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ESTUDO DO CICLO DE TRANSMISSAO SILVESTRE E SUBURBANO DE L. panamensis NA
COLOMBIA: INVESTIGACAO DO PAPEL DE Didelphis marsupialis E Canis familiaris COMO
POTENCIAIS RESERVATORIOS

RESUMO
DISSERTACAO TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Lina Maria Carrillo Bonilla

O conhecimento dos reservatorios de Leishmania spp. € chave para seu controle. O
trabalho teve como alvo a avaliagdo do papel de Didelphis marsupialis e Canis
familiaris como potenciais reservatérios de L. panamensis no ciclo silvestre e
suburbano, na Colémbia. Amostras de sangue e pele foram coletadas dos animais.
Realizamos isolamento do parasito da leséo e teste de Montenegro na populacéo
humana, PCR com Hsp70, eletroforese de isoenzimas, tipagem por sequéncias
multilocus, e carga parasitaria por gPCR, assim como xenodiagnéstico. Um total de
675 amostras foi obtido, incluindo 27 isolados de lesdes de pacientes e trés de
gambas, identificadas como L. panamensis. O teste de Montenegro demonstrou a
endemicidade da doenca, 67/233 (29%) na area silvestre e 61/143 (43%) na area
suburbana. Os titulos de anticorpos em cédes por IFI foram de 21% na é&rea
suburbana e 28% na area silvestre. Os resultados da PCR demonstraram uma alta
positividade para ambas as espécies, com aproximadamente 40% na area
suburbana e 3% na area silvestre. O sequenciamento de hsp70 e de outros genes
identificou a L. panamensis como a Unica espécie infectante. A carga parasitaria foi
medida, tendo como alvos DNApol e ssRNA. Para a area silvestre, as médias foram
muito baixas para as duas espécies, de maneira contraria a area suburbana. Em um
total de 13 xenodiagnésticos, nenhum dos animais foi positivo por microscopia, no
entanto seis de oito cédes foram positivos por PCR dos insetos usados no
xenodiagndstico. Além de caracterizar o perfil epidemiolégico, o presente estudo
aplicou métodos moleculares para a tipagem genética das cepas de L. panamensis
nas diferentes areas de estudo, indicando elevada homogeneidade genética. O
mesmo foi observado nas analises da estrutura populacional, que identificaram sé
dois complexos clonais com a maioria das cepas. Finalmente, observamos uma
tendéncia na frequéncia de positividade dos animais com respeito ao regime de
chuva. Esses resultados sugerem que ambos animais possuem papéis diferentes
em cada ciclo de transmissdo, correspondendo isso a teoria de foco em
leishmanioses. Na area silvestre, com um ciclo de transmissdo principalmente
extradomiciliar e selvatico, os gambas sdo os que possuem o papel de mais
preponderancia que o0s caes, no entanto, sendo uma area que tem uma alta
diversidade, pode ser que outras espécies estejam envolvidas no ciclo de
transmissao, reduzindo a importancia das espécies estudadas. Na area suburbana,
o rol de ambas as espécies parece aumentar. Ainda que alguns resultados nao
cumpram com 0s critérios tedricos para categorizar as espécies de estudo como
reservatorio, esses resultados se acoplariam a nova teoria dinamica dos
reservatorios como um conjunto de espécies que atuam como fonte de manutencao
do parasito, especialmente na area suburbana, muito provavelmente fazendo parte
da populacdo que mantém e perpetua o ciclo que contribui para a endemicidade da
LTA causada por L. panamensis na Colom
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Knowledge of Leishmania reservoirs is key to its control, but currently there are few
conclusive results. The main aim of this work was to evaluate the role of Didelphis
marsupialis and Canis familiaris as potential reservoirs of L. panamensis in sylvatic
and suburban transmission cycles in Colombia. Samples of blood and skin were
collected from the animals. The activities performed in order to achieve this were:
isolation of skin lesion parasite, Montenegro test in the human population, PCR with
Hsp70, isoenzyme electrophoresis, multilocus sequence typing, and parasitic load by
gPCR, as well as xenodiagnosis. 675 samples were obtained, incluing addition to 27
isolates from patient lesions and three from opossums, all identified as L.
panamensis. Montenegro tests confirmed the continued endemicity of the disease,
67/233 (29%) in the sylvatic area and 61/143 (43%) in the suburban area. Antibody
titers in dogs by IFlI were 21% in the suburban area and 28% in the sylvatic area.
PCR results showed a high positivity for both species, with approximately 40% and
3% in the suburban area and the sylvatic area respectively. Sequencing of hsp70
and other genes identified L. panamensis as the only infecting species. Parasite load
was measured with DNApol and ssRNA as targets. For the sylvatic area, parasite
load was very low for the two species of animals, with the two targets. The opposite
was observed in the suburban area. In the suburban area 13 xenodiagnoses were
carried out none of the animals were positive by microscopy. However, in insects
used in xenodiagnoses of six out of eight dogs were PCR positive. In addition to
characterizing the epidemiological profile, molecular methods were applied for the
genetic typing of L. panamensis strains in the different study areas, indicating high
genetic homogeneity. The same was observed in analyzes of the population
structure, where only two clonal complexes were identified for most strains. Finally,
we observed a trend that may link the positivity frequency of the animals with the rain
regime and the possible density of vectors. These results suggest that these animals
have dissimilar roles in each transmission cycle, corresponding with the focus theory
in leishmaniasis. In the sylvatic area, with mainly extradomiciliary and jungle
transmission cycles, the opossums play a more important role than dogs; however,
being a high diversity area other species may be involved in the transmission cycle,
reducing the importance of the studied species. In the suburban area, the importance
of both reservoirs seems to increase. Some results do not fulfill the theoretical criteria
to categorize the studied species as reservoirs. However, these results would be
matched to the new dynamic theory of the reservoirs as a set of species that act as a
source of maintenance for the parasite. This would be especially true in the suburban
area, probably forming part of the population that perpetuates the cycle contributing
to the endemicity of American tegumentary leishmaniasis caused by L. panamensis
in Colombia.
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INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemioldgicos e caracteristicas gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protozoarios heteroxénicos,
do género Leishmania (Ross, 1903), que compreende um complexo de doencas
com uma importante diversidade clinica e epidemiolégica. O género Leishmania
compreende cerca de 30 espécies, das quais em torno de 20 sdo responsaveis
por causar doencas em humanos (1).

Dados recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que a
doenca afeta 14 milhdes de pessoas e, a cada ano, ha dois milhdes de novos
casos. Ocorre em quatro continentes, sendo considerada endémica em 98
paises, com 350 milhdes de pessoas em risco a nivel mundial. Est4 diretamente
relacionada com a pobreza, mas também € influenciada por fatores ambientais e
climaticos. Anualmente, ocorrem entre 1,5 a 2 milhdes de novos casos da doenca:
0,2 a 0,4 milhdes casos de Leishmanioses Visceral (LV) e 0,7 a 1,2 milhdes casos
de Leishmaniose cutanea (LC), com 20.000 a 40.000 mortes decorrentes,
majoritariamente, da forma visceral da doenca (2). Esse niamero pode parecer
baixo em relacdo a mortalidade de outras doencas infecciosas, mas o impacto
estimado da leishmaniose como agravo é da perda de 2,4 milhdes de anos de vida
ajustados pela incapacidade (DALYs) para cada ano (3), representando um
enorme peso econdmico e social.

Apesar da incidéncia crescente e representar a nona maior carga de
doenca entre doencgas infecciosas individuais, as leishmanioses permanecem na
categoria das doencas negligenciadas, que recebem menor atencéo por parte das
agéncias financiadoras, das autoridades de saude publica e dos profissionais de
saude responséveis pela implementacdo de atividades de investigacdo, prevencao
e controle (4).

Os parasitos classificados no género Leishmania possuem duas formas
distintas em seu ciclo de vida: uma forma promastigota, com flagelo livre, moveis e

gue vivem de forma extracelular dentro do tubo digestivo do inseto vetor, e uma



forma amastigota, imovel, com flagelo intracelular e que reside dentro dos
macréfagos do hospedeiro vertebrado. (1)

O parasito € transmitido ao homem pela picada de insetos hematéfagos da
subfamilia Phlebotominae, que se alimentaram previamente em um mamifero
infectado. A apresentacdo clinica da doenca, de um modo geral, divide-se em:
leishmaniose tegumentar, que acomete pele (LC) e mucosas (LMC); e visceral,
causando comprometimento de 6rgaos internos, especialmente o figado e o baco.
Isto traduz uma importante diversidade clinica da doenca, que, dependendo da
espécie de Leishmania e da resposta imune do individuo infectado, pode causar
desde infec¢des inaparentes, oligossintoméaticas até casos graves e fatais (5).

As Leishmanias séo divididas taxonomicamente em dois subgéneros:
Leishmania (Leishmania), na qual estdo classificadas espécies que circulam no
Velho e no Novo Mundo, e Leishmania (Viannia), representado por espécies
encontradas somente nas Américas. Estudos revelam heterogeneidade genética
em Leishmania. Desde a década de 80, varias espécies novas de Leishmania
foram descritas nas Américas; algumas sdo patogénicas para os humanos,

enguanto outras infectam aparentemente apenas animais silvestres (2,6).

1.2 Leishmanioses Tegumentar

A leishmaniose tegumentar (LT) € uma doenca que acompanha o homem
desde a antiguidade, existindo relatos e descricbes encontrados na literatura
desde o séc. | D.C. Nas Américas, foram encontradas ceramicas pré-colombianas,
huacos (vasos de ceramica com reproducédo de figuras humanas), datadas de
aproximadamente 400 a 900 anos D.C., feitas pelos indios do Peru, que
apresentam mutilacbes de labios e narizes, caracteristicas da espundia, hoje
conhecida como leishmaniose cutanea-mucosa ou mucocutanea (LMC) (7). As
lesbes de LTA receberam diversas denominagcdes em todo o continente
americano. As menos destrutivas eram chamadas de uta seco, Ulcera de Velez,

ulcera dos chicleros, buba, ulcera de Bauru, ferida brava, “forest yaws”, “Baysore”,

‘pian-bois” e “bosch-yaws”; ja as mais destrutivas receberam as seguintes
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denominacdes: espundia, chaga corrosiva, cancro espundico, nariz de tapir,
tiacarafia, gangosa, ferida esponjosa, e cancro fagendénico (8).

Posteriormente, através de estudos de paleomedicina, foram descobertas
mumias com lesdes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose (9).
Classicamente, a doenca é classificada de duas formas: cutanea e mucosa,
também conhecida como mucocutanea. O espectro clinico é polimérfico, atingindo
pele e mucosas, e caracterizado pela presenca de lesdes ulcerosas indolores,
Unicas e de duracéo limitada (forma cutanea localizada), lesGes papulares (forma
cutanea disseminada), les6es nodulares néao ulceradas (forma cutanea difusa) ou
mucocutaneas que afetam a mucosa nasofaringeana apos infec¢éo cutanea inicial
(forma mucocutanea) (10).

Coletivamente, leishmaniose cutanea e mucocutanea séo referidas como
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Continente Americano (11). Em
casos raros, a LTA pode evoluir para duas formas mais graves da doenca, a forma
disseminada ou difusa (12). Na América, a apresentacao clinica mais comum é a
forma cutanea, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina, excetuando Chile e Uruguai. Globalmente, estima-se que entre 70 e
75% de todos os casos de leishmaniose cutanea estdo concentrados em 10
paises, sendo quatro localizados nas Américas: Brasil (4), Coldmbia, Peru e Costa
Rica. (4) As espécies implicadas nesta forma clinica sdo classificadas tanto no
subgénero L. (Leishmania) quanto no L. (Viannia). Algumas das espécies mais
importantes sdo: L. (L.) amazonensis (Lainson e Shaw, 1972); L. (V.) guyanensis
(Floch, 1954); L. (V.) naiffi (Lainson & Shaw, 1989); L. (V) panamensis (Lainson e
Shaw, 1972) e L. (V) braziliensis (Vianna, 1911).As duas Ultimas sdo as mais
importantes na Colémbia (4).

A LTA vem sofrendo mudancas no perfil epidemioldgico, que muitas vezes
se associam as alteragcdes ambientais. O seu recrudescimento tem sido apontado
como produto do desequilibrio ecoldgico produzido pelo homem que invade os
nichos ecoldgicos do parasito. Como exemplo, cita-se o caso das populacdes de

baixa renda que desmatam a periferia de regides urbanas para implantar bairros
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sem qualquer preocupacao com o equilibrio ambiental e entram em contato com o

meio ambiente silvestre (13).

1.2.1. Leishmanioses Tegumentar na Colémbia.

Na Colémbia, a primeira referéncia da LTA foi feita por Indalecio Camacho,
em 1872 (14). A modalidade classica de transmissdo da LC na Colémbia é a
forma silvestre, com o homem adquirindo a infeccdo quando adentra ao foco
natural da parasitose, onde interagem seus reservatorios naturais e vetores; nesta
circunstancia, a doenca atinge predominantemente o sexo masculino na faixa
etaria produtiva. Manifesta-se de forma endémica em quase todos os territorios e,
ocasionalmente, ocorre sob a forma de surtos epidémicos (15).

Na década dos anos de 1990, a média de casos por ano era de 8.000; no
entanto, de 2006 até 2014, o Instituto Nacional de Saude (INS) (16) informou uma
média de 12.380 casos por ano, mostrando uma variacdo interanual,
possivelmente pelo incremento nos modelos de chuva e variagéo climética (17).

Na Colémbia, 98% dos casos sdo de leishmaniose cutanea produzida
principalmente por L. panamensis e L. braziliensis, 1.3% s&o casos de LMC e
0.7% de LV. No pais, tem sido reportado um baixo nimero de casos de
leishmanosis visceral, que sao restritas a, principalmente, dois focos: o primeiro na
regido da costa atlantica (Departamentos de Sucre, Coérdoba y Bolivar) e o
segundo na veira do Rio de Magdalena (Departamentos de Cundinamarca,
Tolima e Huila). A espécie L. infantum tem sido envolvida nesta forma clinica e
Lu. longipalpis y Lu. evansi como seus vetores(18). A LMC tem também poucos
casos, no entanto, ndo apresenta uma distribuicAo mais ampla, sem ter focos
definidos. Nas lesGes mucosas dos pacientes tem sido isoladas as espécies de L.
panamensis, L. braziliensis e L. amazonensis (19,20).

A doenca estéa distribuida em todo o territorio (com a excecéo das ilhas de
San Andrés e Providencia) e ocorre em forma endémica em focos naturais de
infeccéo localizada principalmente em zonas da floresta, rurais e semirurais que

tém condi¢cbes ecoepidemioldgicas favoraveis para sua transmissdo. Desde o0s
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anos 80 a leishmaniose ndo € mais exclusivamente uma doenca da floresta; ela
deixa de afetar apenas os homens que trabalham na floresta e passa a apresentar
comprometimento intradomiciliar, aumentando a populacdo de risco com a
inclusdo de mulheres e criancas (15). A LTA na Colémbia vem mostrando uma
mudanc¢a ndo s6 no aumento do niumero de casos, mas precisamente no cenario
epidemiolodgico, passando de um padrdo de transmissdo eminentemente rural até
a década de 1990 para um padrdo de transmissao periurbano (e.x. Departamento

de Sucre) e urbano (e.x Departamento de Bolivar) (21).

1.3 Vetores

A transmissdo de Leishmania spp. ocorre através da picada de insetos
hemato6fagos, os flebotomineos, cuja atividade é predominantemente crepuscular
ou noturna. Os fleb6tomos passam muitas vezes despercebidos, devido ao seu
tamanho reduzido em relacdo a outros insetos e ao fato de realizarem um voo
silencioso. Os flebétomos pertencem a classe Insecta, Ordem Diptera, Subordem
Nematocera, Familia Psychodidae e Subfamilia Phlebotominae e é constituida por
cinco géneros, sendo as espécies do género Phlebotomus as responsaveis pela
doenca, nos continentes europeu, asiatico e africano, enquanto o género
Lutzomyia ocorre nas Américas (22).

A primeira referéncia a estes insetos como vetores de Leishmania foi feita
em 1904, na Argélia, pelos irmaos Sergent e, mais tarde, em 1913, por Mackie, na
India (23). Os fleb6tomos séo insetos dipteros de cor amarelada, corpo revestido
de formacgdes quitinosas com a forma de pelos e tamanhos muito pequenos (2 a 3
milimetros). No ambiente natural, os adultos vivem durante o dia nas fendas das
rochas e troncos de arvores. As larvas desenvolvem-se em lugares onde existe
matéria organica em decomposi¢cdo. Alguns se adaptam a vida doméstica,
encontrando-se em casas, estabulos, jardins e galinheiros, onde obtém alimento e
protecéo (22).

Estes dipteros apresentam uma estrutura designada por cardia, que divide
0 seu intestino anterior e o intestino médio, e que consiste numa valvula

estomodeal, tendo um papel essencial na alimentacdo e capacidade infectante
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como vetores. Esta valvula, em condigdes normais, assegura o fluxo “num sé
sentido” do sangue ingerido por estes dipteros, evitando a sua regurgitagdo. No
entanto, quando ocorre a segunda refeicdo sanguinea, as fémeas dos fleb6tomos
infectadas por Leishmania tém dificuldade em permitir a passagem do sangue
para o intestino médio, tendo que realizar varias picadas no hospedeiro para se
alimentarem (24). Este fato esté relacionado com a formacéo de um gel viscoso
por parte dos promastigotas de Leishmania, que uma vez depositado na cardia,
contribui para o bloqueio da véalvula estomodeal, que limita o fluxo da refeicdo
sanguinea e causa um refluxo do sangue; este sangue transporta formas
infectantes de Leishmania que sdo, numa nova picada, inoculadas na pele do
hospedeiro (25). A saliva do fleb6tomo injetada durante a sua refeicdo sanguinea
contém um grande numero de substancias farmacologicamente ativas, com efeito
anti-hemostatico, vasodilatador e anti-inflamatorio/imunossupressor, que auxiliam
o vetor a localizar e manter o fluxo sanguineo sem induzir uma resposta
inflamatoria por parte do hospedeiro (26).

Na Colémbia, os flebotomineos do género Lutzomyia se encontram desde
os 0 aos 2.400 m.a.n.m em uma grande variedade de ecossistemas (27). Até o
presente, foram identificadas 163 espécies de Lutzomyia no pais, sendo pelo
menos 11 consideradas como vetores de Leishmania spp.: Lu. longipalpis (Lutz e
Neiva, 1912), Lu. evansi (Nufiez-Tovar, 1924), Lu. spinicrassa (Morales, Osorno,
Osorno e Mufioz, 1969), Lu. trapidoi (Fairchild e Hertig, 1952), Lu. umbratilis (Ward
e Fraiha, 1977), Lu. hartmanni (Fairchild e Hertig, 1957), Lu gomezi (Nitzulescu,
1931), Lu. yuilli (Young e Porter, 1972), Lu. panamensis (Shannon, 1926). Lu
flaviscutellata (Mangabeira), Lutzomyia ylephiletor (Fairchild G.B., Hertig M., 1952)
(28,29).

1.4 Hospedeiros e reservatorios vertebrados

A ecologia dos parasitos do género Leishmania esta, inevitavelmente,
associada aos seus hospedeiros, de modo que todos os fatores que afetem a
sobrevivéncia e o comportamento destes podem interferir no ciclo de transmisséo

do parasito. A maioria das leishmanioses sao zoonoses, em que distintas espécies
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de animais atuam como reservatérios do parasito para os seres humanos. Para
se efetuar a transmissdo do parasito aos seres humanos € importante que haja
intersecdo entre o nicho ecolégico do vetor, do homem e de um reservatério
silvestre ou doméstico (30).

No entanto, a infeccdo do hospedeiro ndo significa que este seja um
reservatorio; os diferentes agentes infecciosos, como Leishmania, podem infectar
mais de uma espécie de hospedeiro. De fato, 62% de todos os patdgenos
humanos sao classificados como zoonoses, 57 das 70 doencas animais
consideradas de maior importancia internacional envolvem patdégenos que
infectam vérios hospedeiros. A capacidade de agentes patogénicos para infectar
uma ampla gama de hospedeiros tem sido demonstrada como fator de risco para
0 aparecimento da doenca em seres humanos e animais domésticos (31). Assim,
a compreensdo incompleta de reservatorios tem dificultado o controle de muitas
doencas, como a infecgdo pelo virus Ebola, Ulcera de Buruli e Raiva (32).

O conceito do reservatorio de leishmania mudou muito desde 1952, quando
Ponte os chamava animais depositarios (33). O principal critério para a definicdo
de uma espécie como hospedeiro reservatério € que esta(s) espécie(s) garanta(m)
a circulacdo do microrganismo na natureza dentro de um periodo de tempo e
espaco. Nesse sentido, deve-se considerar que a interacao reservatorio e parasito
€ um sistema complexo, dinamico e multifatorial, que envolve 0 homem, o animal
doméstico, o parasito, o vetor e o animal reservatério dentro de um determinado
ambiente. Essas relacdes encontram-se em constante mudanca, em fungcdo das
alteracdes do meio ambiente e das interacOes entre os seres vivos. Sendo assim,
apenas o0 acompanhamento de longo prazo e o atendimento a critérios
preestabelecidos poderdo definir uma espécie animal como reservatorio de um
agente patogénico e, a partir de dai, resultar em informacbes consistentes o
suficiente para nortear as medidas de controle. (34)

Segundo Ashford, 1996 (32), para determinar uma espécie como
hospedeiro reservatdrio € necessario estabelecer os seguintes parametros: status
taxondmico correto do animal; distribuicdo geogréafica do hospedeiro e do parasito

dentro da area de distribuicdo do hospedeiro; distribuicdo microrregional do
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parasito e reservatorios em distintos ecossistemas dentro de um mesmo bioma,;
prevaléncia da infeccdo entre machos, fémeas, adultos e jovens de possiveis
hospedeiros; dindmica das populacdes de hospedeiros no tempo (identificacdo
dos efeitos de um determinado parasito na populacdo e/ou individuo; flutuacéo
sazonal; estabilidade da infeccdo e transmissibilidade) e que esta espécie seja
infecciosa para o vetor, no caso em que se envolvam a transmissao por insetos
vetores. (36)

Entretanto, devido as grandes quantidades de mamiferos encontrados
infectados e, sendo mais holisticos, o conceito mais recente define o reservatorio
como uma ou mais popula¢cdes ou ambientes nos quais 0os patdgenos podem se
manter constantemente e desde o0s quais a infeccdo é transmitida a uma

populacao definida (31).

1.4.1. Reservatorios silvestres.

Muitos mamiferos silvestres tém sido identificados como reservatorios de
Leishmania spp. Poucas revisbes do tema tém sido feitas; a mais recente de
Roque e Jasen , 2014 (34), identifica 121 espécies animais infectadas com
espécies de leishmania como L. infantum, L. amazonensis, L. braziliensis, L.
panamensis, entre outras. As espécies animais foram classificadas como
potenciais reservatorios ou hospedeiros do parasito de acordo com alguns
critérios, incluindo capacidade de transmisséo por xenodiagndstico ou isolamento
do parasito, assim como a capacidade de retencao do parasito (persisténcia).

De acordo com esses critérios, a espécie D. marsupiais foi qualificada como
potencial reservatério de L. guyanensis, considerando os isolamentos obtidos de
sangue (35,36). No entanto, para L. amazonensis, o0 gamba foi qualificado como
hospedeiro do parasito (40). Outros estudos desta espécie tém detectado
anticorpos e conseguido isolar parasitos da espécie L. panamensis e L.
braziliensis neste ultimo caso foi medida sua capacidade de transmissdo aos
vetores (19,41,42).
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D. marsupialis € a espécie mais comum das 65 que pertencem a ordem
Didelphimorphia (Opossum) e € a Uunica espécie da ordem de marsupiais
existentes no continente americano, distribuida desde o norte dos Estados Unidos
até o sul da Argentina. E o animal silvestre que melhor resiste a antropizacdo. De
fato sua populacdo é favorecida nessa situacéo, ja que ndo tem a pressao dos
predadores mamiferos (43,44). O vocabulo ‘gamba”, nome como se conhece
comumente em portugués, deriva-se do tupi-gurani e significa ‘ventre aberto’, ou
seja, foi o modo de reproducédo que chamou a atencdo dos povos pré-colombianos
(45).

Na Colémbia, D. marsupialis é conhecido com diferentes nomes como

“chucha”, “chucha de oreja negra”, “zorro mochilero", “rabipelao”, “zorro hediondo”,
‘raposo(a)’, “comadreja”, “chucho”, “faro”, “fara”, “runcho” y “zorra” (46). Tem uma
ampla distribuicdo, que vai de 0 até os 2.500 m.a.n.m em diferentes ecotopos. Em
muitos lugares, sua carne serve de alimento e € comparada com o sabor do
frango. Inclusive, como experiéncia durante as capturas para este estudo, muitos
camponeses nos solicitavam que déssemos a espécie capturada, e por tal motivo,
sempre liberavamos os animais em areas apartadas e fora do alcance da
comunidade. Por outro lado, € um animal considerado praga, odiado e
perseguido, pois devido a sua alta capacidade de adaptacdo e dieta onivora,
alimenta-se de galinhas, patos, aves cantoras, frutas etc, sendo esta a outra
razao para protegé-los no momento de sua liberacéo.

O D. marsupialis também é uma espécie permissiva para a manutencao de
microrganismos, como, por exemplo, o Trypanosoma cruzi (45). Em estudos
recentes, ele tem sido associado como a fonte preferencial de sangue de insetos
do género Lutzomyia, que também foram encontrados em ninhos de D. albiventris

(46,47).

1.4.2. Reservatérios domésticos.

A incriminagdo de reservatérios domeésticos no ciclo de transmissdo de

espécies de Leishmania que produzem lesbes cutaneas tem sido relativamente
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recente. Um dos primeiros estudos foi feito por Aguilar et al. (48), mas muitos
autores refutaram esta ideia, com base nas evidéncias epidemioldgicas que néo
suportam 0s animais domésticos como reservatorios por conta de estarem
praticamente ausentes em areas endémicas, como na Amazonia, reforcando a
hipétese de que a fauna silvestre tem a maior probabilidade da manutencéo e de
transmissdo dos parasitos. Desde entdo, varios animais domeésticos tém sido
encontrados infectados com Leishmania sp.; entre os mais relevantes estdo os
gatos, equinos e o0s caes. Até hoje ndo existe um consenso entre 0s
pesquisadores sobre o papel dos animais domeésticos como reservatorios de
espécies de Leishmania.

No gato, as primeiras referéncias a leishmaniose foram descritas por
Mazza, em 1927 (49), semidentificacdo parasitologica. Outros reportes incluem
determacdo de infecdo natural em Brazil, Venezuela, Egito e Texas (50-54). E
importante referir que textos de parasitologia de Neveu-Lemaire, datados de 1942,
mencionavam a possibilidade de Leishmania donovani infectar naturalmente o
gato, apesar de, na época, ser considerada situacdo excepcional (52). Os gatos
foram encontrados infectados com varias espécies de Leishmania, como L.
mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis e L. amazonensis e L. infantum (53).
Seu papel epidemiologico ainda ndo estd claro, pois ha poucos estudos que
evidenciem sua capacidade de transmitir os parasitos a vetores (54). Porém, tem
sido possivel infectar Phlebotomus perniciosus com L. infantum, no Velho Mundo,
e Lu. Longipalpis, no Novo Mundo, depois de terem sido alimentados em gatos
naturalmente infectados (55). Simdes-Mattos et al. (2005) (56) sugerem que o
gato domeéstico apresenta um alto grau de resisténcia natural ao parasito,
conforme observado em infeccbes experimentais. Entretanto, a resisténcia do gato
a leishmaniose pode depender também de fatores genéticos ndo relacionados a
resposta celular (57). Gatos infectados com Leishmania e coinfectados com o
virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e/ou virus da leucemia felina (FelLV),
concomitantemente, comprovaram gue tanto os agentes virais quanto o estresse
podem induzir danos a resposta imunoldégica mediada por células e, desta forma,

apressar os sintomas clinicos no gato (58).
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As informacdes em relacdo as leishmanioses envolvendo os felinos vém
aumentando, mas ainda existem muitas questdes que devem ser respondidas
através de novos estudos, principalmente em relagdo a patogenia e ao real papel
do gato como reservatoério de Leishmania spp. (55).

Outros animais domésticos estudados sdo o0s equideos domésticos. A
leishmaniose foi primeiramente relatada por Mazza (1927) (59), em um cavalo na
Argentina; e depois, no Brasil, por de Alencar (1959) (62), em um jumento no
estado do Cearad. Desde entdo varios relatos vém sendo descritos em diversos
estados do Brasil e em outros paises, como Venezuela, identificando como agente
infectante, em alguns desses casos, a espécie L. braziliensis (50,63-67). Na
Colémbia, até onde sabemos, ndo ha nenhum caso relatado.

Os caes domeésticos sdo bem estudados e conhecidos como reservatérios
de L. infantum (syn. L. chagasi), agente causal da leishmaniose visceral (66). Este
parasito foi identificado pela primeira vez na Tunisia, em 1908, por Charles Nicolle
e Comte. No entanto, seu papel como reservatodrios das espécies causais de LTA
€ ainda discutido. Travi et al. (2006) (67) e Vélez et al. (2012) (70) sugeriram que
0os cdaes infectados tém o mesmo comportamento que o humano, como um
hospedeiro acidental. Outros autores indicam que o0s cdes poderiam estar
envolvidos na transmissdo das espécies de Leishmania associadas a LTA,
considerando observacfes como: a coincidéncia destes animais infectados com
casos humanos, a proximidade com as pessoas nas areas endémicas, a
correlagao positiva entre o risco de infeccdo de LC em humanos e positividade LC
em cées, coincidéncia das espécies infectantes em humanos e cées e atracdo

relativa dos cdes para algumas espécies de flebotomineos vetoras (69-71).

1.5 Diagnostico das leishmaniases

O diagnéstico das leishmanioses envolve aspectos clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais. No caso da LC, considerando a semelhanga com
sintomas que também s&do observados em outras doencgas frequentes nas areas
endémicas de leishmaniose, como hanseniase, cancer de pele, esporotricose e

tuberculose cutanea, o diagnostico diferencial é relevante (15).
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Desde o ponto de vista laboratorial, € importante sempre fazer
reconhecimento do parasito. Em alguns paises, como na Coldmbia, ndo é possivel
administrar tratamento até que se fagca a confirmacdo parasitolégica. O exame
parasitologico direto pode ser feito pela visualizacdo microscopica do parasito,
sendo tal procedimento o de primeira escolha por ser mais rapido, de menor custo
e de facil execucdo, desde que tenha um técnico treinado para executar esse
diagnostico. Para a pesquisa direta sdo utilizados os seguintes procedimentos:
escarificacdo, biopsia com impressao por aposicao e puncdo aspirativa, porém, o
rendimento diagnostico é maior quando se retira material da borda da leséo. Outro
método de observacgdo direta do parasito € o isolamento em cultivo, contudo, este
método é menos sensivel e requer até um més para seu resultado. O diagndstico
parasitologico permanece como sendo o padrdo ouro no diagndstico de
leishmaniose, devido sua alta especificidade (11).

