta situada no municipio
de Mangaratiba ao Sul do Estado do Rio de Janeiro, é administrada pelas
Forcas Armadas Brasileiras, recebendo militares de diversas regides
brasileiras e é habitada por 103 familias, 352 habitantes, distribuidas em
uma area de 1,6 hectares. A ilha possui um clima tropical Umido, sua

vegetacdo retine uma das ultimas reservas de Mata Atlantica do sudeste
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brasileiro, grandes éareas de restingas (incluindo praias e dunas) e
manguezais, com ecossistemas associados (Conde et al 2005; Mattos,
2005).

A populacdo da llha esta distribuida em nove praias sdo elas:
Pescaria Velha, Caetana, Cutuca, do José, Grande, Suja, Jodo Manoel,

Caju e Sitio. E em uma area de mata conhecida como Buraco Quente.
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Figura 1: Mapa do Estado do Rio de Janeiro, em
destaque a llha da Marambaia, municipio de
Mangaratiba
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Populacgédo alvo. No ano de 2012 foi realizado um censo canino
na area de estudo, totalizando 116 animais (incluindo os cées errantes),
distribuidos nos dez pontos da ilha. Os animais foram submetidos a um
exame fisico detalhado e em seguida, submetidos a coleta de amostras
sanguineas, por puncdo das veias cefalicas ou jugular externa, para a
realizacdo dos testes sorolégicos. Apds a coleta das amostras foi
realizada a identificacdo eletronica dos céaes através da colocacdo de
microchip Animall TAG, inoculado na regido da cernelha, evitando
assim viés de informacdo, devido ao grande deslocamento dos cées desta

regiéo.

Foram coletados cerca de 5ml de sangue de cada cdo, que foi
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para a separacdo do soro, e
através de uma pipeta estéril descartavel o soro separado foi transferido
para microtubos tipo eppendorf e conservado a - 20°C até o momento da

realizacdo dos testes soroldgicos.

Provas sorologicas. Para o levantamento soroldgico foram
realizados o teste o imunocromatografico rapido (DPP), técnica de

imunofluorescéncia indireta (IF1), e 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Para a avaliacdo qualitativa do diagndéstico foi realizado o DPP,
utilizando o “kit” que possui um dispositivo impregnado com o antigeno
rk28 de L. (L.) chagasi, os testes foram realizados no Laboratério de
Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos —
IPEC/FIOCRUZ, de acordo com as normas do fabricante (Pattabhi et al.,
2010).

Para o ELISA utilizou-se uma placa de microtitulacdo
sensibilizada com antigenos soltveis de L. (L.) chagasi. As amostras
foram diluidas 1:100, em duplicatas, cuja positividade foi determinada
pela padronizacdo do teste. (Voller, 1976; Hommel et al , 1978; Coutinho
et al, 1985).

Para o IFlI foram utilizadas laminas de imunofluorescéncia

impregnadas contendo formas promastigotas de Leishmania major-like
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como antigeno para a pesquisa de anticorpos especificos anti-
Leishmania 1gG. As amostras foram diluidas a partir de 1:40 em
microplacas e avaliadas até a diluicdo que ndo apresentasse reatividade
(Camargo, 1969).

No presente estudo, para a confirmagcdo do diagndstico foi
utilizada a técnica de imunofluorescéncia (IFI), seguindo o manual do
Ministério da Saude (Brasil, 2006). Este critério foi adotado, para que

fosse possivel a comparacao com inqueérito sorologico anterior.

Avaliacdo da fauna flebotominica. Foram colocadas armadilhas
luminosas de succ¢do, tipo HP, em ambiente domiciliar, peridomiciliar,
como canis e galinheiros, e ambiente silvestre. As armadilhas foram
postas as 18h e retiradas as 7h da manhd seguinte (Pugedo H. et al,
2005). Foram realizadas coletas mensais, trés dias consecutivos no

periodo de abril a novembro de 2012.

As coletas foram realizadas em onze pontos: nas praias Pescaria
Velha, Caetana, Suja, do José, Grande, Cutuca, Sitio, Caju e nas

localidades Buraco Quente, VVacaria e no Hotel dos Sargentos.