Existem outras técnicas diagndsticas, como intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM), que consiste na aplicagdo intradérmica de antigeno de
formas promastigotas de Leishmania, fazendo-se a leitura entre 48 e 72 horas
apos a aplicacdo. Observa-se a presenca de induracéo, percebida pela palpacéo,
maior ou igual a 5 mm, o que caracteriza a positividade do teste. A positividade da
reacdo de Montenegro (RM) nao significa necessariamente infeccdo, mas sim
sensibilizacdo. Também existem testes sorolégicos como o ELISA (Ensaio
Imunoenzimatico/ Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ou RIFI (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta) (74).

Entretanto, esses métodos sdo incapazes de, definitivamente, diferenciar as
espécies de Leishmania e apresentam baixa sensibilidade. De tal forma, muitos
laboratorios passaram a usar métodos de PCR para o diagnostico de casos,
quando possivel. Varias outras abordagens, como o uso de genes de rRNA, os
minicirculos de DNA do cinetoplasto (k-DNA) ou os genes do mini-exon e outras
sequéncias repetidas e polimorficas que apresentam maior discriminacdo, como
gp63, hsp70, e cisteino-proteases, tém sido investigadas para identificacdo de
Leishmania via PCR. A técnica de analise de polimorfismos de tamanho de

fragmentos de restricdo (RFLP) do produto amplificado e o sequenciamento
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dessas regides tém sido associados a PCR para a diferenciacdo das espécies
(75-77).

1.6 Epidemiologia molecular

Além dos métodos epidemioldgicos tradicionais, a aplicacdo de métodos
moleculares na pesquisa epidemioldégica pode aumentar consideravelmente a
eficicia, a abrangéncia e o entendimento dos resultados da pesquisa. Estudos
epidemioldgicos estdo progressivamente utilizando métodos moleculares para a
investigacdo das leishmanioses (78). A epidemiologia molecular pode contribuir
para a identificacdo das espécies, especialmente na investigacdo de surtos,
estudos de prevaléncia e identificagcdo da estrutura populacional, padrbes de
migracdo e dispersdo do parasito e dos vetores. Além disso, os métodos
moleculares possibilitam o rastreamento e o conhecimento sobre a origem de
novos genotipos, a investigacdo de marcadores genéticos de suscetibilidade ou
resisténcia para o hospedeiro humano e ao tratamento medicamentoso, a
identificacdo da fonte de Leishmania (hospedeiros naturais), e determinacédo da
existéncia de fluxo génico entre as populacdes provocada pelas migracdes do
reservatério humano ou ndo-humano (77).

A ideia de relacionar diferentes parametros sejam bioquimicos, clinicos e
moleculares, entre as populacfes parasitarias de animais e humanos com o fim de
relaciona-los epidemiologicamente, ndo € nova. Grogl et al. (1991) (80) relacionou
uma cepa de L. mexicana isolada de Neotoma micropus com diferentes cepas de
L. mexicana (isolada de humanos provenientes de Texas, México, Guatemala e
Belize), utilizando eletroforese de isoenzimas, eletroforese de campo pulsado e
hibridizacdo do DNA, encontrando relacdo entre elas e incriminando dessa
maneira esse mamifero como reservatorio de L. mexicana. Minori et al. (1989)
(79) no Equador fizeram um trabalho similar ao relacionar cepas de diferentes
espécies de mamiferos com cepas humanas da mesma regido sem encontrar
relacéo entre elas.

No entanto a maioria dos estudos usa metodologias que tém uma limitada

aplicacdo na epidemiologia, mas sdo comumente usados pelas vantagens
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dependendo do tipo de estudo a ser desenvolvido e das perguntas a serem
respondidas assim como da facilidade nos protocolos. As metodologias mais
comuns sao PCR, PCR-RFLP ou amplificagéo randémica a partir de polimorfismos
na sequéncia de DNA (randomly amplified polimorphic DNA — RAPD). Porém
existem outras metodologias mais complexas que podem gerar melhor informacéao
epidemiologica, como as analises microsatélites (MLMT) e a analises de “tipagem
por sequencias multilocus” (multilocus sequence typing - MLST), proposta por
Maiden et al. (1998) (80) e que tem tido sucesso em diferentes microrganismos
(81,82).

O MLST est4 baseado na amplificacdo e sequenciamento de fragmentos
internos de genes essenciais, nao ligados (genes “housekeeping”). A relagéo entre
as cepas € tipicamente representada através de dendrogramas ou redes
contruidas com base nas diferencas dos perfis alélicos, os quais identificam as
cepas similares em grupos. As sequéncias usadas em MLST também podem ser
utilizadas para explorar as relacdes entre cepas ja que, por exemplo, a
recombinacdo pode ocorrer frequentemente em muitas espécies de
microrganismos e o0 uso destes programas tem um impacto evidente na
capacidade de discernir a verdadeira relacdo entre as cepas. Considerando que
0s parasitos do género Leishmania possem um genoma aneuploide, a analise de
populacdes torna-se consideravelmente mais complexa e demorada. No entanto,
MLST j& foi empregado em Leishmania (83-85) ainda mais recentemente a
técnica foi padronizada por Boite et al. (2012) (86) com cepas do novo continente
e usada em estudos epidemiolégicos no Brasil (87), demostrando que essa é uma

ferramenta de muita utilidade nestes tipos de estudo.
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2. JUSTIFICATIVA

Falar de leishmaniose ndo é somente dizer que ha milhdes de pessoas
infectadas ou em risco de se infectar, ou que é uma enfermidade entre muitas
categorizadas pela OMS como negligenciada, mas também falar de uma doenca
que contribui significativamente com o subdesenvolvimento de muitos paises e, ao
conseguir controla-la, ndo somente serdo salvas atemilhfes de vidas, sendo
contribuira para o crescimento dessas nacgoes.

O estabelecimento de acdes efetivas de controle da LTA representa um
grande desafio, uma vez que esta doenca apresenta grande diversidade e
constantes mudancas nos seus padrées epidemioldgicos de transmissao, devido a
diferentes espécies de vetores, reservatérios e agentes etioldgicos, associados a
acao do homem sobre o meio ambiente. Porém, para propor e implementar medidas
de prevencao e controle efetivo é necessario conhecer as formas de transmisséao e
0s agentes envolvidos como hospedeiros, vetores e reservatorios. O conhecimento
sobre 0s animais reservatorios na transmissdo da leishmaniose cuténea se torna
mais significativo devido ao aumento do nimero de casos na Colémbia desde o ano
2000 e o surgimento de novas areas de transmissao suburbanos e urbanos, como
por exemplo, surtos em grandes cidades como Sincelejo, Bucaramanga, Remedios,
Villeta, Durania, Leticia e Neiva, entre outros, aumentando o risco de transmisséo
para éreas até entdo livres da doenga no pais (2,71,88).

O presente trabalho pretende conhecer melhor o ciclo de transmissdo da
principal espécie associada com a LTA na Colémbia, a L. panamensis. O papel de
duas espécies de mamiferos, D. marsupialis e C. familiaris, nesse ciclo, precisa ser
esclarecido. Essas espécies de mamiferos tém sido implicadas como reservatérios
de tripanosomatideos e outras espécies de Leishmania. Ambas, por sua vizinhanca
com os ambientes humanos, tornam-se especialmente importantes nos novos ciclos
de transmissdo, como o ciclo urbano, onde a populacdo em risco € muito maior do
gue nos ciclos silvestres. Com o avanco das metodologias moleculares para a
tipagem dos parasitas, as analises da populacdo de parasitas dos reservatorios, em
comparagcao com as populagdes dos parasitas de humanos, poderao ser realizadas

de forma mais acurada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o ciclo de transmisséo silvestre e suburbano de L. panamensis em
dois municipios endémicos da Colédmbia, avaliando a fauna flebotominica e o papel
de Didelphis marsupialis e Canis familiaris como potenciais reservatérios.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Conhecer o status epidemiolégico da leishmaniose tegumentar na
populacdo humana nas duas &areas de estudo, por meio da atencdo de casos

suspeitos e da prova de Intradermoreacao de Montenegro.

3.2.2 Identificar e descrever as caracteristicas clinicas da infeccao por
Leishmania e a soroprevaléncia nas espécies Canis familiaris e Didelphis
marsupialis, em duas regides da Coldombia, uma com ciclo silvestre e outra com ciclo

suburbano.

3.2.3 Avaliar a infeccdo natural e identificar as espécies de Leishmania de
amostras de gambas, cdes e humanos que circulam na Colémbia usando PCR e

ensaio de isoenzimas.
3.2.4 Determinar o grau de infeccdo através do calculo da carga parasitaria
de Leishmania spp. por PCR, em tempo real, em caes e gambas de duas regides da

Colémbia.

3.2.5 Avaliar a capacidade de transmissdo dos parasitos de cdes e gambas

aos flebotomineos através do método de xenodiagndstico

3.2.6 Avaliar a heterogeneidade genética das populacdes de L. panamensis

em amostras de reservatorios e humanos em duas regides na Colémbia.
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3.2.7 ldentificar a fauna flebotominica e o0s possiveis vetores, visando
relacionar sua distribuicdo com a presenca e positividade de cdes e gambas em

area silvestre.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

As areas de estudo foram escolhidas de acordo com a endemicidade, ou seja,
que tiveram casos de LTA durante todo o ano, bem como casos relatados por mais
de cinco anos continuos. Também foram importantes para escolha as caracteristicas
biogeograficas e de desenvolvimento econémico e urbanistico para determinar o tipo
de area, categorizando em area silvestre ou area urbana. Com essas
caracteristicas, foram escolhidos o municipio de Acandi, em Choc6 e Valdivia, em

Antioquia, ambas na republica da Colémbia (Figura 4.1).
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Figura 4. 1: Localizacdo geogréfica das areas de estudo na Colémbia, localizada na

regido norte de América do Sul. Fonte: Mapa obtido pelo GoogleEarth

4.1.1 Area silvestre.

O Municipio de Acandi esta localizado no norte do departamento de Chocé
(8° 3124 "N, 77 ° 16'19" W), regido noroeste da Colémbia, no litoral do mar Caribe,
estando a 366km de Quibdod, capital de Choco. Limita na area noroeste com
Panama, na parte oriental com o mar Caribe e ao sul com o municipio de Unguia

(89). (Figura 4.2). Esta regido € essencialmente silvestre e € a ecorregido que,
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provavelmente, tem a maior densidade pluviométrica do planeta; a temperatura
média é de 28°C e uma altitude de 3 m.a.n.m. O departamento de Choco se localiza
na regido do Pacifico colombiano, incluindo a floresta do Darién e as bacias
hidrogréaficas dos rios Atrato e San Juan.

Esse municipio possui uma populacao total de 10.455 habitantes, dos quais
5.107 moram na area urbana e o0s outros 5.348 moram na area rural (90).
Entretanto, a presenca constante de grupos paramilitares e guerrilheiros, bem como
a dificil situacdo econémica da populacéo, tem levado ao deslocamento de cerca de
1.530 familias; 730 delas estdo na capital do municipio, representando umas 1.200
pessoas adicionais ao que os dados estatais informam para a zona urbana (91).
Neste municipio, realizaram-se as amostragens na regiao de “El Aguacate”, “Sardi” e
“San Francisco”.

Na area de estudo selvatico encontram-se quatro grupos humanos: 1)
Populacdo afrodescendente, que estdo em maior propor¢do em San Francisco; 2)
“Chilapos”, home como se conhecem os camponeses mesticos entre brancos e
indios provenientes dos departamentos de Cérdoba e Sucre, que migraram de suas
terras para dedicarem-se a agricultura, se encontrando com mais frequéncia em
Sardi; 3) “Paisas”, individuos provenientes de diferentes regides do pais,
principalmente do departamento de Antioquia, que se estabelecem principalmente
em ElI Aguacate; 4) Amerindios, Emberd e Embera katio, com uma baixa
representatividade e ocupando zonas de resguardos que néo foram incluidas neste
estudo. E uma area de alto trafico de cocaina por estar em uma zona
geograficamente estratégica para chegar por mar através da América Central até
América do Norte. Por esse motivo, diferentes grupos armados se fazem presentes
na zona, incluindo a guerrilha, paramilitares e os bacrim (Grupos criminosos) (92,93).

O periodo da coleta das amostras foi de setembro de 2008 até novembro de 2009.

4.1.2 Area suburbana.

O municipio de Valdivia estd localizado no norte do departamento de
Antioquia, na regido Andina, com temperatura média de 21°C e altura de 400
m.a.n.m. (Figura 4.2). Possui uma populacédo urbana de aproximadamente 6.552
habitantes e uma populagdo rural de 15.627. Neste municipio, foi escolhida a
localidade de “Puerto Valdivia”, uma area urbanizada as margens do Rio Cauca, um
dos rios mais importantes do pais. Em uma area onde se estreita o0 rio, o povoado

esta dividido em dois por uma rodovia que leva ao litoral e por onde passam grandes
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quantidades de automoveis de todo tipo. As casas estdo construidas com cimento,
ndo tendo peridomicilio, possuem luz elétrica e até servigco de transporte publico. Ha
paréquia, posto de saude, escolas e um colégio principal. A economia gira em torno
da mineracdo, das plantacbes de coca e do comércio. Existe pouca investigacao
sociologica nesta area, por isso as referéncias sdo poucas ou antigas. O periodo de
coleta foi de marco de 2012 até julho de 2015. Esta éarea foi descrita como
suburbana, de acordo com as definicbes descritas por Shochat et al. 2006 (96),
sendo um area intermedia entre a area rural e area urbana, pois ndo tem o

desenvolvimento da segunda mas ja ndo tem caracteristicas rurais.

Puerto Valdivia,
Antioquia

area selvatica Area periurbana

Figura 4.2: Zona do estudo: Ubicacéo geografica e fotografias da area de estudo

4.2 Inquérito Humano

4.2.1 Dados epidemiologicos

Os dados sobre os casos de LTA foram obtidos da ficha de notificacao
obrigatoria do Instituto Nacional de Saude —INS- (16). Na Colémbia, a leishmaniosis
€ uma doenca de notificacdo obrigatdria e s6 pode ser notificada pela confirmagéo

parasitolégica do parasito, seja pela observacdo direta do parasita pelo método de
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“imprint” em laminas de vidro, pelo isolamento em meio de cultura ou pelo uso de

métodos histoldgicos.

4.2.1 Busca Ativa de Pacientes

Durantes as saidas de campo nas areas de estudo, foram feitas buscas ativas
de pacientes com lesfes suspeitas de leishmanioses para seu diagnostico. Foram
coletadas amostras para diagnostico parasitologico direto, procurando amastigotas
em esfregaco das lesBes apds a coloracdo de Giemsa. Foi realizada escarificagdo
da borda e fundo da lesdo. Com o objetivo de isolar os promastigotes de
Leishmania, se fez aspirado das lesGes para semear em meio NNN — (Neal, Novy e
Nicolle) (97), modificado (3,4 ml de agua destilada, 0,6 de sangue de coelho
desfibrinado e 40g de blood agar base - DIFCO), o qual foi mantido em estufa a
26C° durante quatro semanas, com passagens semanais. Os detalhes do

procedimento podemser encontrados na referéncia de Ramirez et al (98).
4.2.2 Intradermorreacédo de Montenegro (IDRM).

Para a realizacdo da Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) foi usado o
antigeno de Montenegro produzido pelo laboratério PECET, na Universidade de

Antioquia, Medellin, Colombia.

O antigeno foi preparado com uma mistura de promastigotes de L. panamesis
(cepa de referéncia MHOM/PA/71/LS94) a uma concentracéo final de 2x10° (96). O
antigeno foi mantido sob refrigeracdo em caixa térmica, durante a permanéncia no
campo. ApoOs antissepsia do local, com alcool a 70%, inoculou-se com agulha 13 X
4,5 mm e seringa do tipo tuberculinica, 0,1ml da suspensdo do antigeno por via
intradérmica na face anterior do antebraco direito, 2 a 3 cm abaixo da dobra do
cotovelo, longe da rede vascular. Uma vez aplicado o antigeno, observou-se a
formacédo de uma pequena papula ou elevacéo. A leitura da reacao foi efetuada com
48 a 72 horas apos o inoculo, de acordo com a técnica descrita por Sokal (1975)
(97), que consiste em exercer pressao moderada na pele, tragando uma linha com
uma caneta esferogréafica a partir de um ponto exterior até encontrar resisténcia ou
enduracdo, marcando cada ponto cardinal e utilizando régua milimetrada para medir
o tamanho da enduracdo. A interpretacdo baseou-se na area de enduracao
apresentada, sendo a prova positiva segundo os seguintes valores de referéncia:

<5mm (= negativo), = 5mm (= positivo).
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4.2.3 Avaliacao sorolégica.

A avaliacdo soroldgica foi feita por imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos contra Leishmania spp. em amostras de soro de humanos.
Na reacéo, foi utilizado como antigeno 6x10° promastigotas/ml de L. (V) panamensis
e conjugado anti-lgG humana marcada com fluoresceina (SIGMA F-4512) obtida em

coelhos.

Foram usadas placas de teste, sensibilizadas com 15-20 uL de antigeno
previamente preparado. Para a reacdo sorologica foram preparadas diluicdes
seriadas de soro com PBS pH 7,2 estéreis, a partir de 1:8 a 1:128 ambos 0s soros e
controles. Entre 15 e 20uL de soro diluido foi colocado nos pocgos das placas e
sensibilizado com antigeno por 45 min a 37°C, em camara Uumida. As placas foram
lavadas duas vezes com PBS pH 7,2 por 5 minutos e, depois, com agua destilada
por dois minutos. O conjugado anti-lgG humana marcada com fluoresceina (SIGMA
F-4512) foi preparado em uma diluigdo de 1:100 em PBS pH 7.2 mais o corante de
contraste (azul de Evans), também na concentracdo de 1:100 no mesmo volume.
Foram adicionados aos pogos das placas 22uL do conjugado com o antigeno e com
as diferentes amostras e se deixou para incubar a 37°C durante 45 min em camara
Uumida no escuro. As placas foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2, por 5
minutos e, depois, com agua destilada por 2 minutos. A fluorescéncia foi observada
em microscopio de fluorescéncia Nikon® Labophot 2com lente 40x. O teste foi
considerado positivo quando a reatividade com soros diluidos foi maior ou igual a
1:32.

4.3 Inquérito em animais

4.3.1 Gambas.

Foram utilizadas armadilhas do tipo Tomahawk®, de a¢o galvanizado, de 66 x
23 x 23 cm. As capturas foram realizadas no extradomicilio e peridomicilio. A média
de armadilhas foi de 80 na éarea silvestre e 40 na éarea suburbana, em cada
amostragem. As armadilhas foram instaladas pela manha e revisadas muito cedo no
dia seguinte. No caso de captura, o animal foi transportado ao centro de
processamento de amostras; caso contrario o atrativo alimenticio era substituido.
Na area silvestre, as gaiolas foram colocadas em um transecto em torno das casas

cobrindo todos os pontos cardeais a cada 10 metros e até os 90 metros. A
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amostragem foi feita a cada dois meses, por um ano, de outubro de 2008 até
novembro de 2009.

Na area suburbana, as armadilhas foram colocadas em areas do peri e
extradomicilio, onde é mais provavel capturar os gambas, como na base das
arvores, ou lugares onde havia comida. Foram feitas cinco amostragens, nos meses
de outubro, novembro de 2012, um em cada semestre de 2013 (abril e outubro) e
mais um em junho de 2015. As armadilhas eram colocadas com diferentes atrativos
alimenticios; usou-se banana madura, ovo cozido e bolas de manteiga de amendoim
com aveia e esséncia de baunilha. As armadilhas se mantinham no mesmo local de
trés a cinco noites. Sempre se utilizaram luvas para manuseio das iscas, com a
intencdo de minimizar o rastro humano, para ter melhor sucesso na captura. Na
estacdo de amostragem, realizava-se uma identificacdo preliminar dos animais no
campo, com base em caracteres morfolégicos externos, como tamanho e forma do
corpo, coloracao e tipo de pelagem, além do registro das caracteristicas ambientais
dos locais de captura de cada espécie.

Os animais capturados foram anestesiados com uma mistura 1:9 de
Imalgene® 500 - ketamina (Merial) + Rompun ® - Xilazina (Bayer), respectivamente,
por via intramuscular. O sexo e o peso foram registrados, assim como O
comprimento total, da cauda, da espiga e o comprimento da perna, além de tomar
alguns dados taxonémicos de interesse e fazer um registro fotografico.

Foram coletados da veia cauda e, ocasionalmente, por via intracardiaca, pelo
menos 200uL de sangue em tubos BD Vacutainer ® com EDTA como
anticoagulante, que foram devidamente rotulados e armazenados a 4 ° C até o
processamento laboratorial. Foram realizadas biopsias de orelha e cauda com
“‘punch” estéril de 2mm AcuPunch ® (Acuderm inc). As bidopsias foram armazenadas
em meio NET (NaCl 150 mmol/L; Tris-HCI 15 mmol/L; EDTA 1 mmol/L a pH 8.3) e
solucéo salina de 100 ug/ml de estreptomicina e 100ug/ml de penicilina.

Além disso, os animais foram cuidadosamente examinados quanto a lesdes
sugestivas de leishmaniose e, no caso de observacédo de lesbGes, amostras foram
coletadas para o diagndstico, isolamento e cultivo de parasitas. Foram sacrificados
trinta e dois machos adultos na area silvestre; com a intencdo de ndo afetar a
populacdo nesta area, sua escolha foi aleatoria. A eutanasia dos animais foi
realizada utilizando-se uma sobredosagem do medicamento Euthanex®. No caso
dos animais eutanasiados, além do que ja foi descrito, foram coletadas amostras de

figado, armazenadas em alcool absoluto.
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Quanto a medir a porcentagem de recaptura, para os estudos deste tipo,
idealmente, técnicas de marcacdo usam microchip, que possibilitam informacéo
precisa nos casos de recaptura. Porém, devido limitacdes or¢camentarias, este tipo
de tecnologia nao foi utilizado. A maneira de saber se um animal foi examinado
antes foi através de um corte pequeno na ponta da orelha esquerda. No entanto, a
recaptura foi muita baixa, somente uma na area suburbana. Um resultado explicado
pelo comportamento normal desta espécie com habitos némades, sendo marcado
mais em machos que em fémeas (98). Estudos apontam que Didelphis podem
caminhar por mais de 1km por noite (101). Por exemplo, o estudo de Taniguchi
(2010) (102) teve recaptura de apenas 10 individuos de D. marsupialis, em nove

anos de estudo.

4.3.2 Caes.

A procura por caes foi feita de casa em casa, com o acompanhamento de
agentes oficiais de salde da regido, que tém censo canino da area. Os donos de
cées da comunidade eram informados e convidados com suas mascotes a um posto
fixo onde amostras eram obtidas. Antes da amostragem dos animais, foi fornecida a
instrucdo basica sobre a leishmaniose e sobre a execucdo do projeto aos
proprietarios dos animais, que assinaram o consentimento informado.

Seguindo corretamente as normas de antissepsia e biosseguranca, 0s
animais foram submetidos a coleta de sangue. As amostras de sangue foram
obtidas através de puncéo da veia cefalica (membro anterior), femoral ou jugular; de
cada cao foram coletados 5 mL de sangue, sendo que 3 mL foram depositados em
tubos sem anticoagulante e 2 ml em BD Vacutainer® EDTA como anticoagulante. O
sangue no tubo sem anticoagulante foi deixado em repouso até formacdo do
coagulo a 4°C e, depois, centrifugado para a separagcdo do soro. As amostras foram
armazenadas a -20°C, até o processamento para a determinagcdo de anticorpos por
IFAT.

Foram realizadas biopsias de orelha com punch de 2 milimetros AcuPunch®
estéreis, prévia anestesia local com 1.5-2 ml de Lidocaina ao 2%. Os animais que
ficaram mais nervosos ou agressivos foram tranquilizados com uma mistura de
Imalgene ® 500 (ketamina), na dose de 8-10 mg / kg + Rompun ® (xilazina) e na

dose de 1 mg / kg por via intramuscular. As bidpsias foram armazenadas em tubos
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com meio e solucdo salina com antibiotico estreptomicina 100 ug/ml e penicilina
100ug/ml e processados de acordo com Alexander et al., (1998) (103).

Os cées incluidos no estudo passaram por exame clinico, avaliando-se
parametros fisioldgicos relevantes a analise de sinais e sintomas compativeis com a
LC. Em caso de apresentarem lesfes sugestivas de leishmaniose, foi feito o
preenchimento da histéria clinica e o procedimento de diagnoéstico por exame direto,
isolamento e cultivo do parasita e biopsia da lesdo. Da mesma maneira, foi evaliada
sua condicao fisica, de acordo com os parametros estabelecidos por Laflamme D.
1997 (104).

4.4 Processamento das amostras de animais

Com o sangue em EDTA no laboratério, a técnica de buffy coat descrita por
Bowdre et al., 1981 (105) foi feita. Esta técnica permite separar os glébulos brancos
por centrifugacdo. A metade do material foi armazenada em frascos estéreis de 1,5
mL a -20C? e a outra metade foi usada para cultura com NNN — Neal, Novy e Nicolle
modificado (3,4 ml de agua destilada, 0,6 de sangue de coelho desfibrinado e 40g de
blood agar base - DIFCO) para o isolamento de parasitas. Metade das amostras de
tecido foi macerada e inoculada em meio de cultivo NNN e a outra metade usada
para extragdo de DNA (106).

4.4.1 Isolamento dos parasitas.

As amostras de sangue e tecido foram semeadas em meio bifasico NNN. As
culturas foram conservadas em estufa biologica a 26-28°C e examinadas
semanalmente durante 30-40 dias por exames diretos, buscando evidenciar formas
flageladas. Nos casos onde ocorreu crescimento parasitario, as amostras foram
expandidas para producdo de massa parasitaria, para posterior caracterizacao
etiologica (107).

4.4.2 Avaliacao Soroldgica.

4.4.2.1 Cées

A avaliacdo sorologica foi feita por imunofluorescéncia indireta (RIFI) para
deteccdo de anticorpos contra Leishmania spp em amostras de soro de cées. A
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reacao foi feita com o mesmo protocolo com que foi feita a sorologia humana, porém
usando anti-lgG de céo.

Os soros também foram avaliados para anticorpos de Trypanosoma cruzi por
IFAT, usando como antigeno 1x10° parasitas de Trypanosoma cruzi cepas Casl5 e
Mg8, com o0 mesmo conjugado descrito anteriormente e soro de cao (referéncia).
Diluices foram consideradas positivas quando maiores ou iguais a 1:40, de acordo
com as condi¢des padronizadas por Cantillo-Barraza et al (47).

Os cdaes para o xenodiagnostico foram escolhidos de acordo com seus titulos

de anticorpos.

4.4.2.2 Gambas

Para preparacdo de antigenos utilizados na RIFI e ELISA, foram mantidas e
ampliadas cepas padrdo 579 (L. infantum) e 566 (L. braziliensis). Os meios de
cultura utilizados foram NNN (Nicolle, Novy and Mc Neal) com Schneider, para o
crescimento respectivamente de Leishmania spp. Os antigenos utilizados consistem
em formas promastigotas de Leishmania spp., em fase exponencial de crescimento
(108 parasitos/mL). Antigeno para o RIFl: os antigenos foram diluidos na
concentracdo de 40 parasitos por campo, em solucdo de PBS 0,15M e, depois,
fixados 10 ul/poco, em laminas de microscopia especificas para RIFI.

A RIFI foi realizada através de pesquisa do nivel de anticorpos seéricos
(anticorpos da classe IgG anti-T. cruzi e IgG anti-Leishmania). Os antigenos
utilizados foram as cepas de referéncia F90 (Tcl) e Y (Tcll) para T. cruzi e 579 (L.
infantum) e 566 (L. braziliensis) para Leishmania spp., respectivamente, ampliadas
em culturas axénicas e misturadas em propor¢des iguais 1:1.

Os soros foram diluidos serialmente em uma propor¢do decrescente de 2x
(1:10 - 1:320) e testados com antigenos totais de T. cruzi e Leishmania spp. Os
marsupiais foram testados com anticorpos intermediarios especificos anti-IgG de
Didelphis sp., obtidos em coelhos, sendo a reacdo revelada utilizando-se IgG anti-
coelho conjugado a Isotiocianato de Fluoresceina da Sigma®. A leitura da reacao foi
feita utilizando um microscépio de fluorescéncia composto com uma fonte de luz de
alta intensidade (luz Ultra Violeta). Os resultados foram expressos pela maior
diluicdo do soro em que ainda se observa fluorescéncia especifica. Nas amostras
que tiveram titulacdo 1/320, a reacao foi repetida e foi feita nova diluicdo (1/10 -

1/20480). Foram consideradas como positivas as reacdes que mostraram
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fluorescéncia em pelo menos metade do campo observado ao microscopio com
diluicao = 1:40.

4.4.3 Xenodiagnadstico.

Para os xenodiagnosticos, foi utilizada uma média de 60-80 fémeas de
flebotomineos por animal, dispostos em pequenos potes com piso de gesso e, ha
parte superior, tela com pequenos poros por onde os insetos podem se alimentar.
Os potes foram transportados em caixas de isopor com chumacos de algodao
levemente umedecidos em agua destilada no seu interior, para manutencdo da
umidade. Os insetos foram alimentados com acucar diluido na proporgéo de 1:1 em
agua destilada, embebidos em filetes de algodao colocados na parte superior dos
potes.

Para os xenodiagnosticos da area suburbana foram usadas Lu. longipalpis
criadas no insetario do Instituto Nacional de Saude (INS) em Bogota. Os insetos
foram alimentados por pelo menos 40 minutos, em diferentes locais do animal, como
orelha e abdome, e, no caso dos machos, também no escroto. Os xenodiagndsticos
foram feitos nas horas do dia pela falta de seguranca de trabalhar a noite, quando os
insetos sdo ativos de acordo com sua fisiologia. Com a intencdo de simular essa
condicao de obscuridade, os potes foram envolvidos em sacolas plasticas pretas
durante o repasso das fémeas.

Os insetos alimentados foram transportados para o laboratério e, com o
auxilio de sugador manual, foram transferidos para gaiolas maiores. As caixas foram
mantidas em estantes no insetario com temperatura que variava de 25°C a 26°C e
umidade de 70% a 80%. Os flebotomineos foram mantidos até o sétimo dia, quando
foram submetidos a temperatura negativa; em seguida, foram lavados com soro
fisiologico, contendo uma gota de detergente, e dissecados, utilizando-se estiletes,
em lamina de vidro, com uma gota de solucédo salina estéril. Os espécimes foram
examinados em microscopio 6ptico com aumento de 40x para observacdo de
infeccéo por flagelados.

Os insetos dissecados foram colocados em tubo eppendorf® para
armazenamento a -20 C° até a extracdo de DNA. As laminas que apresentavam
formas sugestivas de Leishmania spp. foram cultivadas em meio NNN. Os

flebotomineos mortos antes da dissecgdo foram acondicionados em “pools”, no
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maximo dez individuos, e armazenados para posterior extracdo e amplificacao de
DNA.

4.4.4 Extracao de DNA.

Antes de execucao da PCR, procedeu-se a extracdo do DNA: a) dos isolados
obtidos dos animais e humanos; b) de tecidos de orelha e cauda (gambas); c) de
sangue dos gambas; d) de glébulos brancos dos caes; e) de biopsias de lesdes; d)
dos flebotomineos. Utilizou-se o “kit” comercial DNA DNaeasy® Blood and tissue kit
(Qiagen Inc, Chatsworth, California, USA), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante, com uma variante que as biopsias foram maceradas e incubadas com
proteinase K (20 mg/ml) overnight a 56°C antes dos procedimentos da extracdo. A
pureza e concentracdo do DNA extraido foram quantificadas no espectrofotdmetro
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific), em uma absorbéancia de 260 nm e armazenado
a -20C°.