Os espécimes coletados foram acondicionados em microtubos
tipo eppendorf contendo &lcool 70% devidamente identificados, e
encaminhados ao Laboratorio de Vetores Miguel Alves de Souza —
ENSP/FIOCRUZ, para clarificacdo, montagens e identificacdo das

espécies de acordo com a nomenclatura proposta por Galati (2003).

A andlise estatistica foi realizada de forma descritiva avaliando a

frequéncia dos achados.
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Resultados

Sorologia. Foram analisados 116 soros caninos, sendo 13 (11,2
%) amostras positivas no DPP, 45 (38,79%) no ELISA e 17 (14,65%) na
IFI.

Destes, 12 (10,34%) apresentaram concordancia em todos 0s
testes soroldgicos realizados. Dos animais inseridos apos o ano de 2009,
apenas dois caes apresentaram soropositividade, ocorreu a soroconversao
em sete cdes participantes do inquérito realizado em 2009. E trés caes
soropositivos no ano de 2009, que ndo foram retirados.

Os cées soropositivos estdo distribuidos nas praias: Suja, Caetana,

Grande, Pescaria Velha, José e Caju (Quadro 1).

PONTOS DE COLETA DISTRIBUICAO DE
SOROPOSITIVOS
Praia Suja 5
Praia da Caetana 4
Praia da Pescaria Velha 3
Praia Grande 3
Praia do Caju 1
Praia do José 1
Praia do Cutuca 0
Praia do Sitio 0
Buraco Quente 0
TOTAL 17

Quadro 1: Distribui¢do dos cdes soropositivos por ponto de coleta.

Fauna flebotominica. Foram encontradas nove espécies de
flebotomineos na regido o Lutzomyia longipalpis, Nyssomyia intermedia,
Migoneimyia migonei, Pintomyia fischeri, Evandromyia edwardsi,
Micropygomyia capixaba, Pintomyia bianchigalatiae, Micropygomyia

schreiberi e Bruptomyia sp. (Quadro 2).
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ESPECIE MACHO FEMEA TOTAL
L. intermedia 1029 1016 2045
L. migonei 263 141 404
L. longipalpis 34 6 40
L. fischeri 4 16 20
L. schreiberi 4 6 10
L. capixaba 0 2 2
L. bianchigalatiae 0 1 1
L. edwardsi 1 1 2
TOTAL 1335 1189 2524

Quadro 2: Fauna flebotominica da Ilha da Marambaia de abril a

novembro de 2012.

O L. longipalpis foi encontrado em apenas trés praias a

Pescaria Velha, a do Cutuca e a da Caetana. O N. intermedia apresentou

ampla distribuicdo sendo encontrado principalmente nas praias Suja e

Pescaria Velha, e na Vacaria. A espécie M. migonei foi capturada em trés

praias a do José, Pescaria Velha e Suja e na regido da Vacaria.

Distribuicdo das espécies

Pontos de coleta L.longipalpis N. intermedia M. migonei
Praia Suja Ausente Presente Presente
Praia da Caetana Presente Presente Presente
Praia da Pescaria Velha Presente Presente Presente
Praia Grande Ausente Presente Presente
Praia do Caju Ausente Presente Ausente
Praia do José Ausente Presente Presente
Praia do Cutuca Presente Presente Presente
Praia do Sitio Ausente Presente Presente
Buraco Quente Ausente Ausente Ausente
Vacaria Ausente Presente Presente
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Discussao

A leishmaniose visceral canina é um grave problema de saude
publica, em processo de expansdo no territério brasileiro, principalmente

no meio urbano de cidades, antes consideradas indenes.