4.4.5 Caracterizagdo molecular e isoenzimética.

4.4.5.1 Caracterizagdo molecular de espécies de Leishmania por hsp70
PCR-RFLP.

Os DNAs extraidos das amostras foram submetidos a PCR convencional com
o par de iniciadores hsp70 234p (hsp70P4) 5 GGA CGA GAT CGA GCG CAT
GGT3 e 5 TCC TTC GAC GCC TCC TGG TTG3’ que tem como alvo o gene que
codifica para a “heat-shock” proteina de 70kDa (hsp70) e que amplifica teoricamente
uma sequéncia de aproximadamente 240 pb, usando condicbes previamente
descritas (76). Resumidamente, foram usados os iniciadores numa reagdo de
volume final de 50ul, contendo 4 pl de DNA, 10ul de tampé&o de reacdo (100 mM
Tris— HCI, pH 8.8; 500 mM KCI, 1% Triton X-100), 1,5mM MgCI2, 0,2 pmol de cada
iniciador, 0,25 uM de dNTP e 1.0 U de Tag polimerase. A amplificacdo consistiu em
um ciclo inicial de desnaturacdo a 94°C por 5 min, 32 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 30 s, ligacao dos iniciadores a 62°C por 1 min e extensédo a 72 °C por 1 min e 30
s, seguido de uma extensao final de 10 min a 72°C. Dois tubos contendo todos os
componentes da reacado, a excecdo do DNA molde, foram utilizados como controles
negativos. Como controle positivo foi utilizado o DNA das cepas de referéncia: L. (V.)
panamensis (MHOM/PA/71/LS94,), L. (V.) braziliensis (MHOM/DR/75/M2903), L. (L)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)
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Foi realizada uma eletroforese do produto amplificado em gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo, usando o marcador de peso molecular de 100 pares
de base. A corrida ocorreu a uma voltagem de = 90 V / 5 minutos seguida de 110 V/
30 minutos. A visualizac&o dos produtos de PCR das amostras de DNA amplificado
foi efetuada sob iluminagéo ultravioleta, sendo em seguida fotografados no sistema
UVIDOC (Alfagene, Fords, USA).

Os produtos de amplificagcdo que tiveram bandas fortes foram digeridos
separadamente com as enzimas Haelll e Sau3Al, separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 12,5% (Genephor®) e corados pelo nitrato de prata para
visualizacdo das bandas resultantes. No caso contrario, foram enviados a
sequenciar no sequenciador automatico (ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing) da Plataforma de Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (PDTIS-
FIOCRUZ), Rio de Janeiro. Sequéncias consenso de duas linhas para frente e duas
reversas foram obtidas e editadas no pacote de software de Phred/Phrap/Consed
(University of Washington, Seattle, WA, EUA). Sequéncias com valores de Phred

abaixo de 20 (baixa qualidade) foram descartadas.

4.4.5.2 Eletroforese de isoenzimas (Multi Locus Enzyme

Electrophoresis).

As amostras isoladas em cultura foram identificadas pelo método-ouro aceito
pelo Ministério da Saude do Brasil e da Colémbia: eletroforese de isoenzimas ou
“Multilocus Enzyme Electroforesis” (MLEE). O ensaio foi realizado seguindo o fluxo
do Servico de Referéncia para Tipagem de Leishmania, oferecido pelo Laboratério
de Pesquisa em Leishmaniose do I0C (LPL), seguindo protocolo padronizado (108)
para dois sistemas enzimaticos capazes de distinguir as principais espécies
circulantes nas Américas (6-fosfogluconato desidrogenase -6PG e glicose 6 fosfato
desidrogenase -G6P), sempre em associagdo com amostras de referéncia para

todas as espécies circulantes nesse continente (109).

4.4.5.3 Tipagem por sequenciamento de ITS1rDNA

O DNA extraido foi submetido a técnica de PCR para amplificacdo de ITS1
(internal transcribed spacer 1) do locus do DNA ribosomal (rDNA), usando primers ja
descritos  (LITSR &  CTGGATCATTTTCCGATG 3 e L58S ¥
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TGATACCACTTATCGCACTT 3’), que amplificam um fragmento de
aproximadamente 350pb (110).

Na PCR, foi realizada a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente
350pb por meio da seguinte reacdo: solucdo tampédo 1x (200 mM Tris-HCI pH8,4,
500 mM KClI), 1,5mM de MgCI2, 0,2mM de mistura de dNTPs, 0,5 pmol do iniciador
LITSR, 0,5 pmol do iniciador L5.8S, 1 U de Tag DNA polimerase e 5 pl de DNA
molde, em um volume final de 25pL. A amplificacdo foi realizada alternando-se 33
ciclos de desnaturacédo a 95°C por 30seg, anelamento a 52°C por 1min e extenséo a
72°C. O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 2% corado com brometo
de etideo. Tubos contendo todos os componentes da reacdo, a exce¢cdo do DNA
molde, foram utilizados como controles negativos. Como controle positivo foi
utilizado o DNA das cepas de referéncia L. (V.) panamensis (MHOM/PA/71/LS94,),
L. (V.) braziliensis (MHOM/DR/75/M2903), L. (L) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)

4.4.5.3.1 Clonagem e sequenciamento.

As amostras de tecido e sangue dos animais, que apresentaram uma banda
de aproximadamente 350pb, no gel da PCR do gene ITS1, foram clonadas por meio
de transformacdo bacteriana, utilizando como células competentes a espécie
bacteriana Escherichia coli (DH5-a) e o Kit comercial de clonagem Pgem® ref A3600
de Promega. A clonagem foi utilizada para aumentar o material génico das
amostras positivas e selecionar apenas o fragmento amplificado para
sequenciamento.

Os procedimentos realizados na clonagem foram: preparacdo da célula
competente pelo método quimico (CaCl,), no qual as colénias de DH5-a foram
incubadas a 37°C overnight sob agitacdo em 04 ml de meio Luria-Bertani (LB); no
dia seguinte foram incubados 02 ml de cultura crescida em 100 mL de meio LB e
incubados a 37°sob agitagdo até DO600=0,5. Apos ter atingido a DOggp, 0 Meio com
DH5-a foi centrifugado 4000 RPM/10/4°C, para formagao de pellet, mantendo em
gelo. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 40 ml de CaCl,
0,1M esteéril e refrigerado; as amostras foram mantidas por uma hora em gelo. Em
seguida foi realizada uma nova centrifugagcdo a 4000 RPM/10/4°C, mantendo
sempre em gelo. Apoés a centrifugacgéo, foi descartado o sobrenadante e o pellet foi
ressuspendido em 01 mL de CaCl, 0,1M estéril e congelado; foram feitas aliquotas
de 100ml utilizando microtubos de polipropileno de 1,5ml estéreis.
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ApoOs as células competentes terem sido preparadas, foi realizada a reacao
de ligacdo, com a utlizagcdo do kit comercial CloneJET™ PCR Cloning Kit. O
preparo da reacao foi realizado para cada amostra e se seguiu o protocolo do
fabricante; foi utilizado um microtubo de polipropileno de 0,2 ml para realizar a
reacao. Na reacao, foram adicionados 10ul de tampéo 2x, 4ul de produto da PCR
(~150ng), 3ul de agua livre de DNA, 1ul de DNA Blunting Enzyme. Os reagentes
foram incubados a 70°C/5min, em seguida resfriados no gelo e adicionados a reacdo
1pl de pJET 1.2 Blunt Cloning Vector (50ng/ uL) e 1ul de T4 DNA ligas. A reacéo de
ligacdo foi incubada a temperatura ambiente por 30min, para que fosse realizada a
proxima etapa da clonagem.

A Ultima etapa da clonagem foi a transformacéo de células competentes DH5-
a; nessa etapa, foi preparada para cada amostra uma solucdo em que foram
utilizadas células competentes j4 preparadas na primeira etapa; a essas ceélulas
foram adicionados 10ul da reacéao de ligacdo e homogeneizadas; as amostras foram
mantidas em gelo por 45min; em seguida foi aplicado choque térmico a 42°C/2min,
retornando para o gelo por 2min. Posteriormente, foi adicionado as amostras 1 mL
de meio LB, incubou-se a 37°C sob agitacdo (150 RPM) por 60min, aplicou-se um
“spin”, utilizando a centrifuga. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 200 pl de LB para concentrar a amostra;, em seguida, as
amostras foram plaqueadas em meio seletivo solido contento meio LB Agar com
ampicilina; as placas foram incubadas a 37° C overnight. A partir dai s6 cresceram
colbnias transformadas.

Ao fim da clonagem, foram selecionadas, aleatoriamente, colonias nas placas
com a bactéria transformada com realizacdo da PCR das colbnias, seguindo a
mesma metodologia descrita anteriormente, porém, a reacdo teve um volume final
de 50ul com a substituicdo de 4pl de DNA molde por agua livre de DNA e 1ul de
colénias crescidas de bactérias transformadas. O ciclo utilizado no termociclador
seguiu a mesma metodologia anteriormente descrita, assim como o procedimento
para revelar os perfis de bandas amplificadas.

Do material amplificado na PCR das amostras clonadas, contendo perfil de
banda de aproximadamente 350pb, foram utilizados 5ul para verificar os perfis de
bandas amplificadas e o restante, 45ul (~150ng/ul) foram encaminhados para
sequenciamento. Cada amostra teve seu DNA sequenciado nas duas dire¢des. As

amostras foram armazenadas em placas de 96 pocos embaladas e enviadas para a
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empresa Macrogen® (Seul, Coréia), onde foi utilizado o sequenciador automatico
(Applied Biosystems 3730XL).

As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas utilizando o programa
MEGA® 6.0; a construcdo da arvore filogenética foi conduzida neste mesmo
programa(111). As sequéncias foram agrupadas pelo método de distancia por
agrupamento, utilizando o algoritmo Neighbor-joining (112) e o modelo de
substituicdo de nucleotideos de Kimura- 2- pardmetros (113). A consisténcia
estatistica foi calculada por 1000 repeticdes pelo método de bootstrap (114).

Apoés a analise da arvore filogenética, foi realizada uma busca no banco de
dados do NCBI utilizando como algoritmo Blast, para verificar a identidade entre
espécie depositada no Genbank e as sequéncias amplificadas de infeccdo, na busca

de se identificar a espécie de Leishmania presente nas amostras.

4.4.5.4 Tipagem por sequenciamento multilocus (MLST).

As amostras foram sequenciadas para sete genes que codificam enzimas
metabdlicas: glicose-6-fosfato desidrogenase (G6P), 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGDH), manose fosfato isomerase (MPI), isocitrato desidrogenase
(ICD), malato desidrogenase mitocondral (MDHmt), malato desidrogenase nuclear
(MDHnNnc) e proteina de choque térmico 70kDa (hsp70). Esses genes estao
localizados em cromossomos diferentes e ja foram previamente utilizados para
estudo da diversidade das espécies de Leismania spp. a serem avaliadas. Tais
dados justificam a escolha dos mesmos para o presente trabalho. Os genes foram
amplificados por PCR com os iniciadores e seguindo o protocolo padronizado no
LPL (88). Os produtos amplificados foram sequenciados e as sequéncias consenso
geradas e editadas em Phred/Phrap/Consed Version: 0.020425.c. Sitios ambiguos
foram marcados usando o cédigo internacional IUPAC para combinacfes de duas

ou mais bases. Todas as amostras foram manualmente alinhadas em MEGA 4.

4.4.5.4.1 Analise de complexos clonais por BURST.

Complexos clonais foram definidos por BURST no software eBURSTV3
(Imperial College London, Londres, Reino Unido). O algoritmo BURST primeiramente
identifica grupos mutuamente exclusivos de genotipos relacionados na populagéao

MLSA e tenta identificar os gendtipos fundadores dos tipos de sequéncia de cada
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grupo. Em seguida, o algoritmo prevé o genaotipo fundador para os outros genotipos
do grupo (115,116). A partir dessa analise, os complexos clonais podem ser
inferidos, permitindo inferéncias epidemioldgicas.

Um complexo clonal (CC) compreende organismos geneticamente
relacionados, mas nao idénticos. Para essa analise, os critérios para a formacao dos
CCs foram fixados no nivel de maior estringéncia. Definiram-se 0s conjuntos de
cepas relacionados como contendo pares de cepas que compartilham pelo menos L-
1 alelos idénticos dos L loci com pelo menos um outro membro do CC, o que para 0s
seis loci deste estudo resultaram em (6-1) ou cinco alelos idénticos.

O software eBURSTVv3 foi originalmente criado para a analise MLST de
bactérias, ou seja, organismos haplbéides. As leishmanias s&o organismos
aneuploides e apresentam eventos de recombinacdo. A abordagem utilizada permite
o trabalho com modelos diploides, sendo que os dois alelos possiveis detectados
quando h& sitios ambiguos foram separados pelo algoritmo PHASE para cada
marcador. Posteriormente, foram divididos aleatoriamente em dois bancos de dados,
representando as combinacfes possiveis de dois alelos de cada isolado para os
marcadores. Cada um dos bancos de dados foi, entdo, analisado separadamente
para as andlises BURST, produzindo dois resultados separados de possiveis
complexos clonais. Dada a minima diferenca entre os dois resultados, um dos
conjuntos de CCs foi escolhido ao acaso para representar os complexos clonais na

altima comparacédo com dados epidemioldgicos.

4.4.5.4.2 Rede Neighbor-net.

Para visualizar as relacdes populacionais (rede filogenética) entre as cepas e
a diferenciagédo fornecida pelos sete marcadores, a rede Neighbor-net (Nnet) foi
montada no programa SplitsTree 4.0 (117).

Redes filogenéticas, tal como a rede Nnet, sGo mais convenientes para
representar relagbes entre sequéncias intimamente relacionadas do que arvores
estritamente hierarquicas, uma vez que permitem a exibicdo de todas as relacoes
ambiguas em uma anica figura (118).

A rede Nnet foi construida usando as sequéncias concatenadas de caracteres
de nucleotideos com os locais ambiguos criados a partir do MEGAS para todos os

loci e cepas. Os nodos da rede Nnet, representando cepas de individuos ou grupos,
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foram modificados para representarem as variaveis epidemiologicas de origem da

amostra e area de estudo.

4.45.5 Real time PCR

A determinacdo da carga parasitaria por PCR quantitativa em tempo real
(gPCR) foi feita com os iniciadores direcionados para a amplificacdo da subunidade
18S do RNA ribossomal de Leishmania spp. (ssRNA) 5 (TACTGGGGCGTCAGA)3’
e 3’ (GGGTGTCATCGTTTGC)5 (119). A PCR foi feita de acordo com as condi¢des
descritas previamente (120). De forma resumida, a partir de 100ng de DNA da
amostra e, para um volume final de reacao de 20ul, foi adicionado 1X de Power Sybr
Green (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc.) e 500 nM dos primers ssRNA. A
gPCR foi desenvolvida com um primeiro passo de ativagdo de 95°C por 10 minutos,
seguido por 40 ciclos de desnaturagdo, anidagao/extensao (95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto e 68°C por 30 segundo), processado em termociclador Step One
(Applied Biosystems).

Usamos também outro primer de cépia Unica que amplifica o gene da DNA
polimerase (DNApol), empregando as condi¢des descritas por Carrillo-Bonilla et al.,
(2014) (121), com os primers 5 - TTCCGCTTGCCATCCTCCTC-3 e 5-
TGAGCGCATCGAGTACCTCCTG-3. Com as mesmas concentragdes descritas, a
PCR foi feita com as seguintes condi¢cdes: amplificacdo 95°C for 5 min, seguido de
40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C e 20 segundos a 72°C, com
uma temperatura de fuséo final entre 60°C e 90°C.

O calculo da carga parasitaria por amostra precisa de uma curva padréo; no
caso da DNApol, foi usada a curva padrédo descrita no artigo acima referido, ja que
as amostras foram processadas no mesmo laboratério, com as mesmas condi¢cdes
descritas nesse artigo.

Com o gene ssRNA foi usada a curva padrao feita utilizando diluicdes em
série de 10 vezes de 1 a 10° de DNA purificado total, extraido de 1x10° de L.
panamensis (MHOM/PA/71/LS94). Este mesmo procedimento foi feito em cinco
repeticbes; os dados com maior desvio padrdo ndo foram considerados. As
contagens dos parasitas foram feitas por microscopia em camara de Neubauer. Os
valores de Ct foram tracados em funcao das diluicdes de log (base 10) e as curvas
padrao determinadas por regressao linear. Subsequentemente, as curvas padréo
foram utilizadas para estimar o numero total de parasitas (carga absoluta) na

amostra.
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Para determinar a carga relativa, o célculo foi dado em mg no caso dos
tecidos (orelha ou cauda) e em 100ul de sangue. Foi usado o0 numero de parasitos
da carga absoluta multiplicado pela quantidade de DNA da amostra, dividindo a
quantidade de DNA inicial da amostra usada para a gPCR (geralmente 100ug). Em
geral, o calculo foi feito com os médias das quantificacdes nas extracées do DNA de
cada amostra, para a sangue foi de 54,4 ng/ul, das orelhas de 455 ug/ul e das
caudas foi de 702 ug/ul.

Nas amostras de animais usados para o xenodiagnostico, o calculo da carga
parasitaria foi dado de acordo com o numero de células presentes na amostra; para
isso, foi usada a metodologia padronizada por Cavalcanti et al. (2015) (120), para o
qual foi determinado o numero de células usando o gene constitutivo de cédo
hipoxantina fosforibosiltransferase (HPRT), o que permite normalizar o nimero de
células na amostra com o fim de ter um dado mais preciso neste tipo de

experimento.

4.3.4.6 Extracado de RNA

Para a extragdo do RNA as amostras foram lisadas com 200-500 pl de Trizol
(invitrogen®), incubando por 10 minutos. Apds, foram adicionados 500ul de trizol,
mais 200ul de cloroférmio, incubando por 10 minutos. Em seguida, foi centrifugado a
4°C por 15min a 14000rpm, removendo-se a fase aquosa, tranferindo para um novo
tubo com 600ul de isopropanol, incubando por 10 min a 4°C para precipitar o RNA.
Depois foi centrifugado a 14 rpm durante 10 min o sobrenadante descartado e o
RNA lavado com etanol 70% DEPC por 10 min a temperatura ambiente e
ressuspendido com 30 ul de agua livre de RNase. A integridade do RNA foi avaliada
em gel de agarose 1%. A obtencdo de DNAc foi feita usando 1 pg de RNA e o kit
“‘Maxima first strand cDNA sintesis kit for RT-gPCR” de Thermoscientific®. O DNAc

foi avaliado em gel de agarose.

4.5 Etica

Para todos os procedimentos seguiram-se as recomendacdes do Canadian
Council on Animal Care (http://www.ccac.ca/), respeitando Direito Ambiental de
Colémbia (Lei 99 de 1993). O trabalho tem aprovacdo do Comité de Etica da
Universidad de Antioquia CEEA Acta N° 2223 (Apéndice A).
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4.6 Inquérito de flebotomineos

Na é&rea suburbana, o conhecimento da fauna flebotominica foi obtido pelo
laboratorio parceiro na Colémbia —Programa de Estudo e Control de doencas
Tropicais -(PECET), conforme resultados publicados por Lépez et al., (2014) (90). O
estudo de flebotomineos foi feito na area silvestre. Os detalhes da coleta na area
silvestre estao apresentados no Apéndice D.

Resumidamente, para a captura dos flebotomineos na area silvestre foram
escolhidas trés localidades descritas anteriormente: El Aguacate, Sardi-Trigana, San
Francisco. Em todas as &areas pesquisadas houve a ocorréncia de casos de LTA,
segundo informag¢do do Servico Municipal de Saude. Foram escolhidas para a
captura dos insetos nove casas, trés em cada localidade, onde existiam casos
humanos notificados de LTA, em pessoas que nao se deslocaram. Alguns individuos
possuiam lesdes cicatrizadas e outras lesdes ativas.

Armadilhas automaticas luminosas tipo CDC (122) foram instaladas
bimensalmente por um ano, das 18h as 7h, uma no intra, quatro no peri e de uma a
qguatro no extradomicilio, durante trés noites. Também foram utilizadas armadilhas
tipo Shannon na cor branca no extradomicilio. Outros dois métodos de captura
foram: i) armadilha adesiva (folhas de papel impregnadas com 6éleo de ricino)
exposta de forma suspensa no extradomicilio, geralmente em um abrigo de animal,
protegido de intempéries, sendo exposta, no minimo, uma armadilha em cada
ambiente. A exposicéo foi ininterrupta, de trés a quatro dias, iniciando-se uma hora
apos o crepusculo, do primeiro dia até a manha do quarto ou quinto dia; ii) busca
ativa nos sitios de criacdo, realizada com o auxilio de um tubo de succédo (tipo
aspirador de Castro) e por uma fonte de luz, geralmente uma lanterna.

Os flebotomineos capturados foram introduzidos em frascos, contendo alcool
70% devidamente rotulado, e transportados para o Laboratério Programa de Estudio
y Control de Enfermedades Tropicales —PECET- e identicados com a chave de
Young e Duncan (1994) (123).

4.8 Dados climatologicos
Os dados climatolégicos de precipitagdo foram obtidos do site do IDEAM

(Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales de Colombia). Para a
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regido silvestre foram usados os dados das estacdes de Titumate y Acandi. Para os

dados da area suburbana foram usados os dados da estacédo de Puerto Valdivia.

4.9 Equipe de trabalho

Para o desenvolvimento do trabalho as seguintes pessoas fizeram parte da
equipe; se descreve suas fungodes:

Trabalho entomolégico: Horacio Cadena, Luz Adriana Acosta, Karina
Mondragén. Trabalho com animais: Andrés Vélez, Horacio Cadena, Juan Esteban

Perez, Diana Patricia Guzman.
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ESTUDO DO CICLO DE TRANSMISSAO SILVESTRE E SUBURBANO DE Leishmania (Viannia) panamensis NA COLOMBIA: AVALIAGAO
DO PAPEL DE Didelphis marsupialis (Didelphimorphia) E Canis familiaris (Carnivora) COMO POTENCIAIS RESERVATORIOS
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Figura 4. 3: Diagrama de Fluxo da metodologia do estudo.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados do objetivo 1

Conhecer o status epidemiolégico da leishmaniose tegumentar na populacao
humana nas duas areas de estudo através da atencéo de casos suspeitos e a

prova de Montenegro

As andlises dos resultados do banco de dados obtido do Instituto Nacional
de Saude (INS) permitem uma avaliacdo da epidemiologia da LTA nas duas areas
de estudo, pois mostram os casos notificados durante os ultimos cinco anos. A
média de casos de LT no pais, entre 2010 e 2015, é de 10.540 casos por ano. Na
area suburbana do estudo foi registrada uma média de 218 casos, enquanto que

em Acandi (area rural) foi de 40 casos por ano. Na figura 5.1 estdo apresentados
esses resultados.
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Figura 5.1: Namero de casos de LTA dos ultimos cinco anos em Acandi, area
silvestre e Puerto Valdivia, area suburbana e casos totais da Coldmbia. Fonte:
Dados de INS-SIVIGILA (16)



V. RESULTADOS

5.1.1 Atencéao de pacientes.

Durante o periodo do estudo, na area silvestre foram atendidos 36
pacientes com lesdes suspeitas de LC e trés de LMC. Desses, 16 pacientes (44%)
tiveram confirmacao parasitoldgica pelo método direto e 13 (36%) por cultura; dois
casos de LMC foram confirmados por IFl e biopsia. Devido aos casos confirmados
de LMC, fizeram-se RIFI nos pacientes com o fim de detectar pacientes com altos
titulos de anticorpos que estédo relacionados com suspeita de LMC (124). Nos
pacientes positivos ou com historia de LTA, foi feito um exame clinico rigoroso no
septo nasal, com énfase nos pacientes com titulos de anticorpos maiores de 1:32,
mas nenhum dos pacientes com titulos de anticorpos maiores apresentou lesées
compativeis com LMC (Tabela 5.1). O tempo desde os primeiros sintomas até seu
diagndstico foi de 1,2 anos.

De maneira contraria, na area suburbana, a média no tempo das lesdes
informada pelos pacientes foi de 65 dias, muito menor que o encontrado na area
silvestre, ainda que seja considerado um tempo longo. Nessa regidao, foram
atendidos 54 pacientes com lesdes suspeitas de LTA e dessas 22 (41%) foram
positivas através do método direto, 14 (26%) por cultura e uma por IFl (LMC). Seis
pacientes tiveram suspeita de LMC, principalmente por ter reacdes exacerbadas
na prova de Montenegro, mas s6 uma paciente foi confirmada com LMC, a qual foi
devidamente tratada (Glucantime® 20mg/kg por 28 dias). Na tabela 5.1 sédo
apresentados os resultados da atencdo de pacientes em area suburbana.

Por outro lado, na é&rea silvestre, a proporcdo de pacientes homens e
mulheres foi maior que da area suburbana. O nimero de homens foi de 24 (66%),
com 10 (28%) positivos parasitologicamente, enquanto de mulheres foi de 12
(33%), com 6 (17%) positivas. Na area suburbana, o nimero de homens atingidos
foi de 21 (39%), com 12 positivos (22%), embora o numero de mulheres foi maior:
33 (61%), com 10 (19%) positivas.
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V. RESULTADOS

Tabela 5.1: Resultados das provas diagnosticas dos pacientes com lesdes

suspeitas de LTA em éarea silvestre.

] Direto Cutura Tempo  Media
Area Sexo Faixa etaria Evolugdo numero
Pos Neg Pos Neg (dias) lesdes
Crian¢a 1 1 1 1 365 1
L Masculino adulto 8 10 6 12 478 1,1
E Idoso 0 3 0 3 N/A N/A
3 Crianga 3 1 3 1 243 1,3
n Femenino adulto 3 4 2 0 365 1
Idoso 0 0 N/A N/A N/A N/A

N/A:N&o avaliado; Pos:Positivo; Neg:Negativo

Tabela 5.2: Resultados dos testes de diagnéstico dos pacientes com lesdes

suspeitas de LTA na &rea suburbana

Direto Cutura Tempo Media

Area Sexo Faixa etaria Evolugdo numero

Pos Neg Pos Neg (dias) lesdes
Z Masculino aqulto 5 2 4 0 61 2
= Idoso 2 1 1 2 60 1
3 Crianca 4 8 2 10 56 3
a Femenino Adulto 5 12 8 13 55 1,3
Idoso 0 0 N/A N/A N/A N/A

N/A:Néao avaliado; Pos:Positivo; Neg:Negativo

5.1.3 Intradermorreacdo de Montenegro
A intradermorreacdo de Montenegro € uma reacdo de hipersensibilidade
tardia que se consagrou como uma das provas mais usadas nos inquéritos

epidemiologicos de LTA. Uma reacdo de Montenegro positiva em individuos de
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V. RESULTADOS

areas endémicas, mas sem histéria de leishmaniose tegumentar americana e sem
qualquer leséo suspeita, indica contato do hospedeiro com o parasito. (125)

Na area silvestre 233, provas foram aplicadas, sendo 124 (53%) em
homens e 109 (47%) em mulheres. A positividade global foi de 67 pessoas (29%),
43 (35%) homens e 24 (22%) mulheres. Na area suburbana, foi avaliado um total
de 143 pessoas e a positividade foi maior do que na area silvestre: 61 (43%) foram
positivas. Na tabela 5.3 apresentam-se os resultados da prova por sexo e grupo

etario.

Tabela 5.3: Resultados da prova de intradermorreacdo Montenegro, de acordo

com a faixa etéria (anos) e género da populacéo nas diferentes areas de estudo.

Silvestre Suburbano
Idade Homens Mulheres Homens Mulheres
Positivo/Total Porcentagem Positivo/Total Porcentagem Positivo/Total Porcentagem Positivo/Total Porcentagem
0-5 5/23 22% i 3/21 14% 0/9 0% 1/10 10%
6-15 9/39 23% ” 7/42 17% 6/18 33% 4/20 20%
16-60 27/59 46% 14/46 30% 20/26 77% 26/54 48%
>60 2/3 67% 0/0 0% 2/2 100% 2/4 50%
Total 43/124 (35%) 24/109 (22%) 28/55 (51%) 33/88 (38%)
67/233 (29%) 61/143 (43%)

Na area silvestre, as analises estatisticas ndo mostraram diferencas entre
as idades e os resultados de Montenegro. No entanto, nos resultados por sexo e a
positividade de Montenegro, ha diferencas (P=0,018) com uma razdo de
prevaléncia de 1,36 (IC 95% 1,07- 1,73), sendo maior em homens que em
mulheres. Na &rea suburbana, ndo foram encontradas diferencas estatisticas nem

para género, nem para idade.
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Figura 5.2: Frequéncia relativa dos resultados da prova de Montenegro por grupo

etario e género nas duas areas de estudo

Na figura 5.2 pode-se observar que a maior positividade se apresenta em
homens da area suburbana seguido dos homens da area silvestre. Também é
claro que a positividade da prova de Montenegro aumenta com a idade, sendo que
as criancas comecam a positivar muito precocemente, especialmente em area

silvestre.

Os resultados se apresentaram de maneira grafica na figura 5.3.
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Resultados Montenegros

.

TOTAL: 61/143
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Mulheres Homes et Mulheres Homes

Figura 5.3: Resultados da prova de Monenegro nas duas areas de estudo

por sexo e idade
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5.2 Resultados do objetivo 2

Identificacdo e descricdo das caracteristicas clinicas da infeccdo por
Leishmania e a soroprevaléncia nas espécies Canis familiaris e Didelphis
marsupialis em duas regides da Colémbia, uma com ciclo silvestre e outra com

ciclo suburbano.

Um total de 675 amostras de mamiferos e humanos foi coletado de 100
Didelphis marsupialis, 63 da area silvestre e 37 da area suburbana; 211 de cées,
82 da area silvestre e 129 da area suburbana; e 27 de humanos, 13 na éarea
silvestre e 14 na éarea suburbana. Na Tabela 5.4, demonstra-se o tipo e
quantidade de amostras nas duas é&reas estudadas por espécie de animal

examinado.

Tabela 5.4: Resultados da amostragem nos animais, nas duas areas de estudo.

SILVESTRE SUBURBANO
Caracteristica/Espécie  Didelphis Canis Didelphis Canis
.. . Humanos Lo . Humanos
marsupialis familiares marsupialis familiares
Total
. 63 82 36 37 129 54
individuos
NUumeroe Sangue 61 48 28 129
tipode Orelha 48 42 30 86
amostras Cauda 48 N/A 27 N/A
Figado 32 N/A N/A N/A
Lesdo 2 2 36 1 1 54
Subtotal i 191 92 36 86 216" 54
Total 675

*N/A: Nao avaliado
Outras espécies silvestres foram capturadas nas armadilhas, como:
Proechymis semiespinosus, Metachyrus nudicaudatus, entre outras. Na tabela, se
apresenta a lista das espécies animais capturadas (além dos gambas), por area
de estudo. (Tabela 5.5)



V. RESULTADOS

Tabela 5.5: Lista de outras espécies mamiferas capturadas nas armadilhas

Tomahawk®, nas duas areas de estudo

Especie animal Area Area
Silvestre Suburbana
Dasyprocta sp. 1 -
Dasypus novemcinctus 1 -
Marmosops sp. 1 -
Metachyrus nudicaudatus 7 -
Procyon cancrivorus 1 -
Proechymis semispinosus 19 5
Tamandua tetradactyla 1 -

Em relacdo a recaptura, s6 houve uma, na area suburbana.

No exame clinico, a maioria dos cdes apresentaram boas condi¢cdes de
saude geral. Em alguns, foi observada uma baixa condicdo corporal e outros
sinais clinicos néo relacionados com a LTA, como conjuntivites, sarna etc. Dois
cdes apresentaram alteracdes dermatolégicas sugestivas de LTA na area
silvestre; ambos com lesGes Unicas e ulceradas, mas sem borda definida,
localizadas na bolsa escrotal e de evolucao crbnica, de mais de um ano, sendo um
dos animais com titulos de anticorpos de 1:64 e outro com 1:32. Uma das lesdes
teve uma area de 4cm? e a outra de 2cm?®. No exame clinico geral, as condicées
foram normais, sem aumento de temperatura, raramente um aumento moderado

de tamanho do linfonodo popliteo. (Figura 5.3)
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Figura 5.4: Leséo suspeita de LTA na bolsa escrotal do céo na area silvestre

Das amostras obtidas para exame parasitoldgico, somente em um dos caes
foram observadas formas amastigotas, em pouca quantidade, >1 amastigote por
campo. A cultura foi negativa, mas a PCR com o gen Hsp70P4 (234pb), feita da
biopsia da lesdo, foi positiva em dois animais com lesdes dermatoldgicas. O
produto da PCR foi sequenciado e resultou na identificacdo de L. panamensis
como agente etiol6gico. Na area suburbana, um cdo teve uma lesé@o sugestiva de
LTA na orelha, mas todas os exames de diagnéstico realizados foram negativos.

Dois gambas apresentaram lesGes sugestivas de LTA na orelha, ambos na
area silvestre. S6 uma das biopsias das lesGes foi positiva na PCR, com a
identificacdo de L. panamensis apds o sequenciamento do produto de PCR.

A maioria dos animais ndo apresentou lesbes, porém ndo se pode
desconsiderar a possibilidade de que lesBes incipientes tenham passado

despercebidas.
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5.2.1 Reacédo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Leishmaniose tem
como objetivo conhecer o grau de contato dos caes com o parasito e seu status
epidemiologico. Na RIFI os titulos variaram de 1:40, que sdo os positivos, a 1:160,

que foi a dltima diluicdo testada.

5.2.1.1 RIFI em Caes

Foram realizadas 336 provas soroldgicas, 192 para Leishmania spp. e 144
para Trypanosoma cruzi. A infec¢do natural por Leishmania spp. na area silvestre
foi observada em 80/192 e a infeccdo por T. cruzi em 70/144 e, na é&rea
suburbana, foram 112/192 amostras positivas por Leishmania spp. e 74/144
positivas por T. cruzi.

O teste soroldgico para Leishmania revelou a presenca de 22 (27,5%) caes
sororreagentes na area silvestre e 23 (20,5%) positivos na area suburbana; nédo
houve diferencas estatisticas na sorologia de Leishmania spp. entre as areas. Por
outro lado, os resultados referentes a frequéncia de anticorpos anti-Trypanosoma
mostram positividade somente na area suburbana, com 24 animais positivos
(32%).

O grau de reatividade foi classificado em classes como: reatividade alta,
quando os titulos sdo 21:160; reatividade intermediaria, quando >1:40 < 1:160 e
reatividade baixa quando os titulos sdo = 1:40. Os dados referentes a frequéncia
de animais positivos encontram-se na figura 5.4, na qual se pode observar a
similaridade na distribuicdo dos titulos de anticorpos na area silvestre e suburbana
para Leishmania spp., excetuando um par de animais com titulos altos de
anticorpos na area suburbana. Assim, a maioria dos animais foram negativos para
Leishmania spp., sendo 73% e 79% negativos em area silvestre e suburbana,
respectivamente. Dos animais positivos para Leishmania spp., a maioria teve
titulacdo baixa, sendo 18% na area selvatica e 11% na suburbana. Um total de

10% e 8% apresentaram titulacdo intermediaria, no ambiente silvestre e
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suburbano, respectivamente. Apenas 1,8% (2/112) dos cées da area suburbana

apresentam alta titulagao (= 1:160).
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920
80
70
60
50
40
30
20
10

W Selvatico

B Urbano

Porcentagem

Urbano

Selvatico
Negativo Baixo Medio Alto Negativo Baixo Medio Alto

Leishmania Tripanosoma

Titulos de anticorpos

Figura 5.5: Distribuicdo percentual dos titulos da Reag¢do de Imunofluorescéncia

Indireta entre os cdes nas duas regides de estudo.

Foram observados cées positivos frente aos antigenos de Leishmania spp.
e T. cruzi na area suburbana, em 13 amostras de cdes positivo para ambos
parasitos. De acordo com 0s seguintes critérios, esses caes foram considerados
como tendo coinfec¢cdo ou como uma reacgao cruzada, sendo positivo para um dos
parasitos.

- Se os titulos de anticorpos de ambos (Leishmania spp. e T. cruzi) sdo os
mesmos e sdo > que 1/40, a coinfec¢do é altamente sugestiva.

- Se os titulos de anticorpos de T. cruzi sdo mais altos que os titulos de
anticorpos de Leishmania spp. e estes sdo < 1:40, foi considerado altamente

sugestivo de reacao cruzada positivo para T. cruzi.
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- Se os titulos de anticorpos de T.cruzi sdo mais altos que os titulos de
anticorpos de Leishmania spp. e estes sdo > 1:40, foi considerado sugestivo de
reacao cruzada positivo para T. cruzi.

-Se os titulos de anticorpos de Leishmania spp. sdo mais altos que os
titulos de anticorpos de T. cruzi e estes sdo <1:40, foi considerado ser altamente
sugestivo de reagao cruzada positivo para Leishmania spp.

- Se os titulos de anticorpos de Leishmania spp. sdo mais altos que 0s
titulos de anticorpos de Trypanosoma e estes sdo >1:40, foi considerado ser
sugestivo de reagao cruzada positivo para Leishmania spp.

De acordo com os critérios descritos, 8/13 amostras de cédes apresentaram

coinfeccao e 5/13 foram consideradas reacgfes cruzadas, conforme Tabela 5.5.

Tabela 5.6: Numero de amostras com resposta soroldgica para Leishmania spp. e
T. cruzi e respectivos titulos obtidos na prova de Reacdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI), em caes da area suburbana.

Numero de amostras em resposta sorologica a
e Leishmania
Titulos| NR | 1:40 | 1:80 | 1:160 | Totais
amostras em
NR 37 2 5 1 45
resposta r
. 1:40 11 4 15
sorologica a
. 1:80 3 1 1 5
Tripanosoma
1:160 2 4
Totais | 48 11 8 2 69

Positivo para Leishmania spp.

Titulacdo altamente sugestiva de reacdo cruzada (positivo para Leishmania)
Titulacdo sugestiva de reacéo cruzada (positivo para Leishmania)

Positivo para Trypanosoma cruzi

Titulacdo altamente sugestiva de reacao cruzada (positivo paraTrypanosoma)
Titulacdo sugestiva de reacdo cruzada (positivo para Trypanosoma)

Sugestivo de coinfeccao

No total, foram 13 individuos positivos tanto para Leishmania spp. quanto

para Trypanosoma spp., dos quais, na maioria (oito soros), os titulos para
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Leishmania spp. eram muito proximos aos titulos de T. cruzi e, portanto, foram
classificados como coinfetados; em cinco amostras de soros foram observados
titulos soroldgico sugestivos de reacdo cruzada, quatro deles de T. cruzi com
Leishmania spp., ja que os titulos para T. cruzi foram mais altos que os titulos
sorologicos para Leishmania spp.

Com estes resultados, subtraindo os quatro animais diagnosticados como
falsos positivos por reacdo cruzada, a frequéncia de soros reagentes para
Leishmania na &area suburbana foi de 17%.

Por outro lado, fizemos andlises dos resultados da sorologia de acordo com
a idade na éarea suburbana, encontrando animais positivos desde tenra idade,
menores de seis meses, indicando que o contato com o parasito se da muito cedo
na vida dos animais (Figura 5.5) e um ciclo de infecgéo ativo e recente na area de
vida dos animais examinados. Diferentemente de varios estudos que demonstram
gue a taxa da infeccdo aumenta com a idade; neste caso, ndo se encontram
diferencas estatisticas entre faixa etéria, ou seja, ainda que os adultos tenham
mais oportunidade de estar em contato com o parasito, o risco de infeccédo é o

mesmo, inclusive em animais mais jovens.
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Figura 5.6: Distribuicdo da positividade da RIFI/Leishmania por idade na area

suburbana.
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5.2.1.2 RIFl em D. marsupialis

Todas as amostras de soro dos D. marsupialis foram provenientes da area
suburbana, j& que as condigcbes na &rea silvestre impediram a conservacéo
adequada das amostras para a medi¢do dos anticorpos nos soros dos gambas
(Tabela 5.6).

Tabela 5.6: NUmero de amostras com resposta soroldgica para Leishmania spp. e
T. cruzi e respectivos titulos obtidos na prova de Reacdo de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI), em D. marsupialis na area suburbana

Numero de amostras em resposta sorolégica a Leishmania spp.
Titulos | NR | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320 | Totais |

Ndmero de NR| 2 1 1 4
amostras em 1:20 0
resposta 1:40 2 1 3
soroldgica a 1:80 1 3 1 5
Trypanosoma 1:160 1
1:320 1

Totais| 2 3 4 3 0 2 14

Positivo para Leishmania spp.

Titulacdo altamente sugestiva de reacdo cruzada (positivo para Leishmania)
Titulacdo sugestiva de reacao cruzada (positivo para Leishmania)

Positivo para Trypanosoma cruzi

Titulacdo altamente sugestiva de reacado cruzada (positivo para Trypanosoma)
Titulacdo sugestiva de reagéo cruzada (positivo para Trypanosoma)

Sugestivo de coinfeccdo

Das 14 amostras de soros testadas, 9 (64%) foram reativos para
Leishmania spp. com titulos que foram de 1:40 até 1:320. Dos dez positivos para
Leishmania spp., dois foram positivos para T. cruzi, com titulos de anticorpos
similares e/ou altos para ambos parasitas, e estes foram considerados como
animais coinfectados. SO0 dois animais apresentaram reacdo cruzada, sendo

positivos para T. cruzi e falsos positivos para Leishmania spp, apresentando titulos
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muito mais altos para T. cruzi do que para Leishmania spp. Finalmente, dois
animais foram positivos para T. cruzi, mas tiveram reacao cruzada. Nenhuma
amostra foi positiva apenas para T. cruzi.

Comparando os resultados da sorologia com a PCR para Leishmania spp.,
observamos que, das 9 amostras positivas, apenas uma foi positiva ha PCR. O

anico animal positivo na PCR apresentou titulos positivos.
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5.3 Resultados do objetivo 3

Avaliacdo da infeccdo natural por Leishmania spp. em gambas, cées e
humanos e identificacdo da espécie de Leishmania infectante através do ensaio de

isoenzimas e provas moleculares

Uma das caracteristicas basicas para o relacionamento de um animal como
hospedeiro reservatorio € a coincidéncia da espécie de Leishmania spp. na
populacdo humana com a espécie infectante na populagcdo animal. Para
identificacdo das espécies de Leishmania spp. utilizamos os seguintes métodos
previamente descritos na metodologia: Isoenzimas nos parasitas isolados e PCR-

Hsp 70 P4 e sequenciamento em amostras clinicas.

5.3.1 Identificacdo por Isoenzimas em parasitas isolados

O material coletado nesse estudo gerou 2.655 culturas de cédes e gambas e
80 de humanos, mas apenas um total de 34 (1.2%) isolamentos foram obtidos,
sendo 16 na area silvetre e mais um na area suburbana. Na é&rea silvestre, 13
isolamentos foram provenientes de lesfes suspeitas de LTA em humanos, dois de
sangue de gambas e um do intestino de Lutzomyia spp. Na area suburbana, 14
isolamentos foram obtidos de les6es de humanos e trés de sangue de animais, dois
gambas e um céo.

A identificacdo das espécies foi obtida através da comparacdo dos perfis
isoenzimaticos para as enzimas glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH, 1.1.1.49)
e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH, E.C.1.1.1.44). A figura 5.6 apresenta os
resultados obtidos pela andlise das eletroforeses de isoenzimas. Para cada enzima,
as bandas com mobilidade eletroforética idéntica foram consideradas como sendo o
mesmo eletromorfo. A maioria dos isolados obtidos neste estudo apresentou perfil
enzimatico semelhante ao da cepa de referéncia Leishmania panamensis
(MHOM/NI/1988/ZEQ09). Para a enzima 6PGD foi observado polimorfismo quando
comparados a cepa de referéncia para os isolados 050/13, 051/13, 054/13, 056/13,

todos de humanos da area suburbana (perfil heterozigoto para enzima 6PGD).
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Com estes resultados, todos os parasitas isolados foram tipados como L.
panamensis. No entanto, os isolados dos animais da area suburbana foram

identificados como Trypanosoma spp.
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Figura 5.7: Padrdo electroforético das enzimas 6pG dos isolados obtidos usando
como padréo as cepas de referéncia:

565 - MHOM/BR/1975/M4147 L. guyanensis;

566 - MHOM/BR/1975/M2903 L. braziliensis

575 - IFLA/BR/1967/PH8 L. amazonensis

579 - MHOM/BR/1974/PP75 L. infantum

240 - MHOM/HN/1979/INC-4 L. panamensis

1048 - MHOM/NI/1988/ZEQ9 L. panamensis

Para complementar o resultado das amostras que tiveram um padrao
electroforético diferente, essas foram submetidas a PCR e ao sequenciamento para
os alvos Hsp70 e COIl. O BLAST das sequéncias obtidas por Hsp70 confirmaram se
tratar de L. panamensis. Para as sequéncias de COIl, a analise foi feita por
comparagao com sequéncias ainda ndo depositadas no NCBI, geradas pela Colecao
de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, (CLIOC). Este resultado também mostrou

se tratar de L. panamensis.
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A tipagem para os Trypanosomas isolados de dois cdes e um gamba na area
suburbana foi feita no laboratério de “Biologia y Control de Enfermedades
infecciosas —BCEI-" da Universidade de Antioquia, usando a técnica de PCR com o
alvo que o DNA satélite usando os iniciadores TcZ1 (5’ -GCT CTT GCC CAC AMG
GGT GC-3’) e TcZ2 (5 -CAA GCA GCG GAT AGT TCA GG-3’), que amplificaram
uma banda de 188 pb de acordo com as condi¢des descritas por Mosser et al., 1989
(126) e modificada por Cantillo-Barraza et al., 2015 (47) (Figura 5.7).

bp  ngiouL

188pb

50pb

Figura 5.8: Resultados da PCR para T. cruzi dos isolados da é&rea suburbana.
Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos produtos de PCR com uso dos primers
TcZl1l TcZ2, demostrando a positividade nas amostras de cultura (canaleta 1,2,3).
CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo

5.3.2 PCR-Hsp 70 P4 e sequenciamento em amostras clinicas

Cada amostra de orelha, sangue, cauda e figado (no caso dos gambas) foi
processada em duplicata com os iniciadores de Hsp70-P4. No caso de ter um
resultado incompativel, uma terceira prova foi feita. Do total das 564 amostras
processadas, 176 casos tiveram resultados diferentes e, portanto, uma terceira PCR
teve que ser feita, para um total de 1304 PCR feitas. A figura 5.8 mostra produtos
amplificados correspondentes a PCR Hsp70P4.
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=) 234 pb

Figura 5.9: Gel de agarose 2% com produtos amplificados de Hps70 P4 colunas
1,3,5: Amostras positivas. Coluna 2,4,6: Amostra negativas. CP: Controle Positivo.

CN: Controle Negativo. PM. Marcador do peso molecular de 1Kb

Na area silvestre, somente uma amostra de orelha de céo foi positiva pela
PCR hsp70, do total de 27 amostras de orelha e 48 de sangue. No entanto, em
gambas, a positividade foi um pouco maior, sem significaAncia estatistica,
encontrando cinco amostras positivas, quatro das 57 amostras de sangue e uma das
47 amostras de cauda; nenhuma das 48 amostras de orelha foi positiva.

De maneira contraria, os resultados na area suburbana demonstraram uma
alta positividade por esta prova. Nos caes, a positividade foi de 61/128 (48%) em
sangue, 27/86 (31%) em orelha. Nos gambas, a positividade foi de 11/28 (39%) em
sangue, 13/30 (43%) em orelha e 13/27 (48%) em cauda. Na figura 5.9 estdo os

resultados em porcentagem por animal e tipo de amostra em cada area de estudo.
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' Resultados da PCR Hsp70P4 em cada tipo de amostra nas duas dreas de estudo |
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Figura 5.10: Frequéncia relativa dos resultados da PCR Hsp70 P4 em céaes e

gambdés das duas areas de estudo de acordo com o tipo de amostra

As andlises estatisticas entre a positividade e os diferentes tipos de amostras
com a PCR hsp70 P4 demonstram que a Unica amostra que teve diferenca
estatistica foi o figado, com respeito a todas as outras amostras, demonstrando ser
a amostra com menor positividade. N&o houve diferencas entre a positividade das
amostras de sangue, cauda e orelha. Com este tipo de PCR poderiam ser usadas
enzimas de restricdo para a identificacdo de espécie, mas os produtos amplificados
devem ser visualizados com bandas intensas no gel, para que esses possam ser
submetidos a digestdo pela enzima Haelll. Como s6 observamos bandas de fraca
intensidade, os produtos foram submetidos ao sequenciamento.

As sequéncias foram editadas no programa MEGA e foi realizada uma busca
no banco de dados do NCBI, utilizando o algoritmo Blast para verificar a identidade
entre sequéncias amplificadas com sequéncias de espécie depositada no Genbank.
As sequéncias, em sua maioria (80%), deram como resultado uma identidade de
mais de 99% com L. panamensis. Algumas sequéncias tiveram o mesmo valor de
identidade com L. panamensis e com outras espécies de Leishmania, como L.
guyanensis (14% das sequéncias) e L. shawi (6%), espécies bastante relacionadas
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com L. panamensis. Interessantemente, a maioria das amostras que apresentaram

dificuldade na diferenciacdo de espécie foram provenientes de amostras de cées.

5.3.2.1 PCR vs IFI

Analisando-se os resultados finais obtidos com soros de cées procedentes da
area suburbana, onde houve positividade sorologica tanto para Leishmania spp.
guanto para Trypanosoma spp., € com os resultados da PCR, que identificou T. cruzi
nos isolados das duas espécies em estudo, fizemos PCR com o gene Hsp70P4
como prova confirmatéria com o0s animais que tiveram anticorpos para ambos

microrganismos. Os resultados estdo apresentados na tabela 5.7.

Tabela 5.7: Resultados da PCR para Trypanosoma spp. e Leishmania spp. dos caes

positivos por sorologia para ambos parasitas.

_ _ _ _ Diagnaostico
. Titulacdo | Titulacéo PCR PCR ) o _
Cddigo _ ) Diagndstico sorolégico
Leishmania | Trypanosoma | hsp70P4 | TcZ1,2
(tabela 5.5)
Sugestivo reacgéo
47 1/160 1/80 Positivo | Positivo | Coinfeccédo cruzada

(Leishmania)

Sugestivo reacgéo
25 1/80 1/160 Positivo | Positivo | Coinfeccéo cruzada

(Trypanosoma)

. . _ Sugestivo de
57 1/80 1/80 Positivo | Positivo | Coinfecgao _ B
coinfecéo

Altamente

. . ) sugestivo reacao
45 1/40 1/160 Positivo | Positivo | Coinfecgéo
cruzada

(Trypanosoma)

Sugestivo de
81 1/40 1/80 Positivo | Positivo | Coinfecgéo _
coinfecéo

. . . Sugestivo de
26 1/40 1/40 Positivo | Positivo | Coinfecgao o
coinfecéo

. . i Sugestivo de
27 1/40 1/40 Positivo | Positivo | Coinfeccdo _ ~
coinfecéo
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Reacdo cruzada | Sugestivo de
107 1/40 1/40 Negativo | Positivo _
(Trypanosoma) |coinfecdo
_ | Reacao cruzada | Sugestivo de
123 1/40 1/40 Negativo | Positivo _
(Trypanosoma) | coinfe¢ao
, | Reacao cruzada | Sugestivo de
93 1/40 1/80 Negativo | Positivo _
(Trypanosoma ) |coinfecdo
_ _ |Reacao cruzada | Sugestivo de
121 1/40 1/80 Negativo | Positivo _
(Trypanosoma) | coinfe¢ao
Altamente
_ | Reacao cruzada | sugestivo reacao
119 1/40 1/160 Negativo | Positivo
(Trypanosoma) |cruzada
(Trypanosoma)
Sugestivo de
_ ~ |Reacao cruzada
120 1/80 1/160 Negativo | Positivo reacdo cruzada
(Trypanosoma) _ _
(Leishmania)

Dos treze caes da area suburbana que tiveram sorologia positiva tanto para
Leishmania quanto para Trypanosoma, sete foram positivos na PCR para ambos
parasitos, confirmando a coinfecgéo. Os seis restantes foram positivos somente para
Trypanosoma, sugerindo a reacdo cruzada.

Observa-se uma baixa concordancia (38%) entre os resultados do diagnéstico
sorologico (Tabela 5.5) e molecular (Tabela 5.7), o que demonstra que € preciso
prova confirmatéria da PCR para ter um diagnéstico correto, jA que, com o0s
resultados somente da sorologia, ndo se pode diferenciar certamente se é uma
reacao cruzada ou uma coinfeccao.

Por exemplo, os individuos 26, 107 e 123, embora tenham apresentado o
mesmo resultado nas sorologias, apresentaram resultado diferente quando
confrontado com a PCR; o0 mesmo aconteceu com as amostras 81 e 93. Na figura
5.10, pode-se observar mais claramente a diferenca dos resultados entre reacao
cruzada e coinfec¢do, assim como a diferenca entre os diagnosticos usando

somente a sorologia ou prova de PCR.
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Figura 5.11: Relacionamento do diagnoéstico das amostras positivas para
Trypanosoma e Leishmania de acordo com titulos de anticorpos e a confirmacéo por
PCR

5.3.2.2 Frequéncia da infeccdo em cées e gambas avaliada por PCR-

hsp70 P4 e na precipitacao

Com os dados climatolégicos do IDEAM e dados da frequéncia de infec¢éo
determinado por PCR hsp70P4, fez-se um relacionamento durante o tempo das
capturas (Figura 5.11). Foram usados os dados sO6 da area suburbana, pois a
frequéncia de infeccdo medida por PCR na é&rea silvestre foi muito baixa. Os
resultados indicam que a frequéncia de infeccdo entre a populacédo tanto de cées
como de gambés flutuou durante o periodo, sendo quase de zero em alguns
momentos do ano, mostrando que nao ha persisténcia da infeccdo durante todo o
ano. A outra situacdo que pode ser observada no grafico é que a frequéncia da
infeccdo flutua de maneira similar entre as duas espécies de animais, gambas e
cédes. Esta flutuacdo parece ter um tipo de relacdo com a precipitacdo, ou seja,
quando a chuva baixa dois ou trés meses, encontra-se apés uma diminuicdo da
infeccdo. As setas vermelhas mostram o momento em que diminui a pluviosidade e

logo se apresenta a diminuicdo da frequéncia de infecgéo.
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Figura 5.12: Relacdo da positividade por PCR em gambas

suburbana com a pluviosidade durante o tempo de captura.
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5.4 Resultados do objetivo 4

Determinar o grau de infeccdo através do calculo da carga parasitaria de
Leishmania spp. por PCR em tempo real em cdes e gambas de duas regides da

Coldbmbia

Foram processadas sem importar seu resultado na PCR um total de 573
amostras de cdes e de gambéas empregando o gene DNApol, das quais 142 foram
positivas e 537 empregando o gene ssRNA sendo positivas 338. A média da carga
parasitaria por espécie de animal e por tipo de gene, de cada area de estudo, esta
apresentada na figura 5.12. A principal caracteristica que deve ser ressaltada é a
diferenga na meédia do niumero de parasitas na area silvestre e na area suburbana,
em ambas espécies e para os dois genes. Os resultados de sangue sé&o
apresentados por microlitro de sangue e de tecido por mg de tecido (orelha e
cauda).

No entanto, o calculo das médias de parasitas é diferente entre os dois
genes, assim como sua sensibilidade, como é observado com mais detalhe na
tabela 5.8. A maioria das amostras, de ambas as espécies de animais, foi negativa
ou apresentou uma carga muito baixa, com menos de 10 parasitas, para os dois
genes. Por outro lado, nos intervalos, a carga menor foi de 1 para ambos genes e a
carga maior para DNApol foi 258.241 parasitos, detectada em uma amostra de
sangue de C. familiaris na area suburbana e a carga maior para o gene ssRNA foi
de 684.643 parasitos, detectada em uma amostra de orelha de C. familiaris na
mesma area.

Na figura 5.13 pode-se ver a diferenca entre as médias da densidade
parasitaria nas duas areas de estudo, sendo a carga parasitaria muito maior na area
suburbana avaliada com os dois genes para ambas espécies. Da mesma maneira,
os resultados demonstram que a diferenca entre os dois genes na area silvestre é
menor, tanto que, na area suburbana, esta diferenca aumentou significativamente.
Na area suburbana, com o gene ssRNA, foi encontrada uma média maior na carga
parasitaria nos cdes; de maneira contraria, usando o gene DNApol, a carga foi maior
nos gambas. Estatisticamente, houve diferengcas entre as cargas parasitarias para

ambos 0s genes entre a area silvestre e suburbana, com um OR 7,5 e um IC95%
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(3,7-15,1) para o gene ssRNA e para o gene DNApol um OR de 54,9 e 1IC95% (7,5-
402,7).

As médias sédo influenciadas pelos resultados extremos, mas, no caso de ter
dados tdo dispersos, as andlises entre 0os genes podem ser verificadas com a
mediana. Usando a mediana, os resultados entre 0s genes parecem ser mais
congruentes, exceto quando as amostras sdo da cauda dos gambas da area
suburbana, como pode ser observado na tabela 5.8.

Com a intencéo de facilitar as interpretacdes, devido a dispersdo dos dados
do nimero de parasitos e a quantidade de variaveis, os dados foram organizados
em quatro categorias: (i) Carga muito baixa, <10 parasitas; (ii) baixa, >=10 a <10%
(i) média, >=10% ~ <10%; (iv) alta, >=10° " <10% (v) muito alta, >=10*. Nas figuras
5.13-5.15 estd apresentada a porcentagem das amostras que estdo em cada
categoria.

Nas figuras pode-se observar mais claramente que o gene ssRNA é mais
sensivel para detectar a infec¢cdo, pois teve uma positividade maior em comparacao
a DNApol. Estatisticamente ndo houve diferencas entre espécies com 0 gene
ssRNA, mas sim com o gene DNApol. A maioria dos dados se agrupam nas
primeiras categorias, ou seja, com cargas baixas, no entanto, ha individuos da area

suburbana que tém cargas na categoria alta.

[/

—

mero de parasitg

—

I AL B R B 4

Figura 5.13: Médias do numero de parasitos em Canis familiaris e Didelphis

Canis familiaris

marsupialis nas duas areas de estudo determinada por qPCR, empregando o0s
genes DNApol e ssRNA
84
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Tabela 5.8: Comparacéo da carga parasitaria das amostras dos caes e gambas nas

duas areas de estudo e com os diferentes genes usados.

Especie Area de Amostra/gene n ) Media Mediana Intervalo
estudo Negativos
Sangue
DNApol 47 47 0 0 0
. SSRNA 60 2 3 1 1-91
Silvestre
Orelha
DNApol 28 27 3 3-27
SSRNA 28 27 2 2-27
Canis familiaris Sangue
DNApol 134 81 5679 9 1-258241
Suburbano ssRNA 112 49 56 2 1-1599
Orelha
DNApol 77 43 1635 6 3-38886
ssRNA 71 10 14039 1 1-684643
Sangue
DNApol 60 32 8 5 2-46
ssRNA 58 13 2 1 1-19
Orelha
Silvestre [DNApol 48 42 27 11 7-11
ssRNA 75 69 1 1 3
Cauda
DNApol 47 40 35 21 9-84
Didelphis ssRNA 47 17 2 1 1-21
marsupialis Sangue
DNApol 30 29 6 6 2-11
sSRNA 30 6 10982 1 1-263356
Orelha
Suburbano |DNApol 29 23 41 39 9-104
ssRNA 30 10 2428 2 1-38556
Cauda
DNApol 26 20 8629 1345 1-42779
ssRNA 26 4 6 1 1-75
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Figura 5.15: Distribuicdo da frequéncia do numero de parasitos de L. panamensis
em C. familiaris determinada por PCR em tempo real: a) com o gene DNApol; e b)
com o gene ssRNA, nas duas areas de estudo. Os numeros de parasitas séo
expressos em ul em sangue (barra mais obscura) e em mg na orelha (barra clara)
e em mg em cauda (barra mais clara). As cores verdes pertencem a area silvestre

e as azuis a area suburbana.
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Figura 5.16: Distribuicdo da frequéncia do numero de parasitos de L. panamensis
em D. marsupialis determinada por PCR em tempo real: a) com o gene DNApol; e
b) com o gene ssRNA, nas duas areas de estudo. O nimero de parasitos esta
expresso em ul em sangue (barra mais obscura) e em mg na orelha (barra clara) e
em mg em cauda (barra mais clara). As cores verdes pertencem a area silvestre e

as azuis a area suburbana.

5.4.1 Relagédo entre PCR hsp70-P4 e a Carga Parasitaria

A PCR tem sido descrita em multiplos ensaios como a técnica que prové
maior especificacdo e sensibilidade; no entanto, a PCR em tempo real (QPCR) é
ainda mais sensivel que a PCR (127-129). Este trabalho demonstrou que ha
maior sensibilidade da gPCR que a PCR convencional usando o gene hsp70P4.
Contudo, ndo houve relacdo entre a positividade ou negatividade da PCR
convencional com a carga parasitaria. Na figura 5.16 ndo se pode estabelecer
claramente uma relacdo entre o resultado de PCR-P4 e a carga parasitaria, no
entanto, as médias da carga parasitaria foram maiores nas amostras positivas

para hsp70-P4, indicando que essa PCR é dependente do nivel de infeccao.
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Figura 5.17: Carga parasitaria (em logaritmo) comparada com os resultados da
PCRhsp70P4. Os dados negativos em gPCR foram tomados como O e os dados
de 1 como 0.01. A) Resultados de todos os tecidos. B). Resultados por tipo de

tecido com o gene ssRNA. C). Resultados por tipo de tecido com o gene DNApol.
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Finalmente ndo houve diferencas estatisticas entre as amostras de orelha,
cauda e sangue, mas sim entre estas amostras e o figado. Os valores foram: entre
orelha e figado P>0.015, entre cauda e figado P>0.006, entre sangue e figado
P>0.0002.
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5.5 Resultados do Objetivo 5

Avaliar a capacidade de transmisséo dos parasitas de cées e gambés aos

flebotomineos através do método de xenodiagndstico

O xenodiagnéstico € uma ferramenta util para estudos epidemioldgicos,
fornecendo informagdes sobre a infecciosidade dos animais, medindo a
capacidade destes em transmitir o parasito ao vetor. Esta € uma caracteristica
fundamental, que deve ser determinada nos estudos de reservatérios (36) .