A confirmacdo de 17 (14,65%) cées soropositivos para LVC na
Ilha da Marambaia no ano 2012, onde em 2009 foram notificados 20
casos caninos, revela a manutencdo da prevaléncia da doenca que
anteriormente era de 15%, mesmo com a remoc¢édo de grande parte dos
cdes sororreatores diagnosticados naquela ocasido. Esse achado
corrobora com o estudo de Costa (2011) que realizou uma revisao
sistematica sobre a ineficacia da remocédo de cdes no controle da LVA.
Courtenay et al (2002) relataram que a retirada de caes soropositivos, ndo
é suficientemente eficaz para o controle da LVC, devido a demora no
recolhimento dos animais sororreagentes que permanecem como uma

fonte de infeccdo na regido.

Os cdes em sua maioria circulam livremente pela ilha durante o
dia e no crepuscular voltam para a casa de seus proprietarios, horario em

que o risco de contato com o vetor da LVA é elevado.

A llha da Marambaia teve a descricdo dos primeiros casos de
LVC no ano de 2009. Esta area é composta por uma reserva de Mata
Atlantica, sua populacdo esta distribuida em residéncias instaladas
préximas ao ambiente silvestre ou até mesmo dentro da mata. As
modificagOes realizadas pelos moradores no ambiente natural, o
saneamento precario, a falta de rede de esgoto e coleta de lixo regular,
assim como a presenga de galinheiro nos quintais, ocasiona o acimulo de
matéria organica ao redor das habitacbes promovendo a constituicdo de
um ambiente favoravel para a criacdo de flebotomineos. Cerbino et al
(2009), em estudo realizado em Teresina, Piaui entre o periodo de 1991
até 2000 verificaram que a vegetacdo vasta e o incremento populacional
estd relacionada com o aumento do indice da doenca. Monteiro et al
(2005) descreveram que no municipio de Montes Claros, as condicdes de

habitacbes precarias, o nivel socio-econébmico baixo e a falta de
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saneamento basico, juntamente com o convivio muito proximo com 0s

animais domésticos, eleva o risco de transmissdo da LVA.

A néo reducdo da prevaléncia de LVC na &rea de estudo, mesmo
apos a retirada de cdes soropositivos, pode estar relacionada a utilizacdo
dessa medida de forma isolada, sem as campanhas educacionais ou
controle das populagdes de flebdétomos. Outro ponto importante que pode
estar corroborando para ineficiéncia do controle € o ambiente da regido,
no qual as casas estdo inseridas na mata, onde a presenca do vetor e de

reservatorios silvestres é abundante.

A fauna flebotominica da llha da Marambaia foi estudada no ano
de 2009, por Novo et al. (2013) que descreveram um total de treze
espécies coletadas em trés diferentes ecétopos: intradomicilio,
peridomicilio e mata, sendo a N. intermedia encontrada em maior
densidade e distribuida por toda a regido. A presenca de L. longipalpis

foi constatada, mas em baixa densidade.

Em nosso estudo, a espécie de fleb6tomo com maior densidade
continuou sendo a N. intermédia, seguida por M. migonei, L. longipalpis
e P. fischeri. Tais espécies sdo de grande importancia vetorial para as
leishmanioses. O L. longipalpis foi encontrado em densidade reduzida,
em apenas trés praias a Pescaria Velha, Praia do Cutuca e na Praia da
Caetana. Brandao-Filho et al (2002) realizaram estudo na Zona da Mata
de Pernambuco, e descreveram a presenca de casos de LVA, sem o
registro de L. longipalpis na regido, sugerindo o envolvimento de outra

espécie vetor da doenga, como a M. migonei.

A baixa de densidade ou mesmo a auséncia de L. longipalpis
talvez possa explicar a auséncia de casos humanos na area estudada.
Segundo de Souza et al (2003), na zona oeste do municipio do Rio de
Janeiro a LVVC & encontrada por anos sem o registro de casos humanos, o
que também pode estar relacionado a participacdo de outro fleb6tomo no
ciclo de transmissdo com habitos alimentares direcionados para 0s cdes e

outros animais domésticos.
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Neste estudo foi possivel observar a manutengdo da prevaléncia
da LVC na llha da Marambaia e que a fauna flebotominica manteve-se
nos mesmos padrdes contribuindo assim para maior conhecimento sobre

a dinamica da doenca na regido.
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Anexo (Protocolo de Campo Veterinario)
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