Nesse estudo, um total de 13 xenodiagndsticos foram realizados na area
urbana, em oito cdes e em cinco gambas. Nenhum foi positivo por microscopia,

mas insetos alimentados em seis caes foram positivos pela PCR-Hsp 70P4.

5.5.2 Xenodiagnostico na area suburbana

Foram usados seis gambas e oito cades, sendo que em um deles o
xenodiagnéstico foi repetido.

Os cédes escolhidos para o xenodiagnostico foram positivos quanto a
infecgcdo por Leishmania spp. para PCR e IFIl. Por outro lado, no momento do
xenodiagnéstico, ndo tinhamos esses resultados para os gambas utilizados. Mas,
baseados nas primeiras amostragens, em que a positividade dos gambés foi maior
gue 50% e, desconhecendo a dinadmica da frequéncia de infeccdo que foi descrita
no objetivo 2/ itens 5.3.2.2, consideramos que era factivel obter gambas positivas.
Porém, quando a infeccdo por Leishmania spp. foi avaliada nos gambas,
encontramos que, dos seis gambas usados no xenodiagndstico, cinco foram
negativos por PCR em sangue e tecido e o Unico gamba positivo tinha carga
parasitaria baixa e o xenodiagnadstico foi negativo.

No caso dos cédes, no momento de fazer a prova do xenodiagnostico, foi
feita a coleta de sangue para medicdo da carga parasitaria e deteccdo de RNA
para determinar a sobrevivéncia do parasito. A carga parasitaria, neste caso, teve

um protocolo especial, pois ndo somente foi calculado o nimero de parasitas em
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uma determinada quantidade, senédo foi calculada a quantidade de parasitas de
acordo com o numero de células da amostra. Para poder calcular o nimero de
células na amostra foi feita uma PCR com o gene constitutivo de cédo, o
Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase (HPRT), como foi explicado na

metodologia.

Observamos uma relacdo entre a carga parasitaria e a infecciosidade aos
insetos: quando as cargas foram menores a log 2,1 parasitos/1000 cel.,, o
xenodiagndéstico comecou a tornar-se negativo. Na figura 5.20 apresentamos a
relacdo entre carga parasitaria e os resultados do xenodiagnéstico. Pode-se ver
como existe uma relagdo entre estas variaveis assim como na positividade dos
resultados do RNA.

N #* RNA +
- " RNA -
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—
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wn -
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s 2,1
L 17 p
° 16 15
[
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P Xenodiagndstico negativo
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Figura 5.18: Relacao entre o logaritmo da carga parasitaria e o resultado do

xenodiagndéstico.
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5.6 Resultados do objetivo 6

Avaliacdo da heterogeneidade genética das populacdes de L. panamensis

em amostras de reservatérios e humanos em duas regiées na Colémbia.

Avaliamos a diversidade genética em todos os isolados de L. panamensis
de amostras de cées, gambas e humanos, de duas diferentes regibes, com
condi¢cdes epidemiolégicas diferentes, utilizando sete marcadores moleculares
para as analises por MLSA, assim como analises por um unico locus.

O sucesso para se obterem isolados a partir das amostras de animais foi
muito baixo. A baixa taxa de isolamento a partir dessas amostras era esperada
devido as dificeis condi¢cdes de trabalho de campo no momento da coleta do
material, além da baixa carga parasitaria, como apresentado anteriormente. Foi
necessario, entdo, tentar amplificar os sete genes do sistema de MLSA
diretamente das amostras clinicas que tinham sido positivas na PCR com o gene
Hsp70 P4. Porém, na primeira tentativa, nenhum produto amplificado foi obtido a
partir das amostras clinicas. Varios motivos podem dificultar a amplificacdo dos
genes que elegemos para o painel de MLSA, como a baixa carga parasitaria e o
tamanho dos alvos do MLST (aproximadamente 600 pb). Varias estratégias foram
aplicadas na tentativa de superar essas limitacbes. Concentramos as amostras
por rotaevaporacdo para concentrar o0 DNA parasitario e logo fazer diluicbes para
ter a maior quantidade do DNA parasitario que pudesse ser detectado e a menor
guantidade de inibidores para conseguir neutraliza-los. As diluicbes em que a PCR
funcionou foram de 1:5, 1:25 e 1:125. A cada uma destas mesmas dilui¢cdes foi
adicionada uma quantidade minima de parasitas e, em seguida, foram
amplificados; ao mesmo tempo para confirmar se algum parasita tinha inibigéo,
sendo que, nas diluigbes com o DNA parasitario que foram negativos, se provaria
a inibicdo. Na figura 5.21 apresentamos o0s resultados dos experimentos descritos

para cada um dos genes.
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Figura 5.19: Produtos amplificados a partir de amostras clinicas, tendo como alvo
os diferente genes do painel de MLSA. Eletroforese em gel de agarose 1.5 %
corado com brometo de etideo. Linhas 1-4 amostras com diluigbes de 1:5; linhas
5-8 amostras com adicdo de parasitos; ND: N&o diluicdo; em circulo vermelho as
bandas positivas; PM: peso molecular, o padrédo do peso molecular esta em cada
gel.

Conseguimos amplificagdo para todos os genes a partir das amostras
clinicas, mas com pouco sucesso. No total foram 74 amplificacdes distribuidas da
seguinte forma: 6PG 16 (22%), MPI 12 (16%), G6P 8 (11%), MDHnc 16 (22%,)
Hsp70 14 (19%) e MDHmt 7 (10%).

Na figura 5.21 h& alguns exemplos de inibicdo mostrando que, apesar da
concentracdo do DNA de parasitos, ndo foi possivel observar a banda no
momento da amplificacao.

A outra estratégia para conseguir amplificar os genes do MLSA a partir das
amostras clinicas foi fazer reamplificagdo do DNA a partir da primeira PCR. Fez-
se uma segunda PCR despois de fazer uma purificacdo do produto da primeira
PCR, que limpava o exceso de dNTPs e demais produtos. A taxa de sucesso foi
muito baixa: menos de 10%; no entanto, foi uma estratégia feita no caso das
amostras onde a estratégia anteriormente descrita ndo teve resultado positivo. O
problema com esta nova estratégia é a acumulacdo de erros da DNA polimerase
e, por esse motivo, foi usada uma polimerase de alta fidelidade (PFU polymerasa
Thermo scientific®). Na figura 5.22 pode-se ver um gel que exemplifica a re-

amplificagdo de uma amostra.
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Positivas

Re-amplificacdo

0.7% agarose

Figura 5.20: Exemplo de resultados obtidos através da reamplificacao de
amostras que foram negativas ou fracamente positivas. Eletroforese em gel de
agarose 1 % corado com brometo de etideo. Linha 1,4-5: amostras fracamente
positivas. Linhas 7,8,10: reamplificacdo positiva das amostras. Linha 9:

reamplificacao positiva MP: marcador de peso molecular 1Kb

5.6.1 MLST em amostras de cultura

As 24 amostras isoladas foram submetidas ao ensaio de isoenzimas
(MLEE). Apoés a confirmagédo do resultado, os DNAs extraidos dessas amostras

foram submetidos as analises moleculares.
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Mediante a técnica da PCR foram amplificadas com sucesso as 24,
isoladas em cultura na amplificacdo parcial dos genes MPI, Hsp70, MDHmt,
MDHnc, ICD, 6PG, G6p, ja utilizados para a analise por MLSA para Leishmania
(Viannia) sp.(88,89). A Figura 5.23 representa os resultados dos géis tipicos dos
amplificados de cada gene a partir dos isolados da cultura de Leishmania spp.,

tanto de pacientes como dos animais.

Figura 5.21: Produto amplificado a partir das cepas de Leishmania
isoladas para cinco genes usados no MLSA. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. Linhal: 1022pb para o gene ICD. Linha2: 1010 pb
para o gene MDHnc. Lihna 3: 836pb para G6pd. Lihna 4: 821 pb para o gene
MDHmt. Lihna 5: 681 pb para o gene MPI. MP: marcador de peso molecular de
1kb.

Empregando a técnica da Analise por Sequéncias Multilocus (MLSA), foi
definido um total de 24 STs, correspondentes a 24 amostras analisadas, sendo,
portanto, um ST por isolado. Este primeiro resultado ja aponta para a diversidade

intraespecifica das amostras estudadas. A analise do tipo alélico realizada no
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MLSTest resultou em uma grande variedade para alguns genes, sendo 0s mais
variaveis o gene ICD e Hsp70, com 20 e 18 alelos cada um, respectivamente; o
menos variavel foi o gene MDHmt, com 2 alelos. Na tabela 5.9 apresentam-se os
resultados do tipo alélico para cada um dos genes do painel de MLSA, para cada
isolado.

Como parte das andlises MLST, submetemos os tipos de alelos
encontrados ao algoritmo eBURST (http://eburst.mist.net) com objetivo de

determinar a relacdo entre os alelos e a formacdo de complexos clonais. Na
configuracdo mais estringente, utilizando os sete marcadores aplicados as
amostras deste estudo, nenhum complexo clonal foi gerado.

Uma nova analise foi feita incluindo os alelos das cepas relatadas por Boité
et al., (2012) (88) disponiveis no Genbank. Neste caso, apenas quatro marcadores
foram utilizados (6PG, G6P, MPI e ICD) e foram detectados seis complexos

clonais (Figura 5.24).

100


http://eburst.mlst.net/

V. RESULTADOS

Tabela 5.9: Tipos alélicos determinados a partir da analise multilocus de cepas de

L. panamensis isoladas de animais e humanos nas duas areas de estudo.

Area Codigo | |\ cpeiro | 6PG | G6P |HSP70| ICD |MDHmt| mpi | TPOde
cultura sequéncia
I0CL 3284 | D. marsupialis 1 1 1 1 1 1 1
I0CL 3285 | D. marsupialis 1 1 2 2 1 1 2
I0CL 3286 | D. marsupialis 1 1 2 3 1 1 3
I0CL 3287 Humano 1 2 2 4 1 1 4
I0CL 3288 Humano 1 1 3 5 1 1 5
© I0CL 3290 Humano 2 1 4 6 1 2 6
'_'L:,) I0CL 3291 Humano 1 1 5 7 1 3 7
g I0CL 3293 Humano 1 1 6 8 1 1 8
) I0CL 3294 Humano 1 1 7 9 1 1 9
v IOCL 3295 Humano 1| 1 8 10 1 4 10
I0CL 3296 Humano 3 1 9 2 1 5 11
I0CL 3297 Humano 1 1 10 11 1 6 12
I0CL 3299 Humano 1 1 11 10 1 1 13
IOCL 3300 Humano 1 1 12 12 1 7 14
I0CL 3301 Humano 1 1 13 13 1 8 15
I0CL 3302 Humano 4 3 14 14 1 9 16
UA 3108 Humano 2 1 9 15 1 10 17
© UA 3109 Humano 1 1 15 10 1 11 18
S UA3214 | Humano 1 4 16 | 16 1 1 19
e UA 3241 Humano 1 1 9 17 1 12 20
> UA 3332 Humano 1 1 17 18 1 13 21
'g UA 3337 Humano 1 1 9 19 2 1 22
n UA 3417 Humano 1l 1 18 10 1 1 23
W 7344 Humano 1 1 9 20 1 1 24
Numero de alelos 4 4 18 20 2 13 24
Numero de alelos 7 35 59 3 32 236
Poder de discrimina¢dao 1 0.3 0.957 | 0.977 0.157 0.78

As analises indicam a formacao de um complexo clonal - CC2, agrupando
somente as cepas de nosso estudo, separando L. panamensis de outras espécies
proximas, como L. guyanensis e L. shawi. Das 24 cepas de L. panamensis aqui
analisadas, 12 foram agrupadas nesse CC, mas sem associagdo com uma
determinada area do estudo. O CC2 reuniu isolados de parasitos da area silvestre
e suburbana, sendo a maioria da area silvestre (n=9), incluindo o gendétipo
fundador, ST 13 - IOCL 3299 (Tabela 5.9). Nesse mesmo CC estdo agrupados o0s

trés isolados de gambas.

101



V. RESULTADOS

As cepas restantes (n=12) ndo se agrupam em nenhum complexo clonal e
cada uma se apresenta como um ST Unico (singleton). Dentre essas cepas estédo
quatro da &rea suburbana e sete da area silvestre, incluindo a cepa isolada do
intestino da Lutzomyia spp. depois de um xenodiagndstico.
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Figura 5.22: Representacdo dos Complexos Clonais usando as sequéncias

de Boité et al. (2012) (88),

mediante o eBURST. O numero nas figuras

corresponde ao numero do isolado na tabela do artigo referido.
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A rede Neigbour-Net foi criada a partir das sequéncias obtidas para as 24
amostras de L. panamensis da Coldombia, das duas areas de estudo, para os sete
loci, que foram concatenados. Na Figura 5.25 pode-se ver um agrupamento com
as amostras da area silvestre junto com as cepas dos gambas dessa mesma area.
No entanto, nos outros ramos, ha mistura de cepas da area suburbana e silvestre.
As cepas de animais e de humanos ndo estao dispersas na rede, sem nenhuma
distingao entre elas.

Os dados dos CC e da Neighbour-Net usam informacdes e analises
distintas, por isso sdo complementares. Enquanto o CC é gerado a partir de tipos
de sequéncias e permite a deteccdo de gendtipos fundadores, o Neighbour-Net
utiliza o numero de diferencas nucleotidicas presentes ao longo da sequéncia dos
genes alvo. A avaliacdo conjunta dos resultados dos CC e da Neigbor-Net sugere
que as cepas de L. panamensis que circulam nas areas estudadas séo resultado
de uma expansao clonal, sem estruturacdo evidente em subgrupos, com o

gendtipo fundador pertencendo a area silvestre.
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Figura 5.23: Neighbour-Net construida a partir das sequéncias
concatenadas das amostras de L. panamensis das duas areas de estudo para

sete genes analisados.
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Informacdes de cada cepa estdo na tabela 5.9. Em verde, amostras
provenientes da area silvestre; em azul, cepas da area suburbana; triangulo,

cepas de animais.

Assim como feito para eBurst, uma nova Neighbour-Net foi gerada incluindo
também as sequéncias de Boite et al.,, 2012 (88), representando diferentes
espécies de Leishmania, como L. braziliensis, L. shawi, L. guyanensis (Figura
5.26)
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insercao das cepas de L. panamensis deste estudo.
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Pode-se ver claramente que os diferentes ramos separam muito bem todas
as diferentes espécies de Leishmania spp, inclusive as trés espécies de nosso
interesse e que sao filogeneticamente proximas: L. shawi, L. guyanensis, L.
panamensis. Dentro do ramo de L. panamensis o0s isolados se misturam entre os
isolados urbanos e silvestres, sem subestruturacao clara que possa ser associada
a origem geografica.

A partir das sequéncias concatenadas foi construida uma &rvore
filogenética pelo método da Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood-ML-),

modelo de Tamura 3 parametros gama distributed (Figura 5.27).
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Figura 5.25: Arvore filogenética com as sequéncias concatenadas dos genes do
MLST gerado em MEGA 7
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A construcdo da arvore concatenada ndo mostrou a presenca de grupos,
nao foram encontrados grupos informativos que possibilitem agrupamentos ou
clados entre sequéncias como se pode ver com o0s valores baixos de bootstrap.
Esses resultados concordam com as analises de Neighbor-Net, que demonstram

uma grande homogeneidade entre os isolados.

5.6.2 Andlises de cada locus individualmente (analise Single Locus - SL)

Para as andlises SL foram usadas as sequéncias parciais obtidas para os
genes rDNA (ITS), ICD, G6P, HsP70. MDHmt 6PG e MPI com os isolados de
cultura, mas também com as amplificacdes conseguidas das amostras clinicas.
Para as arvores de cada gene, foram usadas as sequéncias obtidas do genbank,
exceto para MDHmt que nédo tem nenhuma sequéncia relatada.

As analises filogenéticas foram feitas pelo método de Maxima
Verossimilhanca (Maximum Likelihood), baseado no modelo Kimura de
parametros. A porcentagem de associacao da taxa € mostrada ao lado dos ramos
das arvores. Arvores iniciais foram obtidas através de uma busca heuristica,
aplicando o método Neighbor-Join e algoritmos BioNJ para uma matriz de
distancias entre pares, usando a abordagem do modelo evolutivo de Maximum
Composite Likelihood (MCL); em seguida, uma topologia selecionando a
probabilidade de log com um valor superior. A distribuicdo gama discreta foi usada
para modelar diferencas de taxas evolutivas entre posicdes (5 categorias (+ G,
parametro = 2,3439)).

Nas arvores construidas com informacdes de cada gene usados no painel
do MLST, individualmente, pode-se observar que todos os marcadores separaram
L. braziliensis, mas ndo as espécies L. guyanensis e L. shawi de L. panamensis,

gue € a espécie correspondente as amostras desse estudo (Figura 5.28).
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igura 5.26: Dendrogramas obtidos para os genes G6P, 6PG, HsP70, MPI ICD e
MDHmt. As analises foram conduzidas no MEGA 7 usando o modelo T92 e 1000
replicatas de bootstrap.
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5.6.3 Andlises single locus com ITS

Nas analises de variabilidade genética foram utilizadas as amostras
positivas da PCR com a regido ITS1 do gene rRNA. 42 amostras foiram clonadas
e quatro clones de cada amostra foram enviadas para sequenciamento. Porém, do
total sequenciado, 14 amostras alinharam e foram utilizadas nas andlises, 28
foram excluidas do estudo devido a baixa qualidade nas sequéncias. A partir do
estudo das 57 sequéncias nucleotidicas com um total de 311 posi¢cdes na base de
dados final, foi gerada uma arvore filogenética, na qual foi possivel verificar varios
ramos (Figura 5.29).

Clones de uma mesma amostra nem sempre agruparam ou foram
idénticos. Isso é esperado em um organismo como a Leishmania spp., onde o
mosaicismo aneuploide foi descrito. Esse traco em Leishmania spp. significa que
diferentes alelos, em diferentes proporc¢oes, podem estar presentes na amostra de
DNA isolada do parasita em cultura. O que ocorreu no presente trabalho pode ser
um reflexo desse evento. Com a inclusao da etapa de clonagem génica, pudemos
observar quatro alelos de uma mesma amostra, que ndo Sao necessariamente
idénticas. E interessante ressaltar que o fato de alelos de amostras distintas se

agruparem juntos no mesmo clado reforga a origem comum das cepas.
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Figura 5.27: Dendrograma das sequencias do ITS1 das amostras clonadas. As
analises foram conduzidas no MEGA 7 usando o modelo T92 e 1000 replicatas de

bootstrap.
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5.7 Resultados do objetivo 7

Identificar a fauna flebotominica e os possiveis vetores, visando relacionar
sua distribuicdo com a presenca e positividade de caes e gambas em area

silvestre

O estudo de vetores na eco-epidemiologia das leishmanioses é relevante,
uma vez que a distribuicdo desses e seu comportamento determinam o risco de
infeccdo, tanto para animais como para pessoas e, portanto, € importante associar
0S possiveis reservatérios com a possibilidade de contato, tanto em um espaco
geografico, como em um dado tempo.

Esta etapa do estudo so foi realizada na area silvestre. Com relagdo a area
suburbana, os dados podem ser obtidos em um trabalho realizado pelo mesmo
grupo de investigacdo na Colémbia, que apoiou esta investigacdo (Programa de
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales —PECET-). Devido ao fato de que
a positividade tanto para cdes quanto para gambas € baixa, ndo foi possivel
realizar nenhuma andlise de associacdo entre as espécies de fleb6tomos e os
animais. Apesar disso, pudemos ressaltar que, em ambas areas de estudo, as
espécies vetoras foram encontradas domiciliadas e em maior propor¢do no
peridomicilio, o que admite o contato do vetor com as espécies domésticas, como
0 cdo, e sinantropica de habitos peri e extradomiciliar, como o gamba.

A seguir, apresentamos uma descricdo dos dados entomolégicos na area
silvestre. Parte desses resultados estdo apresentados em um artigo, Apéndice D,

submetido a publicacéo.

5.7.1 Resultados da captura entomoldgica na area silvestre

Obteve-se uma grande variedade de espécies de flebotomineos, 25 em
total, 23 espécies do género Lutzomyia spp. e 2 de género Brumptomyia spp.,

agrupados em 11 subgéneros e 4 grupos taxonémicos da subfamilia.
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Coletou-se um total de 4.303 individuos, dos quais 4.132 (96%) pertencem
ao género Lutzomyia spp., sendo 3.224 fémeas (67%). As trés espécies presentes
em ordem de abundancia foram: Lu. panamensis com 37% do total da captura, Lu.
carpenteri com 14%, Lu. sp. (Pressatia) com 13%, (Tabela 5.10).

Com relacdo a distribuicdo das espécies de flebotomineos, em funcdo do
método de captura e sua aproximagdo ao domicilio, observamos que, com
armadilha CDC, capturaram-se todas as espécies de Lutzomyia, assim como a
maioria dos individuos (88%). As espécies capturadas em armadilha Shannon
foram todas antropofilicas e, por outro lado, as capturas com armadilhas adesivas
foram de espécies reconhecidas como ndo antropofilicas (Tabela 5.10).

Determinou-se a distribuicdo destas espécies com relagdo ao grau de
contato que existe com populacbes humanas em &areas domiciliarias,
peridomiciliarias e extradomiciliarias na zona de estudo. Em relacdo ao domicilio,
a maioria das capturas foi em peridomicilio; neste lugar também se coletou a
maioria das espécies de importancia meédica: Lu. panamensis, Lu. trapidoi e Lu.

gomezi, Lu olmeca bicolor, Lu sanguinaria e Lu ylephiletor.
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Tabela 5.10: Composicao das espécies de flebotomineos e sua abundancia relativa (Pi) na area silvestre

Método de captura

Localidade captura

Especie ICDC ’Icaramp Shannon Reposo Adesiva Aguacate Sardi  San Francisco Total Pi %]
Lu. panamensis ** ° 181 975 61 335 - 472 961 119 1552 37,2
Lu. carpenteri 48 489 39 - - 464 74 38 576 13,8
Lu. sp. [Pressatia] 51 433 31 16 - 281 169 81 531 12,7
Lu. trinidadensis 11 303 1 - 66 60 65 261 386 7,7
Lu. trapidoi ** 27 206 21 9 - 84 169 10 263 6,3
Lu. camposi 16 193 21 7 5 142 75 25 242 5,7
Lu. gomezi **° 25 120 6 10 - 118 28 15 161 3,9
Br. Mesai 2 126 - - - 123 1 4 128 3,1
Lu. olmeca bicolor * 2 96 2 1 - 52 37 12 101 2,4
Lu. ovallesi ° 1 46 - - - - 31 16 47 1,1
Br. Hamata 4 38 1 - 9 38 6 8 52 1
Lu. sanguinaria ! 1 32 1 1 - 12 21 2 35 0,8
Lu. triramula 1 26 2 - - 29 - - 29 0,7
Lu. sp. [Lutzomyia] 22 39 - - - 36 13 12 61 0,6
Lu. isovespertilionis 1 19 2 - 4 21 5 - 26 0,5
Lu. carrerai thula 3 9 - 2 7 - 16 5 21 0,3
Lu. shannoni 1 11 - 1 - 7 4 2 13 0,3
Lu. sp. [Micropygomyia] 10 2 - - - 10 2 - 12 0,3
Br. sp. - 9 1 - - 8 1 1 10 0,2
Lu. bispinosa 1 5 - 3 2 - 11 - 9 0,2
Lu. micropyga - 9 - - - 2 1 6 9 0,2
Lu. atroclavata 7 - - - - 7 - - 7 0,2
Lu. sp. [Nyssomyia] 2 4 - 1 - 3 4 - 7 0,2
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Lu. cayennensis 4 1 - - - - 3 2 - 5 0,1
Lu. aclydifera 2 3 - - - - 2 - 3 5 0,1
Lu. sp. [Psychodopygus] 1 3 - - - - - 2 2 4 0,1
Lu. dysponeta 1 2 - - - - 3 - - 3 0,1
Lu. sp. [Aragaoi] - - 2 1 - - 3 - - 3 0,1
Lu. aragaoi 2 - - - - - 2 - - 2 0,05
Lu. caprina 1 - - - - - 1 - - 1 0,02
Lu. rorotaensis - 1 - - - - - 1 - 1 0,02
Lu. ylephiletor * -1 - - - - 1 - - 1 0,02
Total 428 3201 191 387 93 5 1984 1699 622 4303 100

* Espécies de Lutzomyia incriminadas na trasmissao da Leishmanioses na Colémbia (27) « México (130) + Panama (131), °
Venezuela (132).

* Porcentagem da captura por espécie no I: intradomicilio, P: peridomicilio, E: extradomicilio.
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A proporcao de captura entre espécies vetoras e nao vetoras foi diferente nos
trés lugares mostrados. Em EIl Aguacate, esta proporcéao foi de 1:2 no extradomicilio
e iguala-se a 1:1 no peri e intradomicilio. Em Sardi, a propor¢éo foi de 3:1, 2:1 e 1:1
no extra, peri e intradomicilio, respectivamente. Em contraste, em San Francisco
houve maior proporcéao de espécies vetoras no intradomicilio, a uma razao de 2:1, e

de 1:3 no peridomicilio.

5.7.2 Distribuicdo das espécies de flebotomineos segundo o local de

captura

A maior abundancia de flebotomineos foi observada em Sardi e El Aguacate,
que, em conjunto, somam 70,5% das capturas durante o periodo de estudo; as

demais localidades apresentaram uma baixa porcentagem de insetos.

Na figura 5.30, demonstra-se a porcentagem de individuos das espécies
vetoras de acordo com o ambiente de captura nas localidades Sardi, EI Aguacate, e
San Francisco. Dessas trés localidades, San Francisco, zona com maior
urbanizacdo, foi onde se observou a maior porcentagem de domiciliacdo de

flebotomineos (intradomicilio).

100 -
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S 701 ® E| Aguacate
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‘€ 40 -
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Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio

Figura 5.28: Distribuicdo das espécies Lutzomyia spp. de importancia médica (Lu.

panamensis; Lu. gomezi; Lu trapidoi) com respeito ao domicilio. Acandi, Choco.
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Quanto as capturas das espécies antropofilicas, todas as espécies de
importancia médica presentes na Coldmbia encontraram-se em todas as localidades
estudadas. Destas, Lu. panamensis foi a espécie predominante, com 79% das
capturas, seguidas por Lu. trapidoi e Lu. gomezi. Por outro lado, observa-se que a
localidade Sardi apresentou a maior captura destas duas espécies.

Utilizando o indice de Sorensen, que € um modelo matematico para medir a
similidaridade das populac¢des, conseguiu-se comparar as semelhancas entre as
comunidades de flebotomineos e os lugares estudados. Considerando as
localidades de amostragem - Sardi, San Francisco e El Aguacate - ,a semelhanca &
alta, com valores muito proximos a 1. H& maior afinidade entre Sardi e San
Francisco (SSo= 0,848) e Sardi e El Aguacate (SSo= 0, 717) (Tabela 5.11).

Tabela 5.11: indice de Sorensen calculado para as espécies de flebotomineos

capturadas em Acandi, Choco.

San Francisco El Aguacate La Mora
Sardi 0,848 0,717 0,689
San Francisco 0,666 0,692
El Aguacate 0,687

5.7.3 Importancia epidemiolédgica das espécies de Lutzomyia spp.

De todas as espécies coletadas, ressaltam-se algumas que apresentam
comportamento antropofilico e antecedentes vetoriais em outros paises de América
Central e América do Sul, que apresentam importancia do ponto de vista
epidemioldgico por encontrarem-se infectadas naturalmente com algumas espécies
de Leishmania spp. e estarem envolvidas na transmissdo destes parasitas em
alguns focos de leishmaniose; estas séo: Lu. panamensis, Lu. trapidoi, Lu. gomezi,
Lu. sanguinaria, Lu. ylephiletor, Lu. olmeca bicolor e Lu. ovallesi. A maior
abundancia esteve representada por Lu. panamensis. No interior das moradias, as
espécies mais frequentes e abundantes foram todos os vetores reconhecidos de
Leishmania no pais, ou seja: Lu.panamensis, Lu. trapidoi e Lu. gomezi. A presenca e
abundancia de Lu. Panamensis, tanto no peridomicilio como no intradomicilio, na
zona de estudo, evidencia o comportamento endofagico desta espécie, definido

como o habito de picada dentro de construgbes humanas. Isso sugere entdo que Lu.
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panamensis é o vetor principal na transmissdo da forma endémica e epidémica de

leishmaniose cutanea, no municipio de Acandi, Choco.
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5.8 Outros Resultados

5.8.1 Revisao de Literatura

Na revisdo feita para publicagdo, durante o desenvolvimento deste trabalho,
foram sistematizados 108 artigos (Apéndice B). Uma amostragem de 17.137
animais detectou uma positividade de 9% (1.533 especimenes), agrupados em 310
espécies e 12 ordens. As trés ordens mais frequentes foram o Rodentia com 157
espécies e 11.372 individuos, seguida pela ordem Chiroptera com 53 espécies e 925
individuos e Didelphimorphia, com 30 espécies e 2.836 individuos. Porém, a
porcentagem de positividade foi maior na ordem Didelphimorphia seguida pela
Pilosa. Algumas ordens como Testudines, Lagomorpha, Perissodactyla e Squamata
tiveram um nimero muito baixo de espécies amostradas, sendo ndo representativas.

Do total de 310 espécies monitoradas, 119 (38%) foram positivas, entretanto,
36 (30%) destas tiveram um so individuo positivo e 16 espécies tiveram menos de 5
individuos amostrados. No caso das espécies que ndo se encontraram infectadas,
186 no total, 116 (62,3%) tiveram menos de cinco individuos estudados.

Nas tabelas 1 e 2 do apéndice B, também pode-se ver que a maioria dos
estudos foi realizada nas areas silvestres antes dos anos 90, quando o uso das
técnicas moleculares era ainda restrito. Por outro lado, a espécie D. marsupialis é,
de todas as espécies mamiferas silvestres ou sinantropicas, a mais estudada com
36 artigos, mais de 979 animais amostrados e uma positividade total de 6,8%. Ainda
sobre os estudos, a maioria limita o conhecimento a determinar a infecdo e a

espécie infetante.

5.8.2 Socializacdo e educacao na saude

Além da pesquisa cientifica e, ainda que ndo tenha sido seu objetivo, para
poder realizar o estudo, foi feita uma ampla socializacdo do projeto em ambas as
localidades, aproveitando para fazer, pela primeira vez, um processo de educacao
em saude sobre as leishmanioses. Este trabalho é de suma importancia, ja que as
areas onde realizamos o estudode campo séo areas de conflito armado, onde atuam
diferentes forcas politicas e militares, como guerrilha, paramilitares e exército
nacional. Contar com a aprovacao desses setores e a protecdo da comunidade néao
s6 garantiram o sucesso do projeto, mas também a seguranca dos investigadores.
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Devido ao fato de serem areas marginalizadas e esquecidas pelo Estado,
especialmente a area silvestre, o acolhimento foi bem grande. Por outro lado, ndo
s6 conseguiu-se a aceitacdo do projeto, a educacdo de um ndmero massivo de
pessoas, mas também conhecer algumas caracteristicas da enfermidade, como o
nome que é dado a doenca e as formas de tratamento. Foram identificados os
conceitos, atitudes e préticas sobre a leishmanioses em cada &rea, que resultou em
uma publicagao na revista: Cadernos de Saude, “Study of knowledge, attitudes, and
practices related to leishmaniasis: evidence of government neglect in the Colombian

Darién” (Apéndice C).
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DISCUSSAO

O termo reservatério natural tem sido usado para explicar diferentes
situacbes. Muitos autores tém chamado de reservatério de Leishmania spp.
gualquer animal (hospedeiro vertebrado) que venha a ser encontrado naturalmente
infectado. Por isso, a maioria dos estudos em reservatorios tem sido fragmentados
e limitam-se a identificacdo da deteccdo de Leishmania spp. nos animais, nem
sempre indicando infec¢do e manutencao do parasita.

O florescimento dos estudos em reservatorios nos meados do século 20
demonstra o interesse nesse tema. Mais da metade dos artigos na revisdo de
reservatorios silvestres (Apéndice A) foram publicados entre as décadas de 60 e 80,
mas, comparativamente com outros temas, poucos trabalhos tém sido publicados
sobre reservatoérios. Por exemplo, quando se faz uma pesquisa na web pelo site do
NCBI usando as palavras chaves ‘leishmania & immunolgy” o numero total de
artigos encontrados é de 6471. No entanto, a pesquisa com as palavras “leishmania
& reservoir” tem como resultado 619 artigos, uma diferenga importante. Destacamos
gue a maioria versa sobre leishmaniose visceral, indicando a escassez de
informacdes sobre o papel de reservatorios na leishmaniose tegumentar. Na maioria
dos estudos revisados nesta tese, demonstra-se como eram muitas as espécies de
mamiferos amostradas, com muitas tentativas de cultivo dos parasitas e poucos
resultados positivos encontrados, o que contribui para a dificuldade na publicacao
dos resultados. Neste mesmo trabalho, o sucesso de cultura foi muito baixo. As
chances de isolamento parasitario estdo diretamente relacionadas as condicdes de
coleta e cultivo, a carga parasitaria e o tempo de evolucdo da lesdo (133). Esses
fatores podem justificar os resultados negativos parasitolégicos encontrados nos
caes e nos gambas.

A necessidade real de prover solucbes as comunidades afetadas pela
leishmanioses vem centrando os esfor¢cos da investigagdo no controle vetorial, no
desenvolvimento de vacinas e em novas medidas terapéuticas. Até onde sabemos,
poucas, e em alguns paises nenhuma, a¢bBes sdo centradas no estudo dos
reservatorios, fonte originaria da enzootia ao longo do continente americano.

Apesar disso, muitos pesquisadores continuam na tarefa de tentar entender a
rede complexa do sistema de reservatorios, tal como o define Ashford et al., (2003)
(36) e Haydon et al., (2002) (31), que apresentam o0 reservatorio como nao sendo
simplesmente um mamifero infectado, mas sim um sistema responsavel pela
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manutencdo do parasito, em um tempo e um espaco dado, garantindo assim a
perpetuacdo da espécie de protozodrio.

Para o estudo dessas redes complexas pode-se usar diferentes estratégias.
Uma delas pode ser o método indutivista, que propde que para conhecer o todo é
preciso conhecer a “parte do todo" (134). Conhecer o papel de duas espécies de
mamiferos, Canis familiaris e Didelphis marsupialis, usando uma metodologia
holistica em dois distintos cenarios epidemiol6gicos de transmissao, um silvestre e
outro suburbano podera contribuir grandemente no entendimento da dinamica dos
hospedeiros reservatérios na leishmanioses. A suspeita da atuacdo dos gambas e
dos caes nesta complexidade estd mais que fundamentada. (4,47,136). No entanto,
seu estudo sistematico tem muitos vazios que precisam ser atendidos.

A leishmaniose, uma enzootia primariamente restrita a animais silvestres,
transforma-se em uma zoonose com 0 manejo e colonizacdo de areas desabitadas
ou pouco impactadas, quando homens, animais domésticos e/ou sinantrépicos se
integram a cadeia de transmissdo. Esse contexto € o que encontramos na area de
Chocd, a area silvestre aqui estudada.

A dramatica taxa de domiciliacdo e expanséao das leishmanioses a ambientes
cada vez mais urbanizados demonstra que os animais domésticos e sinantrépicos
podem ter um papel na manutencdo da infeccdo. No entanto, existem algumas
discussGes acerca desta possibilidade. Nos meados da década de 1980, o
isolamento de L. (V.) braziliensis de cdes e burros em comunidades com focos de
leishmaniose humana levaram pesquisadores a sugerir que estes animais
domésticos poderiam servir como reservatorios, refutando a ideia que os animais
domeésticos ndo eram importantes porque 0S casos se apresentavam principalmente
na floresta onde a existéncia deles era pouca ou nenhuma, como na area da
Amazonia (50).

Estudar os reservatérios no contexto da urbanizacéo é de grande importancia,
pois as alteracbes do meio ambiente nos Ultimos anos sdo dramaticas. A
urbanizacdo € uma das alteracbes no meio ambiente que mais profundamente
impacta a saude humana (136); varias espécies da fauna silvestre foram
desaparecendo devido a este fendmeno. De acordo com McKinney (2006) (137), a
urbanizacdo é o principal fator para a extingdo de espécies. No entanto, uma
consideravel parte de animais tem se adaptado a essas mudangas, muitos deles
com maior facilidade, pois encontram nos ambientes urbanos, periurbanos ou

suburbanos uma alta disponibilidade de alimentos. Infelizmente, grande parte
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destas espécies animais, como é o caso de D. marsupialis, sdo hospedeiros de
patdgenos de importancia em saude publica e veterinaria, acrescentando o risco de
transmissao de enfermidades j& conhecidas e o surgimento de novas. Esta relacdo
relativamente recente de animais silvestres, domésticos e humanos, no contexto da
urbanizacao, é ainda pouco entendida (138).

Na caracterizacdo epidemiolégica das areas de estudo, a divisdo dos grupos
por idade tinha como intencdo separar as criangas e jovens dos grupos de adultos,
ja que esses apresentam atividades de trabalho, gerando uma interpretacéo
epidemioldgica diferente dos resultados. Considerando os positivos do grupo de
idade de 0-5 anos, o contato com o parasito foi possivelmente intradomiciliar ou
préoximo a esse ambiente, pois é o lugar onde eles passam a maior parte do tempo,
0 que ao mesmo tempo indicaria a domiciliagdo do vetor nessa area de estudo. Isso
também acontece em algumas situaces com as mulheres, que sdo, nesta area
avaliada, as responsaveis pelo trabalho doméstico e, neste caso, permanecem mais
tempo em casa. Em contrapartida, os adultos, especialmente 0s que possuem
atividade de trabalho fora de casa, poderiam ter adquirido a doenca fora do lar,
inclusive na floresta, jA& que muitos deles sdo madeireiros, agricultores, cocaleiros,
entre outros.

O grupo que teve maior positividade em ambas as areas foi o grupo dos
adultos; no entanto, a positividade em criancas menores de cinco anos foi
importante na area suburbana, relacionada com as areas de maior desevolvimento
urbanistico.

Os resultados da prova de Montenegro informados no pais sdo bastante
variados. Na area oriental do pais recentemente foi informada uma frequéncia de
infeccdo de 68%; muito mais baixos foram os resultados de estudos em diferentes
areas do departamento de Antioquia, 0 mesmo departamento da area suburbana do
presente trabalho, com uma média de 13%, mas é importante destacar que se trata
de um resultado dos anos 80 (125), sem informac¢des mais recentes. Por outro lado,
no mesmo territdrio da area silvestre foi realizado um estudo ecoepidemiologico,
encontrando uma positividade na prova de Montenegro de 57% na populacao
indigena e 26% na populacdo quilombola, esta Ultima em porcentagem similar ao
nosso estudo, sendo esta uma area ainda mais agreste. Na populacdo indigena a
porcentagem foi mais alta que a encontrada em nosso estudo, possivelmente pelos
habitos de caca e moradias dentro da mesma floresta que tém esses individuos, o

gue aumenta o risco de maior contato com o vetor infetado (139).
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Com respeito aos pacientes humanos suspeitos de leishmanioses, na area
silvestre, segundo dados oficiais, a média de pacientes para os ultimos cinco anos
em todo o Departamento (Estado) de Chocoé foi de apenas 302 casos de LT.
Interessantemente, na area de estudo, mesmo sendo 20 vezes menor, foram
diagnosticadas 16 pessoas com leishmanioses. Isso mostra a alta subnotificacéo
para este departamento, um dos mais pobres e abandonados do pais. O sistema de
saude nessa area é precario e pouco desenvolvido, com funcionarios com pouco
treinamento e recursos para fazer um bom diagnostico da LTA. Além disso, a
comunidade ndo confia no sistema de salde e prefere usar tratamentos caseiros ou
magico-religiosos antes que ir ao posto de saude, que ademais é caro, devido as
distancias tdo grandes que tém que ser percorridas para chegar até os centros de
atencao (95). A outra evidéncia de auséncia na atencao aos pacientes € o tempo de
evolucdo das lesdes que, em média para essa area de estudo, foi de 1,2 anos, um
namero muito alto, que pode gerar complicacdes clinicas como superinfeccdes e
gue, ainda, favorece a transmissdo do parasito. A maioria dos pacientes eram
adultos maiores de 15 anos. (Apéndice C)

Os resultados demostram que as duas areas aqui estudadas sdo endémicas
para LTA e que, o contato com o vetor, por sua maior positividade na prova de
Montenegro, € maior na area suburbana que na silvestre. No entanto, o niUmero de
isolados a partir de lesdes de pacientes foi igual e o contato com o vetor tende a ser
mais precoce em area silvestre, possivelmente por sua cercania com a floresta e,
além disso, a domiciliacdo do vetor ajuda a aumentar o contato das criancas com o
vetor. (15)

Da mesma maneira, as andlises dos resultados de acordo com 0 sexo estdo
relacionadas a doenca, devido o tipo de contato onde possivelmente ocorreu a
infeccdo. Nas mulheres, o contato esté relacionado mais com a area domiciliar ou
perto dela, j& que a maioria tem como ocupagéao os trabalhos domésticos; embora 0s
homens trabalhem fora, no caso da area silvestre, a ocupacao esta relacionada com
a agricultura, a caga etc., o que facilita o contato com o ciclo natural de transmissao
silvestre (15). No entanto, na area suburbana a situacdo muda, ja que muitas
mulheres nao so fazem os trabalhos domeésticos, mas também em outras funcdes,
como em mineradora, principalmente.

Em relacdo a amostragem animal, o nimero de espécimes da espécie D.
marsupialis foi maior na area silvestre enquanto a quantidade de C. familiaris foi

maior na area suburbana. O esforco de captura dos gambas foi diferente nas areas
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de estudo devido as condi¢des urbanisticas tdo diferentes. Conforme foi explicado
no capitulo de Metodologia, tal resultado é esperado, pois na area silvestre ha
melhor oferta alimenticia na mata, melhores condi¢cdes de vida e, portanto, uma
maior densidade. Da mesma forma, € sabido que, nas areas mais urbanizadas, os
caes sao usados como mascotes, enquanto na area silvestre sdo usados mais como
animais de trabalho, especialmente para a caca e, desse modo, 0 nUmero maior de
cdes na érea urbana é também esperado.

O numero de amostras foi diferente do namero total de animais. Embora o
protocolo tenha estipulado a coleta de orelha e sangue em cada animal, no caso dos
cées, além de cauda, no caso dos gambas, nem sempre era possivel obter todas as
amostras em cada animal, por diferentes razdes, como: os proprietarios dos caes
permitiam facilmente a amostragem de sangue, mas nao a da orelha, especialmente
nos caes usados para caca, pois existe a concepcao de que a biopsia afeta a orelha
e a capacidade de cacar. Em outros casos, devido a desidratacdo dos gambéas ou
seu tamanho, a obtencao do sangue nao foi possivel.

No presente estudo, a maioria dos animais positivos estudados foram
assintomaticos. No entanto, a maioria dos estudos com fauna silvestre demonstram
gue os animais, ainda que sejam positivos, sdo assintomaticos ou apresentam
sintomas ndo caracteristicos da doenca, tal como despigmentacdo, alopecia e
ressecamento da pele, o que aumenta a possibilidade de que as lesdes ndo sejam
detectadas (140). O oposto ocorre na LTA com L. braziliensis, onde se encontram
uma propor¢ado maior de caninos com lesdes suspeitas de LTA, que podem oscilar
entre 0% e 31% (141-144).

Os achados com L. panamensis em nosso estudo poderiam indicar que esse
parasito produz uma infeccdo mais benigna nesses animais, por causa do baixo
namero de lesdes encontradas, similar ao que relatou Calazada et al., (2015) (145),
mostrando que, de 52 caes examinados, nenhum apresentou lesdo. Nos estudos de
Robledo et al., (2012) (146) de padronizagdao de um modelo para leishmaniose
cutanea em Hamster, foi observado que as les6es dos animais inoculados com L.
panamensis eram menos evidentes e resolveram mais rapido do que as observadas
nos animais inoculados com a mesma concentracao de parasitos de L. amazonensis
(comunicagdo pessoal). Nesse sentido, ndo é possivel dizer se nossos resultados
séo devido ao fato dos caes serem mais resistentes ou a espécie L. panamensis ser

menos virulenta que outras espécies de Leishmania.
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Diferentes hipoteses podem explicar a auséncia de sintomatologia nas
espécies estudadas. A primeira € a antiguidade do relacionamento entre as
espécies de Leishmania e os mamiferos. Parasitas do género Leishmania teriam se
adaptado ou estariam se adaptando a animais existentes em seu habitat primitivo,
inclusive os domésticos, e essa adaptacdo poderia atingir um estado de equilibrio no
qual os hospedeiros passariam a desempenhar a funcéo de reservatorio do parasito
(147), o que é reforcada pela observagcdo de que, entre animais silvestres, como a
gamba, a infeccdo tende a ser benigna e inaparente, sugestiva de uma relagcéo
equilibrada resultante de uma antiga associacdo entre hospedeiro e parasito (148).
No entanto, esta teoria se adaptaria ao relacionamento entre gambas e L.
panamensis, mas nao se adaptaria aos cades, pois este é um relacionamento
relativamente recente, ja que a doenca apareceu em ambientes domésticos ha
pouco tempo. Tem sido demostrado, experimentalmente, em camundongos, que a
picada de flebotomineos néo infectados pode gerar protecdo para uma subsequente
infeccdo (149). Isto pode sugerir que, em areas endémicas, as altas taxas de
picadas poderiam ser um fator protetor, resultando em cées e gambas infectados
assintomaticos. A outra possibilidade € a de que L. panamensis seja uma espécie
menos virulenta que outras espécies de Leishmania, o que explica também a alta
porcentagem de Montenegro positivo e o baixo nimero de casos demonstrados
neste estudo e em outros ja publicados (15). No mesmo sentido, dados da literatura
apontam que a baixa carga parasitaria demonstrada neste estudo, assim como a
baixa resposta humoral, estéo relacionadas com a auséncia de manifesta¢des (150).

A participacdo do cdo no ciclo de transmissdo das leishmanias é bem
complexa. Seu papel enquanto reservatdrio no ciclo de transmissdo do agente da
LV esta melhor definido, sendo considerado um importante reservatério doméstico
(151). Em contrapartida, seu papel na transmissdo dos agentes da LTA, até o
presente momento, é desconhecido e pouco explorado, apesar dos estudos que
demonstram cées naturalmente infectados por espécies de Leishmania associadas
com aLTA, como a L. braziliensis, L. peruviania e L. panamensis (64,120,153,154)

A espécie L. panamensis foi amplamente estudada no Panama, durante as
décadas 60 e 80, demonstrando-se que o principal reservatério desta espécie é a
preguica Choloepus hoffmani, ndo encontrando outras espécies de mamiferos que
pudessem cumprir este papel (152). No entanto, as mudancas nos modelos
epidemiologicos, como a urbanizagdo da enfermidade e a auséncia de reservatorios

‘conhecidos” do parasito, como C. hoffmanni, em focos epidémicos de L.
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panamensis, tém reconsiderado o papel dos animais domésticos, como o cao, e de
alguns animais sinantrépicos, como D. marsupialis, como possiveis reservatorios
(145,153).

Poucos relatos sobre L. panamensis em gambés e cdes tém sido publicados.
Sobre os cédes, a maioria tém sido informes de estudos com lesdes clinicas
(70,152). Recentemente se relatou uma soroprevaléncia do 47% para L. panamensis
em cédes do Panama (140). Até onde sabemos, o0 presente estudo demonstra, pela
primeira vez, a detec¢cdo L. panamensis em pele de cdes saudaveis. Em D.
marsupialis o Unico informe de L. panamensis foi feito por Corredor et al., (1990)
(19), em somente um animal e, por isso, consideramos que nosso estudo € o
primeiro informe de um estudo sistematico com a principal espécie de Leishmania
associada com a LTA na Colémbia.

Quanto aos resultados dos estudos sorologicos, a RIFI frequentemente
utilizada nestes inquéritos esta sujeita a ocorréncia de reacdes cruzadas com
antigenos de T. cruzi, como esta amplamente descrito na literatura (154,155). Este
tipo de reacdo da-se especialmente pela proximidade filogenética entre os parasitos
e € mais provavel gue aconteca quando se usam antigenos nao purificados, como
foi feito nesse estudo. Por essa razao, além da sorologia para Leishmania, foi feita a
sorologia para tripanosoma e reconhecimento das reagdes cruzadas ou possiveis
confeccoes.

Os resultados referentes a frequéncia de anticorpos anti Leishmania na area
suburbana que encontramos foi similar a varios estudos. No estado do Rio de
Janeiro, foi relatada uma positividade de 10% em 177 animais analisados (156) e no
nordeste da Argentina encontrou-se uma reatividade de 13% com seroconversao de
22.5%, analisando-se 52 animais, (157). S&o poucos os estudos publicados de
sorologia de cdes em focos de LC na Col6bmbia. Alguns artigos relatam casos
clinicos de LCC na Regiao Orinoquia do pais (158), assim como outros relatam
casos por L. panamensis em caes da milicia do pais, encontrando uma
soroprevaléncia de 100% dos 37 animais clinicamente doentes (70).

A infeccdo mista de Leishmania e trypanosoma nao era esperada, pois nao
existem relatos de tripanossomiase, nem de triatomineos, na area suburbana,
indicando a falta de inquéritos tanto sorolégicos como entomoldgicos. Nao pode ser
desconsiderada a possibilidade de outras formas de transmisséo de trypanosomas
como a via oral, j& apontada por estudos recentes (159) e que ja foi apresentada
como uma possivel hipdtese a este resultado (160).
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Em muitas localidades da América do Sul, como Colombia, existem areas
endémicas concomitantes para leishmaniose e para doenca de Chagas. Leishmania
spp. e T. cruzi, agentes causais destas parasitoses, respectivamente, pertencem a
familia Trypanosomatidae e compartilham varios antigenos que causam reacao
cruzada no diagndstico sorolégico quando misturas de complexos antigénicos sao
utilizadas. Portanto, e de acordo com nossos resultados, demonstramos a
importancia de se fazer medicbes de anticorpos para ambas parasitoses, nos
estudos soroldgicos, sem importar para qual as duas doencas se esta pesquisando;
no caso do encontro de individuos com positividade para ambos parasitos, € mais
confiavel fazer provas confirmatorias, como PCR, para conseguir distinguir entre
reacao cruzada ou coinfeccdo. Esta sugestdo deve ser aplicada mesmo em regides
onde se supfOe que nao exista circulacdo de T. cruzi, por falta de descricdo da
presenca de doenca de Chagas, ou que ndo se tem informe sobre o vetor.

Poucos estudos tém sido desenvolvidos usando a sorologia em pequenos
roedores e marsupiais, especialmente em Leishmania. Santiago et al., (2007) (161)
usaram a técnica de ELISA pela primeira vez para medir 0os anticorpos contra
Leishmania, analisando 107 D. marsupiais em S&o Paulo, Brasil, encontrando uma
frequéncia de 70%. Numa regido diferente, em Belo Horizonte, Schallig et al., (2007)
(42) usaram as técnicas de DAT e IFAT em 111 gambas, com frequéncias de
positividade de 8.1% e 21.6%, respectivamente. Devido ao pequeno ndamero de
amostras testadas no nosso estudo para a prova sorolégica nos gambas, ndo se
pode fazer comparagbes com resultados de outras pesquisas, porém temos uma
ideia do contato dos gambéas com ambos parasitos.

Ainda que a resposta humoral na leishmaniose tegumentar americana € muito
fraca, por conta da baixa quantidade de anticorpos séricos detectaveis pelos
métodos tradicionais (162), o que pode levar a uma subvalorizacdo da frequéncia da
infeccdo, os dados finais obtidos no presente estudo demonstram que tanto o0s
gambas como os cdes estdo em alto contato com o parasito, especialmente nos
cées de area silvestre, onde a frequéncia da infec¢do superou 30%, sendo a grande
maioria sem sintomatologia detectavel. Nao € possivel ter um calculo do tempo da
infeccdo, pois se sabe que para L. braziliensis os anticorpos sao detectaveis desde
0S 2 meses até 11 meses apos a infecgao (163-165).

A maioria dos animas que tiveram anticorpos foram negativos na PCR, o que
poderia significar que os animais estiveram em contato com o parasita, mas foram

capazes de neutraliza-lo e elimina-lo, porém seus anticorpos tém a capacidade de
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se manter por mais tempo, ainda que a infeccédo tivesse sido controlada ou que, de
fato, nesse momento enessa amostra, ndo estivesse presente o DNA do parasito.
Um comportamento similar foi demonstrado em D. marsupialis com T. cruzi, onde 0s
titulos de anticorpos permanecem constantes por muito tempo, depois que a
infeccéo é neutralizada (166).

Os resultados da PCR e da gPCR demostram uma grande diferenca na
positividade e carga parasitaria entre as areas silvestres e suburbanas, tanto nos
gambas como nos caes, sugerindo que seu rol é alterado em relacdo ao ecotopo.
Estudos anteriores mostram que D. marsupialis tem uma menor importancia na
transmissao em floresta virgem, que ainda nao sofreu interferéncia humana. No
entanto, esse animal pode ter uma maior significancia como reservatorio do parasita,
onde as atividades do hospedeiro eliminaram os outros reservatorios Keesing et al.,
(2010) mencionaram que a diminuicdo da biodiversidade favorece a transmissao das
doencas aos humanos.

Os resultados da qPCR permitiram medir o nUmero de parasitos presentes
em cada amostra. Esta medicdo € importante, considerando que a quantidade de
parasitos no animal infectado tem sido relacionada tanto com a intensidade da
sintomatologia, quanto com a capacidade de transmissdo do parasito aos
flebotomineos em casos de LV (167,168). No entanto, recentemente, Silva et al.
(2016) (169) tentaram comparar a quantidade de amastigotas de L. infantum no
sangue e no plasma com a carga de parasitas medido por gPCR e infecciosidade
em xenodiagnosticos, sem encontrar associacdo entre eles, indicando que a
medi¢do por qPCR deve ser cuidadosamente analisada uma vez que mede a
guantidade de DNA e ndo a quantidade de parasitas. Contudo, sdo poucos 0s
estudos em LC; em humanos tem-se medido a carga parasitaria em lesdes ativas e
tem-se proposto como um método para determinar o prognéstico de cura clinica
(150). Um estudo recente com hamsters infetados com L. panamensis demonstrou
a presenca do parasita em pele saudavel, por até 53 semanas pos-inoculagdo, mas
com baixa carga parasitaria e pouco sucesso no xenodiagnéstico (121).

Na avaliacdo da carga parasitaria entre cdes e gambas, as amostras de pele
e de sangue ndo apresentaram diferencas estatisticas. O esperado era encontrar
maior positividade em amostras de pele, por ser o 6rgao que tem maior contato com
o vetor. No entanto, considerando que n&o observamos diferencas entre a
positividade do sangue e da pele (orelha e cauda), podemos considerar uma alta

sensibilidade desta técnica em qualquer tecido, 0 que em determinado momento
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pode ser uma vantagem devido ao fato de que é muito mais facil obter amostra de
pele que de sangue, principalmente no caso dos cées. No entanto, estes resultados
nao sao concordantes com o estudo de Reis et al., (2006) (170), que demonstraram,
pelo método de imuno-histoquimica, que a pele e o baco sdo os tecidos com
deteccdo do maior nimero de parasitos no caso de L. infantum. Da mesma
maneira, Manna et al., 2006 (171) acompanharam a infeccdo em caes sem sinais
clinicos infectados por L. infantum e verificaram que o parasitismo na pele destes
animais se apresentou maior do que o de linfonodo utilizando a gPCR.

A deteccdo e quantificacdo de Leishmania sp. em pele saudavel de possiveis
reservatérios tem sido pouco descrita. No artigo de Silva et al. (2016) (169) esta
demonstrado que cées com lesbes apresentam positividade por gqPCR em pele
saudavel, mas ndo foi feito o estudo em animais sem sintomatologia alguma. No
presente trabalho, ndés apresentamos uma alta positividade em pele saudavel de
animais assintomaticos em uma area endémica para L. panamensis. Embora a
maioria dos animais tenham apresentado uma baixa carga parasitaria, houve
individuos com altas cargas que, dependendo da persisténcia das mesmas e da
capacidade de transmissdao aos flebotomineos no tempo, um dado que
desconhecemos, poderia estar influenciando de forma importante a cadeia de
transmissao do parasita, se relacionando com os casos de LC na area.

Outra prova feita foram os ensaios de xenodiagndstico. Poucos estudos de
xenodiagnéstico, tanto em gambas como em cées, tém sido reportados: 3 de 9 caes
infectados com L. braziliensis infectaram Lu. whitmani quando foram alimentados
nas lesdes. As taxas de positividade nos xenodiagndsticos de L. braziliensis sao

baixas; de fato a taxa de infe¢cido em insetos alimentados de lesdes de caes tem sido

menor que as taxas de infecdo reportadas em humanos, onde todos 0s oito
pacientes foram infecciosos para insetos alimentados diretamente das lesdes,
entretanto nenhum dos insetos das espécies Lu. trapidoi, Lu. gomezi, Lu. longipalpis,
Lu. youngi, alimentados a borda da lesdo de dois cdes com L. braziliensis, foram
infetados. (69,73,172).

Nossos resultados positivos nos xenodiagnosticos realizados nos animais na
area suburbana foram determinados somente por PCR dos insetos; a validade para
medir a infecciosidade em uma prova de xenodiagndstico precisa de mais ensaios
para determinar se os insetos positivos por PCR, depois de se alimentar nos caes,
apresentam parasitos competentes para se desenvolver e ainda serem transmitidos.

Questiona-se o fato de ndo encontrar promastigotas ativos no intestino dos insetos
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no microscopio, durante os xenodiagnosticos, mas € também conhecido que a
técnica € pouco sensivel e a limitante do namero de insetos sobreviventes no
momento da dissecc¢ao dificulta sua comprovacéao.

Nos gambas da mesma area sdo necessarios mais estudos, pois,
infelizmente, dos 6 xenodiagnadsticos feitos somente um deles foi feito em um animal
positivo; as condi¢des logisticas ndo permitiram confirmar a infec¢cdo dos animais
antes do xenosdiagnostico.

Em nossos resultados, parece haver uma relacdo entre a carga parasitaria e
o0 xenodiagnostico positivo nos caes da area suburbana, ja que o menor valor do
namero de parasitas foi 0 que levou ao xenodiagndstico negativo e 0os animais com
maior carga parasitaria foram positivos nos xenodiagnodsticos. Esses dados
mostram que a abordagem pode ser de utilidade na hora de avaliar a capacidade de
infeccdo de um hospedeiro infectado, como ja sugerido (167).

No entanto, a associacdo entre a carga parasitdria e a capacidade de
transmissdo aos insetos ndo tem sido demonstrada com sucesso. Recentemente
Silva et al. (2016) (169) tentaram comparar a quantidade de amastigotas de L.
infantum no sangue e em plasma com a carga de parasitos medidos por gPCR e
infecciosidade em xenodiagndstico, sem encontrar qualquer associacao, indicando
gue a medicao por gPCR deve ser cuidadosamente analisada, uma vez que mede a
guantidade de DNA e ndo a quantidade de parasitos. Por outro lado, Andrade et al.
(2015) (130) encontraram que a carga parasitaria ndo tem relacdo com a
infecciosidade, pois xenodiagndstico positivo foi obtido em Rattus rattus com baixa
carga parasitaria; mesmo que sejam dados pontuais, € importante reconhecer que
pode haver resultados contraditérios nesta relagao.

Os resultados sugerem gque, na area silvestre, os gambas possivelmente sao
mais importantes no ciclo de transmissdo da LTA que o0s caes, e que sua
infectividade ndo esta relacionada com a carga parasitaria, assim como foi
determinado por Andrade et al. (2015) (173), que concluiram que a carga parasitaria
nao tem relacdo com a infecciosidade, pois Rattus rattus com baixa carga parasitaria
foram positivos no xenodiagnostico.

Na Colémbia, mais de 60% dos isolados provenientes do LTA é produzido por
L. panamensis (70,174). A respeito da relevancia dessa espécie do parasita no pais,
poucos estudos relacionados a variabilidade e caracteristicas das cepas de L.
panamensis que circulam em diferentes focos foram realizados (175-178). Estes

estudos falham pela falta de um painel significativo de isolados provenientes de
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focos de LTA localizados em diferentes regibes e biomas da Colémbia. Aléem de
explorarmos esses topicos no presente trabalho, também trabalhamos com isolados
de animais e insetos vetores. Nenhum estudo abordou a metodologia do MLST; a
maioria utilizou MLEE como método para as analises (175-177). Em 2013, estudo
com L. panamensis mostrou um alto polimorfismo usando AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms) como metodologia (178) e, mais recentemente, Ramirez et
al. (2016) (20) analisaram a diversidade dos parasitas usando o gene do Citocromo
B e observaram que L. panamensis é a espécie mais diversa geneticamente, entre
as sete espécies estudadas.

Nossos resultados demostraram uma variabilidade nucleotidica em alguns
dos alvos empregados, o0 que gerou alto nimero de STs entre as amostras. Porém,
as analises complementares demostraram a proximidade filogenética entre as
cepas. Um unico complexo clonal (CC) foi formado com as cepas de L. panamensis,
separando das demais espécies proximas, como L. guyanensis e L. shawi. A arvore
também demonstrou uma separacdo das amostras do presente estudo das demais
espécies incluidas para a analise.

A formacao de CC contendo metade das amostras, oriundas das duas areas
de coleta, demonstrou a homogeneidade das cepas, sugerindo que a L. panamensis
que circula nessas regides é produto de uma expansao clonal. Tanto o resultado do
eBURST quanto as andlises do Neighbour-Net apontam para o fato de circularem
nessas areas clones bastante proximos filogeneticamente. Com isso, podemos
sugerir que os isolados obtidos a partir dos animais sao muito similares aos que
circulam em humanos.

O Neighbour-Net produzido no software Splitstree foi a melhor representacéo
visual dos dados e permitiu a comparacao das cepas de nosso estudo com as cepas
dos outros paises, agrupando-as em um s6 ramo.

Este estudo trabalhou inicialmente com a hipotese de que alguma
estruturagdo pudesse ser encontrada utilizando a abordagem molecular escolhida.
Estruturagdo esta que pudesse ser associada as amostras dos reservatorios e dos
humanos entre as diferentes areas geograficas da Coldémbia. Porém, nossos
resultados ndo demonstraram tal estruturacdo usando o conjunto dos sete genes
housekeeping descritos. Isso pode ser devido aos seguintes fatores: a) a uma
insuficiente quantidade de amostras; b) a uma baixa resolucdo dos marcadores

usados para discriminar as diferencas intraespecificas em L. panamensis; c) as
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cepas de L. panamensis apresentam uma verdadeira homogeneidade e tal
subestruturacdo néo existe.

Para conseguir ter maior certeza das razdes dos resultados, esta analise
deveria ser feita em um estudo com um painel maior de cepas coletadas em
diferentes ecoétopos e regides, pois tanto a quantidade de amostras como as
localidades podem resultar em frequéncias alélicas distintas para um dado locus
polimorfico, que podem néo ser detectadas caso o numero de individuos analisados
seja reduzido (erro tipo II) (179).

Estudo usando técnicas moleculares para caracterizar populacdes de L. (V.)
braziliensis de diferentes regi6es mostrou uma relacéo entre o nivel de similaridade
entre as populacdes de parasitas e sua distribuicdo geogréfica, indicando que a
consideravel variabilidade detectada entre estes parasitas estd provavelmente
relacionada com a diversidade dos vectores e/ou dos reservatério(s) envolvidos nos
ciclos de transmissdo (180). Patégenos que produzem muitas variantes genéticas
diferentes sdo mais propensos a infectar varios hospedeiros (181). Esses resultados
foram corroborados no Brasil com L. braziliensis, em que a maior diversidade
genética foi das cepas dos parasitas provenientes da area amazbnica, onde ha
maior diversidade de vetores e de espécies do que na area urbana da costa atlantica
do Brasil, onde as cepas de L. braziliensis de cdes e humanos foram idénticas (182).
Por outro lado, outros estudos feitos neste mesmo pais, porém com a espécie L.
infantum, encontraram uma baixa variabilidade genética entre os isolados
estudados, incluindo baixa diferenca entre as cepas de caes e humanos (183,184).
Resultados similares foram relatados na Europa e na india (185,186).

De acordo com a hipdétese da heterogeneidade genética das espécies
Leishmania, devido a diversidade de hospedeiros e/ou vetores, os resultados deste
estudo com a espécie L. panamensis deveriam ter sido heterogéneos pelo menos na
area silvestre, que tem alta diversidade de espécies mamiferas, algumas das quais
ja tendo sido encontradas infectadas, como Proechymis semispinosus, Choloepus
hoffmani e Metachirus nudicaudatus (187). Nesta mesma area, encontraram-se sete
espécies vetoras, embora uma espécie, Lu. panamensis, teve uma alta dominancia
entres elas (73%), indicando a possibilidade de que a diversidade das espécies
vetoras tem maior impacto na diversidade genética dos parasitas do que 0s
hospedeiros vertebrados, possibilidade essa que precisa de muitos mais estudos

para que seja provada.
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Finalmente, com este estudo também ficou evidenciado que a principal
limitante da técnica foi a dificuldade de amplificar os genes das amostras clinicas,
sendo necessario o isolamento dos parasitas a fim de conseguir as sequéncias, que,
no caso dos mamiferos e insetos, € muito dificil, como ja foi descrito amplamente na
literatura (106,188,189). Este fato limitou o uso nas analises de hospedeiro
reservatorio, sendo necessarios novos ensaios com metodologias diferentes para
conseguir 0 sucesso neste sentido. Este é o primeiro trabalho com o método de
MLST em amostras da Coldbmbia e um dos primeiros a utilizar amostras de
reservatorios com esta metodologia. Os resultados contribuiram significativamente
no avango desta metodologia, que tem grandes vantagens, ja que permite tanto a
identificacédo dos isolados quanto o estudo da diversidade do género de Leishmania,
e que funciona também como ferramenta epidemioldgica, assim como € uma técnica
na qual diferentes laboratérios poderiam criar um banco de dados de sequéncias
nacional ou internacional para comparacao global das cepas de Leishmania (78).

Apesar da LTA vir mostrando uma mudanca no cendrio epidemioldgico,
passando de um padrao de transmissdo eminentemente silvestre para um padréao de
transmissao rural e, mais recentemente, um padrdo periférico e urbano, neste
trabalho ndo houve diferencas genéticas entre os isolados destes diferentes
cenarios epidemioldgicos. A falta de diferencas genéticas nos parasitas entre areas
de grandes diferencas ecoldgicas e socioldgicas contrariam o argumento de que sao
dadas por adaptacfes dos parasitas. No entanto, um nimero maior de amostras de
outras regides do pais deve ser analisado em comparacdo com amostras de L.
panamensis de outras regides endémicas. Além disso, € importante que analises
com marcadores gue consigam um maior poder de resolucdo sejam feitas, para que
se possa fazer consideracdes mais precisas e dar um completo panorama da
diversidade genética desta espécie.

Considerando nossos resultados referentes a deteccdo da infeccdo por PCR,
foi realizada uma andlise para avaliar a relacdo desses resultados com a
variabilidade na pluviosidade durante o tempo do estudo. A maioria dos estudos
correlaciona pluviosidade e a elevagdo do numero de casos de leishmaniose ou com
a densidade de vetores, mas ndo o impacto que pode ter nos hospedeiros nao
humanos (190,191). Nossos resultados demonstram que, tanto nos gambas como
nos caes, a taxa de infeccdo é variavel durante o ano, sugerindo uma relagéo entre
a frequéncia de infeccdo e o indice pluviométrico, pois quando a pluviosidade

aumenta, aumenta também a frequéncia de infeccdo e, quando baixa a taxa de
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infeccdo, € praticamente zero. Provavelmente nossos resultados sao reflexo da
densidade dos vetores, pois sabe-se que esse aumento da chuva aumenta a
incidéncia de picadas e a probabilidade de infeccdo (17). Este é um resultado que
demonstra que, nestes animais, ha momentos de alta infeccdo, mas continua a
guestao se estes momentos correspondem a uma alta infecciosidade.

Outro aspecto que poderia sugerir este resultado, tendo em conta a taxa de
flutuacdo durante o tempo, é que a infecgdo ndo € persistente na populacdo canina,
sugerindo que o hospedeiro poderia eliminar a infeccdo e que quica os picos de
positividade estejam relacionados com o incremento do risco de infeccdo por
aumento na densidade dos vetores.

Este resultado demonstra que, no estudo de possiveis reservatorios, é muito
importante 0 seguimento no tempo, pois amostras pontuais em momentos de
maiores ou menores frequéncias de infeccdo podem gerar conclusfes incorretas.

Finalmente, a alta frequéncia de infeccdo em caes poderia ser interpretada de
duas maneiras: a primeira é que poderia ser um amplificador da infeccdo ou que
tenha um efeito conhecido inicialmente como “zooprofilaxia” e depois como "efeito
de diluicdo”, no qual a diversidade e quantidade de espécies animais proximos das
habitacbes humanas aumentam as possibilidades de alimentacdo do vetor em
espécies ndo humanas, e assim, diminuem a infeccdo em humanos (192-194). Mas
para poder ter ideia de qual poderia ser o papel dos cées na transmissdo, segundo
Miller, usando um modelo matematico simples eutilizando-se de duas variaveis, a
capacidade de transmissao do hospedeiro e a preferéncia do vetor, verificou-se que
o efeito de diluicdo ou de amplificacdo depende da preferéncia do vetor por um
hospedeiro de baixa ou alta transmissao (195).

O presente estudo indica que, aparentemente, os cdes nao tém muita
importancia no ciclo de transmissdo de L. panamensis, jA que nado existe
persisténcia da infeccdo; isto foi evidenciado especialmente na é&rea silvestre.
Porém, €& importante realizar maiores avaliagbes sobre sua capacidade de
transmissdo e de atracdo dos vetores. Por outro lado, o gambé& parece ser um bom
transmissor do parasito, embora sejam importantes mais ensaios de
xenodiagndésticos para que se confirme a hipétese de que esse animal é um bom
reservatorio de L. panamensis.

Finalmente, das 23 espécies coletadas na area silvestre, sete espécies,
guase a terceira parte de todas as espécies, apresentaram comportamento

antropofilico com antecedentes vetoriais de Leishmania. Entre elas, Lutzomyia (Lu)
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panamensis, Lu. gomezi, Lu. trapidoi, na Colédmbia; Lu. ovallesi, na Venezuela; Lu.
olmeca bicolor, no México e Lu. sanguinaria e Lu. ylephiletor em outros paises da
América Central. Aproximadamente 50% do total dos exemplares capturados
pertenciam a uma dessas espécies(27,132,196,197).

Destaca-se o achado de duas espécies nunca antes registradas para o
departamento de Choco, como séo Lu. atroclavata e Lu. Cayenensis. Lu atroclavata
foi capturada na localidade de ElI Aguacate, no interior das moradias, com a
armadilha de luz do tipo CDC, ainda que com baixa densidade. Lu cayennensis foi
capturada com armadilhas de luz do tipo CDC, no intra e peridomicilio.

Lutzomyia atroclavata: relatos existentes apontam que esta espécie esta
presente nos departamentos de Boyacd, Caldas, Cundinamarca, Guajira, Huila,
Magdalena, Norte de Santander, Santander, Sucre e Tolima (27,198). Dentro do
subgénero Micropygomyia, Lu. atroclavata é morfologicamente similar a L.
venezuelensis, porém se diferencia desta pelo nimero e grossura das setas do
gonocoxito e pela forma do paramero. Do ponto de vista epidemiolégico, considera-
se esta espécie como um potencial vetor de L. infantum, na llha Guadalupe, no
México (199), embora essa espécie de flebotomineo ndo pareca ser antropofilica.

Lutzomyia cayennensis: estudos entomoldgicos prévios desenvolvidos nos
departamentos de Cordoba, Tolima e Cundinamarca, reportam a coleta de
espécimes de Lu. cayennensis cayennensis infectados com promastigotas nédo
identificados (27). Adicionalmente, este inseto foi encontrado portando flagelados,
também néo identificados, na Venezuela (200). Este flebotomineo tem uma ampla
distribuicdo na América Central e no norte da América do Sul, coleta-se comumente
com Lu. evansi ou Lu. longipalpis em focos de leishmaniose visceral (201,202).
Presume-se que esta espécie se alimente de vertebrados de sangue frio, em
especial de lagartos (123). Entretanto, na Colémbia, tem-se observado que Lu.
cayennensis cayennensis, em altas densidades, ataca o homem e se encontra, com
frequéncia, repousando sobre as paredes do interior das moradias (27). Este ultimo
padrdo de comportamento se registrou em departamentos da costa Caribe, como
Coérdoba, Sucre e Bolivar, onde se coletaram individuos em repouso no
intradomicilio (203). Ademais, em Los Montes de Maria, € uma das espécies de

flebotomineos mais abundantes dentro do domicilio, depois de Lu. evansi (204).
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1. Objetivo: Conhecer o status epidemiologico da leishmaniose tegumentar na
populacdo humana nas duas areas de estudo por meio da atencdo de casos
suspeitos e a prova de Intradermoreacdo de Montenegro

Concluséo: A frequéncia da infec¢do, observada tanto clinicamente quanto pela
positividade do teste de Montenegro, indica que a Leishmaniose Cuténea é
endémica nas duas areas de estudo, caracterizando-se por uma maior transmissao
extradomiciliar. No entanto, nas areas mais urbanizadas a transmissdo torna-se
mais intradomiciliar. Medidas de controle devem ser efetivadas nas éareas de
estudo, especialmente na area silvestre, visando ndo somente o controle vetorial,
mas também implementando medidas em saude coletiva, como educagéo,

diagnostico rapido e acesso ao tratamento.

2. Objetivo: ldentificar e descrever as caracteristicas clinicas da infeccdo por
Leishmania e a soroprevaléncia nas espécies Canis familiaris e Didelphis
marsupialis em duas regides da Coldmbia, uma com ciclo silvestre e outra com
ciclo suburbano.

Concluséo: Nossos resultados demostram que a espécie L. panamensis ndo gera
sintomatologia na maioria dos gambas e cées infectados, indicando uma efetiva
reacdo imunoldgica dos animais e/ou que a espécie infetante € pouco virulenta
para esses animais. Além disso, observou-se reacdo cruzada com tripanosoma
tanto em cées quanto em gambas, em uma area sem casos de Doenca de Chagas
ou vetores conhecidos dessa doencga, 0 que ratifica a necessidade do diagndstico
sorologico diferencial entre estes parasitos ndo somente nas areas reconhecidas
como endémicas para as duas doencas.

No caso na area silvestre foram detectados anticorpos nos animais, mas ndo DNA,
0 que poderia indicar que nesta area a infeccéo foi anterior a coleta das amostras
para o presente estudo; na area suburbana a frequéncia de deteccédo de DNA foi
alta, o que pode indicar um infeccao recente, com taxas de reinfeccao alta ou com

uma persisténcia da infec¢cdo maior que na area silvestre
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3. Objetivo: Avaliar a infeccdo natural e identificar as espécies de Leishmania de
amostras de gambas, caes e humanos que circulam na Colémbia usando PCR e
ensaio de isoenzimas

Concluséo: Por PCR foi possivel detectar e identificar a presenca de DNA de
Leishmania panamensis a partir de DNA extraido de lesdes cutaneas, de homem e
cées, como de pele saudavel de cdes e gambdas, sugerindo o uso dessa ferramenta
em inquéritos epidemioldgicos e também no diagnéstico dos animais. Por ensaio
isoenzimatico foi possivel identificar que todas as culturas obtidas correspondiam a
L. panamensis, mas com a presenca de zimodemas distintos.

A associagcdo entre a flutuacdo da frequéncia de infeccdo no tempo e fatores
ambientais, tais como pluviosidade, revelam a importancia do seguimento

prospectivo nos estudos sobre reservatorios.

4. Objetivo: Determinar o grau de infeccdo através do célculo da carga parasitaria
de Leishmania spp. por PCR em tempo real em cées e gambas de duas regides da
Colombia.

Concluséo: A técnica de PCR em tempo real usada neste estudo pode ser uma
ferramenta util para o estudo de potenciais reservatorios domeésticos e silvestres
para espécies de Leishmania associadas a leishmaniose cutanea, podendo,
inclusive, utilizar amostra de sangue periférico na avaliacdo dos animais.

O padréao de carga parasitaria tem relacdo com a infectividade dos flebotomineos,
indicando que a PCR em tempo real poderia ser validade para substituir o
xenodiagnéstico, como método de triagem e investigacdo inicial do potencial de
espécies animais atuarem como reservatorio, sendo esta técnica menos trabalhosa
e mais pratica, além de poder ser automatizada, permitindo a analise de grande

ndamero de amostras em estudos epidemiolégicos.

5. Objetivo: Avaliar a capacidade de transmissdo dos parasitos de caes e gambas
aos flebotomineos através do método de xenodiagndstico

Concluséo: Devido as limitagbes nas provas xenodiagnosticas, principalmente
relacionada a manutencdo da sobrevivéncia dos insetos, 0s Unicos resultados
obtidos foram por PCR em cées da area suburbana. Tentamos usar outras

estratégias como a utilizacdo de insetos de campo, no entanto, a probabilidade de
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falsos positivos devido a infeccado natural poderia invalidar os experimento e por
iISSO 0s resultados n&o foram considerados.

E preciso avaliar com novos estudos se existe e qual € a relagdo entre a
positividade da PCR, os resultados do xenodiagnéstico e a capacidade de

desenvolvimento do parasito no inseto, até a transmissao.

6. Objetivo: Avaliacdo da heterogeneidade genética das populagbes de L.
panamensis em amostras de reservatdrios e humanos em duas regides na
Colombia.

Conclusédo: A populacédo de L. panamensis estudada, empregando os marcadores
descritos, apresentou algum grau de heterogeneidade, mas ndo houve correlacéo
entre genaotipos, dispersdo geografica ou hospedeiro. Este resultado poderia estar
relacionado com uma limitagdo na técnica usada, uma vez que contradiz outros
estudos reportados com esta espécie de Leishmania. Além disso, o fato de termos
encontrados mais do que um zimodema de L. panamensis indica que a diversidade

desse parasita deve ser melhor investigada e compreendia.

7. Objetivo: Identificar a fauna flebotominica e o0s possiveis vetores, visando
relacionar sua distribuicdo com a presenca e positividade de cdes e gambas em
area silvestre

Conclusdo: Encontrou-se uma alta diversidade de espécies de flebotomineos nas
areas avaliadas. No entanto, a mais predominante ao longo do tempo foi a espécie
vetora Lutzomyia panamensis, parecendo ser essa a que se adaptou melhor as
mudancas ecoldgicas na area silvestre, e indicando também uma domicilicdo dessa
espécie, fatores que devem ser levadas em consideracdo na implementacdo de

medidas de controle vetorial.

Consideragoes Finais

De maneira geral este estudo fornece informacdes importantes sobre a dinamica de
transmissao da espécie L. panamensis em caes e gambas em dois diferentes
cenarios eco epidemiologicos. No primeiro cenario, uma area silvestre, a indicagédo
€ de que o céo parece ter um papel de hospedeiro acidental. Entretanto, nesta

mesma area, 0s gambas parecem ter um papel mais preponderante, considerando
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principalmente o fato de termos conseguido isolar o parasita de amostras de
sangue. J4 na area suburbana, as evidéncias sugerem que as espécies estudadas,
cdes e gambas, desempenham uma funcao diferente, tornando-se mais importante

na ecoepidemiologia da L. panamensis do que no ciclo silvestre
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Para sobsometer Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

RESERVOIR OF AMERICAN CUTANEOUS LEISHMANIASIS. A
METHANALISYS REVIEW
Carrillo-Bonilla LM, Bermudez V, Cupolillo E, Velez ID

INTRODUCTION

Since Plavosky adopted the concept of what has been called the "doctrine of
natural nidality of disease", the word "nidality” (ochagavost) being used to express
the concept of focal localization, we know the importance of studies in each
epidemiological region (Pavlosky, 1966). In the same way, the epidemiological
triangle introduced in the 1960s (McNew 1960) suggests that three components are
necessary for persistence of infectious disease: host, pathogen and environment.
These concepts mean that wild enzootic foci of many diseases, particularly
zoonoses, exist in nature independently of man and domestic animals. It applies to
the first epidemiological scenario of leishmaniasis, where cases of the disease
occurred when the man entered the forest to perform different labors (Velez et al.,
2001). However, the increase of human populations and other economic factors are
making necessary to colonize uninhabited areas of the world, thus exposing man and
his domestic animals to wild pathogens such as Leishmania spp. (Abdussalan,1959;
Reinthinger 2007).

Leishmaniasis are still a major worldwide public health problem considering
they are endemic in 98 countries or territories, with more than 350 million people at
risk (Alvar et al., 2012). The disease displays different clinical manifestations,
ranging from asymptomatic or subclinical infection to disfiguring forms of cutaneous
(CL) and mucosal leishmaniasis (ML) or potentially fatal visceral disease. (Desjeux P,
2001; Murraw et al., 2005). In the Americas, cases of human leishmaniasis, which
may present various infection patterns, are caused by more than 10 species of
heteroxenic flagellates of the genus Leishmania. These parasites circulate among
mammals and, , are transmitted by sandflies of the genus Lutzomyia (Diptera:
Psychodidae).
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Understanding parasites transmission requires knowledge of the ecological
conditions that regulate their parasite population dynamics in order to develop

effective frameworks of management measures.

Definition of reservoir

There is evidence dating from the Mesolithic era that reference to the
possibility of disease transmission from animals to humans. Thus, to the extent of
animal domestication increase, the interest for the study and knowledge about
zoonoses (term from greek zoo -animals- and nosis -diseases-) (Diamond, 2002) has
been expanded and new definitions have been created, including the concept of

reservoir.

There are many different and often contradictory definitions of reservoirs,
since Ponte in 1952 who defined it as animals hosts of the microorganisms.
Nevertheless, the concept of reservoir or host reservoir must be analyzed from a
different point of view, with holistic approach. The first is the ontological concept of
the relationship between two organisms, where there is a coexistence that implies
coevolution. Such relationships that besides parasitism include commensalism,
inquilinism, phoresy and strict simbiosis, are hardly delimited, or they may even not
be steady, i.e. the relationship of two microorganisms may start as a commensalism

and conclude in a parasitism or visceversa.

Asymptomatic infection was usually considered as an essential attribute to
determine whether an animal was a reservoir host. In this way, the relationship host-
microorganism seem not circumscribed in a parasitic relationship, because in an
initial concept parasitism implied damage to the host. Actually, none of these
concepts are true. Neither the reservoirs do not become ill nor the parasitic
relationships imply illness. A parasitic relationship means metabolic reliance on the
host in at least part of the life cycle (Thrall, 2012). Thereby, the relationship of a host
reservoir is circumscribed to a parasitic relationship but the definition of a reservoir is
not limited to this kind of relationship. This is the reason why, determining infection is

not enough to clasify an animal as a reservoir.
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In the same way, other wrong features used for long time to define a reservoir
included that infections in reservoir hosts are always nonpathogenic; any natural host
IS a reservoir host; the reservoir must be a different species; reservoirs are
economically unimportant hosts; or reservoirs may be primary or secondary hosts.
(Shaw,1988; Henderson,1989; Swinton, 1998 and 2001)

Characteristis to be considered a reservoir host. This is currently not
considered as a rule; in fact, it is the transmission strategy of the parasite that is
positively selected in a successful host-parasite system, independent of the damage
caused by the parasite or health status displayed by the host. Even ancient host-
parasite interaction may not necessarily evolve in the direction of less damage or
lower virulence, but instead of that, to the maximum transmissibility of the parasite
(Giorgio 1995; Woolhouse et al., 2001). According to the concept proposed by
McMichael ( 2004) and Roque and collegues (2005), maintenance host is the one
that retain the infection (where a given parasite persists) while an amplifier host

displays an infection course that favors the transmissibility of the parasite.

The reservoir concept should be analyzed from the ecological point of view,
the dynamics of zoonotic pathogen transmission between wildlife hosts and humans
can be very complex and extremely variable across systems. Ashford in 1997 made
one of the first definitions about the reservoir in this context. He defined reservoir (of
infection) as the ecological system in which an infectious agent survives persistently
and reservoir host, as vertebrate hosts that form an essential part of the system.

Haydon et al. (2002) recently introduced the concept of target population, from
which the reservoir should be defined as one or more epidemiologically connected
populations or environments in which the pathogen can be permanently maintained
and from which infection is transmitted to the defined target population. Nonetheless
the complexity of these interactions is likely the most critical barrier for understanding

spillover dynamics and managing a potential zoonotic disease

Reservoir of Leishmania species in the American Continents
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One of the first reports of infected mammals with ACL was done by Brumpt
and Pedroso in 1913 when two individuals of Dasyprocta sp. were found with lesions
similar to human CL. Then, Medina in 1946, during a study on paracoccidiosis,
recorded natural infections in lesions of domestic guinea-pigs (Cavia porcellus) with a
unique Leishmania species in the State of Parana, Brazil.. Leonidas Deane in 1948
noted the presence of amastigotes in impression smears of spleen and liver from a
two-toed sloth, Choloepus didactylus, from Para State, north Brazil, but he was
uncertain if they were Leishmania or development stages of Endotrypanum.

Since then, the Gorgas Memorial Laboratory in Panama did the first
systematic studies leading to find infected wild animals (Herrer et al., 1973).
Basically, animal samples presenting lesions or depigmentation in skin, indicating
any leishmaniasis infection process, were taken (Herting and Fairchlid, 1957; Herting
1959). However, due to experimental infections done in this institute, it was realized
as posible that the infected animals do not develope any kind of symptom. A new
approach was initiated at the Gorgas in March 1965. Starting from the hypothesis
that natural leishmanial infections among animals might occur with no gross skin
alterations, wild-caught mammals were investigated using skin smears and biopsy

skin-culture technique (205).

At the same time Lainson and Strangways-Dixon established that forest
rodents were reservoir hosts of the parasite and frequently showed visible lesions
rich in amastigotes on their tails. A volunteer was successfully infected with a
parasite isolated from a wild rodent, and a biological and biochemical comparison of
the organism with that from cases of ACL showed them to be identical. This
represented the first conclusive association of a Neotropical Leishmania parasite (i.e.

L. amazonensis) known to infect man with a sylvatic reservoir (Laison 1962,1964).

Many studies have been carried out after these early studies in order to know
the reservoir in leishmaniosis. But the majority have been limited to the search of
infection, and the interest in studying the reservoir have been limited as mentioned
above. This could be due to: 1) illiteracy on what a reservoir is, 2) difficulties in the
work with wild animals, 3) limitations in sensibility and specificity of diagnostic tests,
4) legal and ethical limitations for work with wildlife, 5) Scarce practical applications

derived from the results so far, and 6) to obtain important results is necessary to
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guarantee the co-operation of epidemiologists, microbiologists, taxonomists,
ecologists and parasitologists.

This review aims to draw an updated picture of leishmania reservoir studies
and to point to the wild or synantropic animals more probably involved as potential
reservoir used a multivariate statistical technique as Principal component analysis
(PCA) and cluster analyse. Then, the role as reservoirs, its distribution in the
Americas and the findings that locate them as hosts of other diseases of the ten

incriminated species is more deeply discussed.

Methodology

All methods were defined a priori in a protocol, which is available from the
corresponding author on request.

Ethics Statement

This was a meta-analysis of published summary data therefore it did not
required ethics approval.

Search Strategy

The two search strategies employed here were designed to examine critically
the body of literature indexed in major publication databases exploring the role of
reservoir in American Cutaneous Leishmaniasis (ACL). The first strategy was
searching identified articles using the key words “American Cutaneous
Leishmaniasis & reservoir’ and “American Cutaneous Leishmaniasis & wild mamals®
in databases such as National Library of Medicine 2014 (MEDLINE), Literatura Latino
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) and Education Resources
Information Center (ERIC). The selected search terms were combined alternatively
using the Boolean logic (AND, OR).

The second strategy was searching in the reference list of retrieved articles
and identified eligible studies based on pre-specified inclusion/exclusion criteria.

Inclusion criteria and study Selection

The eligible studies must meet the following criteria: (1) Designed to find wild
animals infected with Leishmania or experimental infection with Leishmania in wild
mammals 2) Studies including only Leishmania species from the New World that
generate cutaneous lesions. 3) Some studies included domestic animals, in this case

only the information about wild animals was taken into account. 4) Availability of the
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paper in either English, Spanish or Portuguese. The studies are excluded if reported
only by abstracts of conference proceedings without the detailed information.

Reports of partial results were not use in cases were the final report was
available, in order to avoid double results. Leishmania species are named without

subgenre with the aim of easying the reading.

Data Abstraction

For eligible studies, two reviewers extracted data bases independently, using
Excel spreadsheet. Data extraction was conducted by both authors using the same
data extraction template including the following information: author(s), journal,
country, and year of publication, mammal species studied, sample size, positive
animals, positive frequency, leishmania species, type of samples, and positive
samples.

Statistical analysis

After identifying the outcome variables, it was decided to divide them in two
types, by information level and positivity level.

The variables associated with the amount of collected information were: 1)
Number of reported papers, 2) number of countries, 3) number of trials, 4) number of
samples where the study has been done and presence-absence of xenodiagnosis,
isolation (direct, culture or isolation in hamster or both), experimental infection and
alternative tests (PCR, Real-time PCR, histopathology, DNA hibridization, direct
agglutination). The variables chosen regarding positivity were: 1) number of papers
with positive results, 2) number of positive trials 3) number of positive samples 4)
number of positive countries, presence-absence of xenodiagnosis, isolation (direct,
culture or isolation in hamster or both), experimental infection and alternative tests
(PCR, Real-time PCR, histopathology, DNA hibridization, direct agglutination) with
positive result.

Since the presence-absence variable is a dichotomous variable and there is a
pecking order to quantitatively represent the information, the used procedure was as
follows: 1) Both for quantity of information and for positivity, the tests were ordered
from higher to lower importance (1-Xenodiagnosis, 2-Isolation, 3-Experimental
infection and 4-Alternative tests). Presence was represented as 1 and absence as 0.

In this way, a variable in the four-digit binary system was obtained for each species.
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By expressing this number in the decimal system, a number from 1 to 15 which
expresses the number of tests and the importance of such evidence was obtained.

In order to summarize the five variables in a score for both information
quantity and positivity, it was decided to reduce the dimensionality of the problem by
a principal component analysis — PCA — assigning PCA1 for information and PCA2
for positivity. This statistical analysis finds linearly uncorrelated variables that
summarize the largest possible variance of the data. In this case, the first principal
component summarized almost the 70% of the variance, for both information quantity
and positivity.

Therefore, it was determined how much information is available about the
species and how positive it is, depending on the expressed magnitude as the
principal component.

With the previous data, in order to increase the resolution of the results the
species were clustered according to the incrimination level, as follows: cluster 1 for
low likelihood of being incriminated; Cluster 2 formedium likelihood and cluster 3 for
the highest likelihood. For this, the method of Ward was used, taking as a measure
the Euclidean distance. The analysis was performed in statgraphics centurion XVI

program.

Results

The total number of retrieved articles were 108, the results of the systematic
literature review are summarized in the tables 1 and 2. The animal orders and
species, reported as positive, are detailed in table 1. The table 2 describes negative
species that have been sampled in query of Leishmania parasite.

The results indicated a total number of 17137 sampled animals; from those,
9% (1533) were possitive, clustered in 310 species and 12 orders. The order with
higher number of samples was Rodentina with 157 species and 11.372 individuals,
followed by the order Chiroptera with 53 species and 925 individuals, and the next in
the ranking was Didelphimorphia with 30 species and 2.836 individuals. However, the
percentage of positivity was higher in the order Didelphimorphia followed by the
Pilosa. Some orders as Testudines, Lagomorpha, Perissodactyla and Squamata had
a very low number of sampled species turning them in not representaive. The Table

3 shows the results in detail.
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From a total of 310 monitored species, 119 (38%) were positives, however, 36
(30%) from those had only one positive individual in the study and 16 species had
less than 5 sampled individuals. In the case of those species that were not found
infected (a total of 186), 116 (62.3%) had less than 5 studied individuals. The animal
species with the higher number of studies and sampling was Didelphis marsupialis
with 36 papers and 979 individuals, followed by Rattus rattus with 25 papers and 782
individuals. However, Proechimys semispinosus, with 1089 sampled individuals, is
the one with the biggest sample size.

In Figure 1 it is shown the Leishmania species isolated from each of the six
most important orders. Leishmania amazonensis and L. braziliensis were the species
isolated from all the orders while some others as L. enrietti and L. hertigi were
isolated only from the order rodentina.

The oldest paper was from 1913, from the begining of the reservories studies,
the researchers started to become interested and a boom in the topic started. In the
40’s and 50’s there were only 4 papers. In the 60’s and 70’s it became more
important, with 12 and 13 papers respectively. But it is in the 80’s and 90’s with 27
and 20 papers respectively, when the top interest for the study of this topic is
reached, with a significant decreased in the decade 2000, only 18 papers,
considering that for this decade the number of publications increased exponentially in
almost all areas of knowledge. From this date to 2014 there have been 14 papers.

Almost half of the studies (53 from the total of 108 papers) were carried out in
Brazil, 11 in Panama, 8 in Venezuela, 7 in Colombia, in the case of Guyana, Mexico
and USA each country had 5, for Bolivia, Costa Rica, Ecuador, Honduras and Peru
there are 2 papers in the topic per country and only one paper for both Argentina and
Trinidad.

Brazil is the country with higher number of papers. Then, is not surprising that
the leishmania species with higher report is L. braziliensis, which is prevalent in that
territory, detected from 37 mammal species, followed by L. amazonensis and L.
mexicana, detected in 25 in 20 mammal species respectively. There is also a wide
diversity of leishmania species detected from wild fauna e.g. L. guyanensis and L.
panamensis in 8 species, L. peruviana and L. shawi in 5 species, L. pifanoi in 4, L.
garhami in 3, L. equatorensis, L. hertigi, L. lainsoni, L. naiffi and L. forattinii each in 2
species and L. colombiensis and L. enrietti each in 1 species. The complex or

subgenero was identified in 18 cases and for 40 species the leishmania species was
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not determined. Most wild mammal species were infected with one leishmania
species. For 21 mammal species 2 leishmania species were reported, for 11, 8 and 1
mammal species, 3, 4 and 5 leishmania species respectively and for D. marsupialis 8
leishmania species were reported.

In most of the studies the parasite detection is intended by methods as direct,
culture or inoculation in hamster. Regardless the novelty of molecular tests, almost
the 28% of the studies used molecular methods as PCR, PCR-RFLP and DNA
hybridization. Seventeen species have been experimentaly infected but five of them
were not found naturally infected before, these were used as animal models of
infection. One of the most important test for transmissibility detection is the
xenodiagnosis, this was done for 21 species.

The results analysis for the main components for information (PC1) and for
positivity (PC2) delivered as the highest score to Didelphis marsupialis indicating that
it is the species most incriminated as reservoir. At the same way D. marsupialis was
grouped in cluster 3 (highest likelihood to be reservoir) with some other species as
Didelphis albiventris, Sigmodon hispidus, Oryzomys capito and Choloepus hoffmanni
in the Figure N°2 the species from this cluster can be observed and the last columns
from table N°1 show the score and the cluster for each mammal species.

The same analysis was performed by Leishmania species but it only had
outcomes for the species L. amazonensis, L. braziliensis and L. mexicana. (Graph 2)
The other Leishmania species did not have enough number of incriminated mammal
species to enable this analysis. A description of the outcome per Leishmania species
is presented below.

Leishmania amazonensis: The parasite was detected in 26 species, however,
the most incriminated species, with higher PC2 and PC1, included in the cluster 3,
are detailed in the list below and the graph 2A in order from the the highest to the
lower values:

Didelphis marsupialis, Proechimys cuviere, Proechimys guyannensis,
Oryzomys nitidus, Oryzomys acritus, Philander opposum, Metachirus nudicaudatus,
Proechimys sp, and Dasyprocta sp. In the cluster 2 are: Molossus molossus (Mo.m),
Artibeus lituratus (Ar.l), Glossophaga soricina (Gl.s), Myotis nigricans (My.n),
Platyrrhinus lineatus (PI.l), Molossus rufus (Mo.r), Nyctinomops laticaudatus, Eumops
auripendulus, Sturnira lilium, Eumops glaucinus cluster 1: Cebus apella (Ce.a),

Marmosa cinérea (Ma.c), Sciurus vulgaris (Sc.v), Potos flavus (Pt.f), Tamandua
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tetradactyla (Ta.t), Micoureus paraguayanus (Mi.p), Proechymis iheringi denigrates
(Pr.d),

Leishmania braziliensis: only four mammal species were clasified in the
cluster 3: Choloepus hoffmanni, Didelphis marsupialis, Rattus rattus and Sigmodon
hispidus. In the cluster 2 i.e. mediun incrimination, are included Nectomys squamipes
(Ne.s), Akodon arviculoides (Ak.a), Proechimys semispinosus (Pr.s), Potos flavus
(Pt.f), Oryzomys capito (Or.c), Bolomys lasiurus (Bo.l), Bradypus infuscatus (Br.i),
Thrichomys laurentius (Th.l), Agouti paca (Ag.p), Diplomys labilis (Di.l), Didelphis
albiventris (Di.a), Bassaricyon gabbii (Ba.g), Marmosa sp (Ma.sp), Holochilus
sciureus (Ho.s), Mystromys albicaudatus (My.a), Marmosa robinsoni (Ma.r),
Saguinus geoffroyi (Sa.g), Nasua nasua (Na.n), Aotus trivirgatus (Ao.t), Cebus apella
(Ce.a). In the last cluster, i.e. those with lower incrimination were Heteromys
anomalus, Micoureus paraguayanus, Tylomys panamensis, Thrichomys apereoides,
Cebus nigrivittatus, Rattus norvegicus, Proechymis guyanensis, Cuniculus paca,
Dasyprocta rubrata, Mus musculus, Gracilinanus agilis, Necromys lasiurus,

Glossophaga soricina and Molossus molossus. (Graph 2B)

Leishmania mexicana: from the 22 species incriminated in L. mexicana, all the
species that were clasified in the cluster 3 belong to the rodentina order: Peromyscus
yucatanicus, Ototylomys phyllotis, Oryzomys melanotis, Sigmodon hispidus,
Holochilus venezuelae. In the cluster 2, the included species were Neotoma
micropus (Ne.m), Neotoma floridiana (Ne.fl), Marmosa robinsoni (Ma.r), Didelphis
marsupialis (Di.m), Rattus rattus (Ra.r), Nyctomys sumichrasti (Ny.s), Marmosa
mexicana (Ma.m), Reithrodontomys gracilis (Re.g), Oryzomys capito (Or.c),
Proechimys semispinosus (Pr.s), Caluromys philander (Ca.p), Agouti paca (Ag.p)
and Heteromys desmarestianus (He.d). Finally, the species included in the cluster 1
were Heteromys gaumeri, Dasypus novemcinctus, Cebus nigrivittatus, Hydrochaeris
hydrochaeris. (Graph 2C)

Due to the low number of papers and mammals reported for other leishmania
species the statistic analise it not possible however a description of the results will be

made. The following mammals species were found infected with leishmania:
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Leishmania panamensis: Akodon sp, Choloepus hoffmanni, Coendou sp,
Didelphis marsupialis, Heteromys desmarestianus, Metachirus nudicaudatus,
Proechymis semispinosus,Rattus rattus.

Leishmania guyanensis: Choloepus didactylus, Didelphis marsupialis,
Marmosops incanus, Proechimys cuviere, Proechimys sp, Rattus spp, Tamandua
tetradactyla, Thrichomys apereoides

In the Figure 2 the ilustrations of the animals highly incriminated as posible
reservoirs, according to the PCs and cluster analyses. There is also a chart with their
features and a list of other pathogens isolated from them.

Referencing the animal species that resulted negative is as important as
referencing those that were positive. Table 2 displays the list of species that were
sampled in the search for the parasite but were negative. A total of 1854 individuals
belonging to 186 species have been sampled by different tests, mostly culture, direct
and inoculation in hamster, with negative outcome. More than half of the papers only
used these techniques. Even though these tests are very specific, their sensitivity is
low. While other more sensitive tests as PCR were used in the 43% of the studies
(77 papers). But only 10 of the reported species as negative had more than 20
sampled individuals. All this could explain the big amount of negative species that
make impossible determining whether they are not reservoir species

Discussion

From above is clear that many mammals were studied and a significant
amount of them were found infected. The wide variety of mammals able to harbor a
large number of distinct Leishmania species show the adaptability and plasticity of
these parasites. However, it is not possible to incriminate an animal as a reservoir
based only on its infection. At the same time demonstrated Leishmania spp. is a
multihost parasite and their study should use concept and dynamics models of the
disease are believed to have crossed species barriers to infect humans,
domesticated animals, or wildlife populations (Fenton and Pedersen, 2005).

According to Ashford (1996), in order to determine a species as a reservoir
host, it is necessary to establish some parameters i.e. correct taxonomic status of the
animal; geographical distribution of the host and the parasite; micro-regional
distribution of the parasite and the reservoir in various ecosystems in the same

biome; prevalence of infection among male, female, adults and young; dynamic of
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hosts populations in a period; identification of the effects of a given parasite in the
population or the individuals; seasonal fluctuations; infection steadiness
(persistences) and transmissibility i.e. whether or not it is infectious for a vector in the

case a vector insect is involved in transmission.

To relate the infectious leishmania species among the human and animal
population is one of the main requirements in the determination as reservoir of a
mammal. However both the identification of the species of leishmania and of the
animals can be difficult and even during the passage of the decades has changed

the taxomonia in both cases what could generate impressions in the data

The transmissibility feature is key for determining a reservoir, it can be
measured by xenodiagnoses. This test determines the transmission capacity from
the animal to the insect vector. However, only 16 species out of 119 that were
positive for leishmania have been subject to xenodiagnoses. Half of those have been
positive.

In the same way, the natural infection can mean an incidental host, and the
principal way to differ from a reservoir is the long-term persistence of the infection in
the animal. However, to date the host-parasite interactions involved in persistent
infections in different leishmania reservoirs are still unknown.

As suggested by Haydon et al. 2012 the detection of incidental hosts it is not
minor importance, due a population of “incidental host” has become more important
as it can change, according to the cycle type, to the maintenance community and
from which infection is transmitted to the defined target population, basic to produce
the endemic or epidemic,

Accordingly, it seems that for leishmaniasis when finding a wide variety of
infected animal species, many of them in the same region, the concept of reservoir
as a set of epidemiologically connected populations that permanently maintain a
pathogen and transmit infection to particular target populations, becomes stronger
and would be the best-fit theory for the evidence of this review. (Haydon et al, 2002;
Viana et al., 2014).

Few studies followed up experimentally infected wild hosts by Leishmania

species, mostly due to the difficulties of managing wild mammals in captivity.
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Seventeen species have been experimentally infected but five of them were not
found naturally infected, they were used as potential animal models of infection.

The majority of tested wild animals with positive results did not have evident
lesions. This can support the hypothesis that leishmania species in their primitive
habitat are adapted or would be becoming adapted to the native animals in an
ancient association and, that adaptation could get to an equilibrium state in which
hosts turn to be parasite reservoirs (Forattini, 1960; Lainson and Shaw, 1987).

The statistical analyses of the studies set evidence that some species can be
considered highly incriminated as leishmaniasis reservoirs. This is the case of
Didelphis marsupialis, it has the highest score and was found infected with various
leishmania species, in diverse environments and in various countries. This species
has also been incriminated as reservoir of Trypanosoma. cruzi, a parasite belonging
to the order Trypanosomatida, family Trypanosomatidade, as the genus Leishmania,
then it seems to have permissiveness with this parasites family. The reasons for this
species being a good reservoir for leishmania are unknown but this outcome will
surely improve our knowledge on the host-parasite relationship in leishmaniasis,
which will be key in the understanding and control of the disease.

According to the statistical analysis and as shown in figure 2, it is interesting to
see how some species highly incriminated as possible leishmania reservoirs have
been involved in other diseases suggesting them as “permissive species” to host
various microorganisms. The mechanisms of this permissiveness must be elucidated
in future studies.

On the other hand, it is eye-catching the low amount of papers on this topic.
For instance, a simple search in the Pubmed database using as key words
“‘leishmaniasis and immunology”, retrieved 8661 indexed articles from 1952 to 2014,
while only 671 were retrieved using the key words “leishmaniasis and reservoir’ over
the same period, including studies on VL reservoirs that are more numerous than
those on CL. Another prove that reservoir studies are neglected among the studies of
one of the most neglected diseases worldwide.

Finally, it can be concluded that characterizing an animal as a reservoir is a
difficult to overcome challenge, especially in the case of Leishmania spp., a multi-

host pathogen, with a big amount of species, various vectors, clinical manifestations,
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cycles’ peculiarities and disinterest from faculty and health authorities for its
research.

In spite of this cannot be taken as a pretext that prevents reservoirs research
from reaching higher levels, allowing to know further than the rate and kind of
infection. The knowledge on the interaction between the parasite and the reservoir
must be deepen, using various tools from eco-epidemiology to the analysis of genic
relationships between parasite and host, which allow the survival and transmission of
the parasite from the reservoir to the vector.

Further studies must be done in the long term to answer unsolved questions
on the persistence of the infection, the ecologic relationships among the diverse
populations, the capability of transmission to vectors. Regardless the difficulty to
achieve this kind of studies, an even more their applicability, forgetting this ring in the
leishmaniasis chain would imply the sentence of this tropical disease to its spread

and perpetuity.
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Table 1: Animal species descrbie as infected by Leishmania and information related to each description”

Discussao

Positive

Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PCpos| Cluster
Bassaricyon gabbii L. braziliensis 2/15 1,2,3,8 Panama 3,5,10,11] 1,90 2,15 2
Nasua nasua L. braziliensis; L. shawi 2/11| 1,2,3,4,5 Brazil; Panama 11,30,98( 2,15 2,86 2
Conepatus chiga rex L. mexicana complex 2/>3 2,4,6 Bolivia; Peru 40,62,120( 1,69 2,31 2
L. amazonensis; Brazil; Ecuador;French 23451011 13 20
Potos flavus L. braziliensis; Leishmania 7/158| 1,2,3,7,8| Guiana; Honduras; e 5;4 i15 541 | 2,38 2
Carnivora sp. Panama "
Cerdocyon thous 7/26 1,245 Brazil 71,100,125| 1,70 1,41 1
Chrysocyon brachyurus Leishmania sp. 2/7 5 Brazil 71 0,06 | 0,75 1
Neacomys spinosus 1/26 1,2,3,10 Brazil; Peru 53,82| 1,77 2,27 2
Procyon cancrivorus 1/12 1,2,3,4 Brazil; Panama 11,30,100,125| 1,96 | 0,57 1
Total: 8 24/>258
Dasypus kappleri L. naiffi 1/SD 2,3 Brazil 113( 0,70 | 1,56 1
Brazil; French Guiana; | 4,11,13,16,20,54,7
Dasypus novemcinctus L. naiffi; Leishmania sp. 18/266| 1,2,3,4,5,7| Ecuador; Honduras; 7,99,109,110,| 6,55 | 4,21 3
Cingulata Panama; Venezuela 113,117,125
Dasypus septemcinctus Leishmania sp. 1/1 4 Brazil 125| 0,05 1,39 1
Total: 3 21/269
Artibeus lituratus 6/73 1,2,4,5| Brazil; French Guiana 63,127| 2,03 1,17 1
Eumops auripendulus 1/17 1,2,4,5| Brazil; French Guiana 63,127| 1,91 | 0,73 1
Eumops glaucinus 1/10 1,2,4,5 Brazil 63| 1,44 | 0,73 1
Molossus rufus 1/5 1,2,45 Brazil 63| 1,43 | 0,73 1
L. amazonensis
Nyctinomops laticaudatus 1/4 1,2,4,5 Brazil 63| 1,27 | 0,57 1
Chiroptera — -
Myotis nigricans 2/35| 1,2,4,5,10 Brazil 57,63| 1,91 0,75 1
Platyrrhinus lineatus 1/59 1,2,4,5 Brazil 63| 1,38 | 0,57 1
Sturnira lilium 1/12 1,2,4,5| Brazil; French Guiana 63,127| 1,74 | 0,57 1
Glossophaga soricina L. amazonensis; L. 8/147 1,2,4,5| Brazil; French Guiana 61,63,127( 2,29 | 0,85 1
Molossus molossus braziliensis; L. infantum 10/252 1,2,4,5| Brazil;French Guiana 61,63,127( 2,51 1,24 1
Total: 10 31/614
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Positive

Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PCpos| Cluster
Marmosa cinerea 2/5 2,3| Brazil; French Guiana 13,77| 1,16 1,22 1
. Brazil; Colombia;
. L. amazonensis . 11,16,21,27,54,
Philander opossum 2/306| 1,2,3,4,7 French Guiana; 4,92 | 1,41 2
77,101,127
Panama
Gracilinanus agilis L. braziliensis 3/4 1,2,4,5 Brazil 67| 1,43 0,76 1
Marmosops incanus L. guyanensis 1/15| 1,2,4,5,10 Brazil 57,67 1,87 0,73 1
French Guiana;
Caluromys philander , 1/50 1,2,3 . 21,56,77| 1,67 | 1,56 1
L. mexicana Trinidad
Marmosa mexicana 2/13 1,2,4] Honduras;Mexico 4,59| 1,60 1,73 1
Marmosa (Micoureus) L. amazonensis; L. .
I 11/95 4,11 Brazil 114| 0,55 | 1,26 1
paraguayanus braziliensis
. Brazil; Colombia;
. . L. amazonensis; . 10,11,13,16,18,
Metachirus nudicaudatus . 3/128 1,2,3,4 French Guiana; 4,06 2,17 2
L. panamensis 21,27,74,77,127
Panama; Venezuela
Marmosa robinsoni L. braziliensis; L. mexicana 2/100 1,23 Panama 3,10,11| 1,43 2,15 2
. . . 16,40,54,68,89,
Didelphimorphia  |Marmosa sp L. braziliensis; L. Viannia sp. 3/53| 1,2,3,4,5,7 Brazil; Peru 111 3,96 2,68 p
L. braziliensis; L. infantum; . . 30,40,58,67,68,
. . . . . . . Brazil; French Guiana;
Didelphis albiventris L. peruviana; L. Viannia sp.; | 145/558| 1,2,3,4,5 Peru 77,79,111,114,| 4,88 7,18 3
Leishmania sp. 125
3,4,5,10,11,13,14,
L amazonensis: L Brazil; Bolivia; 15,16,18,19,20,
e - . Colombia; Ecuador; 21,26,27,28,30,
braziliensis; L. garhamij L. .
. . o . ; 1,2,3,4,5,6, French Guiana; 32,37,42,45,46,
Didelphis marsupialis guyanensis; L. infantum; L. 67/979 . 12,76 | 10,43 3
mexicana: L. panamensis: 7,8,9] Honduras; Mexico; 47,54,56,58,62,
o P ’ Panama; Trinidad; 64,73,74,77,80,
L. forattinii
USA; Venezuela 107,108,119,126,
127,128
Melanomys caliginosus 3/26 6 Colombia 37| 0,10 | 0,76 1
Complex braziliensis Colombia; French
Micoureus demerarae p 3/7 2,4,6 Guiana 37,127 1,58 1,12 1
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Positive
Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PCpos| Cluster
Monodelphis domestica  |L. Viannia sp 1/9 1,2,3,4 Brazil 68,111 1,55 | 0,73 1
Didelphis aurita 9/27 1,2,4,5 Brazil 58,101 1,59 2,57 2
Marmosa fuscata , . 1/9| 1,2,3,4,5 Trinidad 56| 1,75 1,56 1
. . . — Leishmania sp —
Didelphimorphia |Marmosa mitis 5/30 1,2,3 Trinidad 56| 1,06 1,63 1
Marmosa murina 1/21| 1,2,3,4,10| Brazil; French Guiana 13,21,53,77,127| 2,56 2,43 2
2|
Total: 19 ol
2435
, b e Brazil;Colombia;
Lagomorpha Sylvilagus brasiliensis Complex braziliensis 1/10[ 1,2,3,4,6 11,20,37,101,111 3,06 | 0,57 1
Ecuador; Panama
Bradypus variegatus
cradypus variegatu L. braziliensis 3/240 23 Panama 711| 1,19 | 1,81 1
infuscatus
. . . . 13,16,21,54,77,
Bradypus tridactylus L. shawi 1/42 1,2,3| Brazil; French Guiana o8 1,99 1,20 1
Choloepus didactylus L. guyanensis; L. shawi 22/51 2,3,4,5| Brazil; French Guiana 54,77,98,115,119( 2,31 | 3,23 2
piosa L. amazonerfsis: . . Brazil; Ecuador; 3,411,16,19,20,
Tamandua tetradactyla L. guyanensis; Leishmania 3/37| 1,2,3,4,7| Honduras;Panama; 54125132 4,82 1,00 2
sp. Venezuela e
L braziliensis; L. Colombia; Panama; 3,7,9,11,27,74,
Choloepus hoffmanni colombiensis; L. 90/400 2,3,5,7 ! ’ rhmEme T 464 | 6,55 3
. Ecuador 96,97
ecuatorensis;
Bradypus variegatus Leishmania sp. 1/4 1,2,3| Ecuador; Colombia 20,27| 1,46 1,56 1
Total: 6 119/784
Sagumuf geoffroy/ L braziliensis 1/114 1,2,3 Panama 3,10,11| 1,30 | 1,75 1
Aotus trivirgatus 1/66 1,2,3 Panama 10,11| 1,25 1,92 1
Chiropotes satanas L. shawi 4/4 2,3 Brazil 98| 0,40 1,25 1
Cebus olivaceus L. braziliensis; L. mexicana:
Lo ) ) o 9/12 8 Venezuela 109| 0,18 | 1,03 1
. nigrivittatus L. pifanoi; L. peruviania
Primata
L. amazonensis; 123458
Sapajus (Cebus) apella L. braziliensis; L. lainsoni; 18/23| """ ’16 Brazil 54,98,122( 1,49 2,9 2
L. shawi
Aotus azarae L. Viannia sp. 4/9 4 Argentina 112 0,06 0,78 1
Total: 6 37/223
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Positive
Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PC pos| Cluster
Ei (0)
uryoryzomys (Oryzomys) 3/17 24 Bolivia 45| 068 | 2,30 1
nitidus
Hyl (0} L. amazonensis
yiaeamy. s (Oryzomys) 3/13 2,4 Bolivia 45| 0,67 | 2,25 1
acritus
Sciurus vulgaris 1/1 2 Ecuador 132| 0,23 1,04 1
Bolomys lasiurus 15/107 1,2,4,6 Brazil 85,111 1,76 | 2,67 2
Diplomys labilis 2/40 1,2,3 Panama 10,11| 0,89 | 2,15 1
Mystromys albicaudatus 34/34 8 USA 124 0,00 1,46 1
Necromys (Bolomys,
cromys (Bolomys) 17/119] 1,246 Brazil 50,68,85,111 0,78 | 0,58 1
lasiurus S
L. braziliensis - -
i 1,2,3,4,51| Brazil; CostaRica;
Rattus norvegicus 9/110 . 57,77,103,104( 3,12 5,31 3
0 French Guiana
Thrichomys laurentius 12/12 7 Brazil 76/ 0,00 | 0,89 1
Tylomys panamensis 4/182 1,2,3,8 Panama 3,5,10,11| 0,67 0,00 1
Cavia porcellus L. enrietti 1/1 2,10 Brazil 94| 0,71 | 0,63 1
Rattus sp. L. guyanensis 1/135 2,6 Venezuela 46| 0,93 1,55 1
Ototylomys phyllotis 91/511 1,2,4,5 Brazil; Mexico 4,35,38,41,59| 3,11 | 4,71 3
Neotoma micropus 55/596 1,2,4 USA 43,64,65| 2,76 3,29 2
. Handleyomys (Oryzomys,
Rodentia yomys (Oryzomys) 49/71| 1,245\  Brazil; Mexico 35,38,41,59| 2,08 | 3,10 2
melanotis
Heteromys gaumeri L. mexicana 38/127 1,2,4,5 Mexico 35,59| 1,70 2,26 2
] . . 35,38,41,59,64,
Peromyscus yucatanicus 57/133| 1,2,4,57 Brasil; Mexico 133 3,66 5,60 3
Reithrodontomys gracilis 6/18 1,2,4,5 Mexico 35,59 1,41 | 2,35 2
Nyctomys sumichrasti 2/39 1,2,4| Hondura; Mexico 4,59 1,38 | 1,79 1
Neotoma floridana 1/1 1,4 Mexico-USA 69| 0,99 [ 1,55 1
Phyllotis andium L. peruviana 7/511 2,4 Peru 40| 1,71 1,66 1
L. amazonensis; Brazil; Trinidad;
Proechimys guyannensis |L. braziliensis; L. pifanoi; 29/253| 1,2,3,7,8 Vet’1ezuela ! 16,54,56,109| 4,14 | 4,97 3
Leishmania sp.
L. amazonensis; L. Brazil; Trinidad;
Proechimys cuvieri ) 8/14 2,3 77| 1,20 1,52 1
guyanensis Venezuela
L. amazonensis; Brazil: French Guiana
razil; uiana;
Proechymis sp L. guyanensis; Complex 5/225 1,2,34 Peru 21,77,82,89( 2,86 1,69 1
braziliensis; Leishmania sp.
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Positive
Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PCpos| Cluster
. . L. ecuatoriensis; Ecuador; Panama;
Scirius granatensis . . 2/37 1,2,3,5 . 11,20,56,96| 2,66 2,28 2
Leishmania sp. Trinidad
Trinomys (Proechymis) L. amazonensis; L. forattinii; .
o . . 9/31| 1,2,3,45 Brazil 34,126,131 1,85 | 2,41 2
iheringi denigratus Complex mexicana
L. braziliensis; L. guyanensis;
Thrichomys apereoides
ichomys apereola L. infantum; Complex 20/140| 1,2,3,4,5,6 Brazil 67,85,101,102| 0,43 | 0,08 1
(Cercomys cunicularius) . .
mexicana and donovani
. . L. braziliensis; L. infantum; . .
Holochilus sciureus . . 6/36 1,2,3,4| Brazil; French Guiana 68,111,127 1,96 1,93 2
L. Viannia sp
11,13,19,20,30,
Brazil; Colombia; Costa 33,37,40,42,50,
Rattus rattus o i I
(Morphotype Rattus L. braziliensis; L. infantum; 69/829 1,2,3,4,5,6,| Rica; Ecuador; French 67,68,74,77,82, 852 | 438 3
.p P L. mexicana; L. panamensis 10 Guiana; Peru; 85,86,87,101,102,| !
frugivorus)
Venezuela 103,110,111,127,12
Rodentia 5,130
L. braziliensis; L. infantum; 53,56,57,68,70,
Nectomys squamipes Leishmania Viannia sp.; 64/454| 1,2,3,4,10 Brazil;Trinidad 86,87,100,102,| 4,07 | 4,38 3
Leishmania sp. 110,111,129
Brazil; Ecuador; French
. . L. braziliensis; L. lainsoni; “ . ! renc 10,11,19,20,77,
Cuniculus (Agouti) paca . 6/30 1,2,3,5| Guiana; Panama; 3,31 | 2,86 2
L. mexicana. 84
Venezuela
.. . 1,23,4,7, . .
Coendou sp L. hertigi; L. panamensis 11/28 10 Brazil; Colombia 54,74,95,121 3,59 | 3,30 2
Hydrochoerus . . . Brazil;French Guiana;
i L. mexicana; Leishmania sp 2/6 2,3,4,8 77,109,125| 2,05 0,81 1
hydrochaeris Venezuela
Brazil; Honduras;
L. braziliensis; L. garhami; 1,2,4,5,6,7, . 3,4,5,11,35,38,41
Sigmodon hispidus Z{I ; g ! 29/685 Mexico; Panama; 7,68 | 6,58 3
L. mexicana 42,46,59,64,108
Venezuela; USA
. L L. braziliensis; L. mexicana; Colombia; Panama;
Proechimys semispinosus ; 50/1089| 1,2,3,4,7,8 3,5,10,11,19,27| 5,42 5,85 3
L. panamensis Venezuela
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Positive

Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PCpos| Cluster
Hylaeamys megacephalus |L. braziliensis; L. mexicana; Brazil; Panama; 10,11,13,53,54,
: . . 151/568| 1,2,3,7,10 .. 502 | 6,49 3
(Oryzomys capito) Leishmania sp. Trinidad 56,88
Dasyprocta leporina L. braziliensis; L. pifanoi;
yP por braziliensis; L. pifanol 3/5 8 Venezuela 109 0,99 | 0,67 1
(rubrata) Leishmania sp.
Akodon montensis .
. . 5/200 1,234 Brazil 66,70,101,111 2,07 | 2,48 2
(arviculoides)
Cuniculus paca L. braziliensis; Leishmania 2/73] 1,2,3,7,8| Brazil; Venezuela 4,27,54,100,108| 3,60 | 2,37 2
Heteromys anomalus sp. 2/31 1,2,3,| Trinidad; Venezuela 19,55,56| 1,53 1,70 1
1,2,3,4,5,1| Brazil; CostaRica; 40,50,57,86,101,
Mus musculus 4/250 . 4,08 | 1,9 2
0| French Guiana; Peru 102,127
Coendou quichua -
. L. hertigi; Leptomonas 92/104 2,3,7 Panama 11| 2,04 4,30 2
Rodentia |(rothschildi) gl wep /
Brazil; F h Guiana;
Coendou prehensilis L. hertigi; Leishmania sp. 4/28| 1,2,3100 % T:ﬂ?;a ) utana 56,77,118,121| 2,51 | 2,6 2
Holochilus venezuelae L. mexicana; L. garhami 2/15 3,7,8 Venezuela 108| 2,08 2,78 2
Heteromys i . Costa Rica; Honduras;
i L. mexicana; L. panamensis 22/213 1,2,3,4 . 4,11,12,59( 3,13 2,78 2
desmarestianus Mexico; Panama
Akodon sp. L. panamensis; L. peruviana 6/232 2,3,4 Colombia; Peru 40,74 1,95 2,28 2
Microryzomys minutus Complex braziliensis 1/2 4,6 Colombia 37 0,19 | 0,92 1
Akodon hispidus . 1/14 4,6 Bolivia 62| 0,28 | 0,99 1
— Complex L. mexicana —
Oligorizomys sp. 2/8 4,6 Bolivia 62| 0,00 | 0,74 1
Cerradomys (Oryzomys) L .
L. Viannia sp. 2/43 2,3,4,6 Brazil 68,70,85,101,111| 1,04 0,63 1

subflavus
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Positive
Orden Mamal Specie Leishmania specie(s) Jtotal Test Country Articles N2 PCinfo|PCpos| Cluster
Cavia aperea 1/151 1,2,3,4 Brazil 100,101,125| 1,86 | 0,63 1
Dasyprocta azarae 1/23 1,2 Brazil 100| 0,64 1,46 1
Dasyprocta sp. 3/10 1,2,3,7 Brazil; Panama 16,54,90( 2,82 1,5 1
Heteromys sp. 3/45 1,23 Hoduras 105( 1,00 | 1,85 1
Kannabateomys .
1/4 1,2 Brazil 100 0,60 | 1,46 1
amblyony
Oecomys (Oryzomys) A
2/14| 1,2,3,10 Brazil; Trinidad 53,56 0,88 | 2,52 2
concolor
Oligoryzomys (Oryzomys
igoryzomys (Oryzomys) 5/83  1,2,3,10 Brazil 57,86,87,101| 0,90 | 0,24 1
eliurus
Oligoryzomys (Oryzomys) |L. amazonensis;
.Ig‘ vzomys (Oryzomys) . . 1/92 2,3 Brazil 70,86 0,00 | 0,21 1
Rodentia nigripes Leishmania sp.
Brazil; Honduras; 3,4,11,16,19,53,
Oryzomys sp. 45/407( 1,2,3,8,10 3,36 2,84 3
Panama; Venezuela 70,89,110
Ototylomys sp. 6/13 1,2,3 Honduras 105/ 0,00 | 0,97 1
Peromyscus sp. 1/7 1,2,3 Honduras 105| 0,00 0,9 1
Trinomys (Proechimys) .
. 2/105 1,3,10 Brazil 57| 0,00 | 1,09 2
dimidiatus
Coendou (Sphiggurus,
endou (Sphiggurus) 1/5 4 Brazil 125/ 0,00 | © 1
spinosus
Zygodontomys brevicauda
X . 1/59 1,2,3| Panama; Venezuela 11,106| 0,00 0,00 1
microtinus
1045/
Total: 65
9190
Chelonoidis (Testudo
Testudines . ( ) L. pifanoi 1/2 8 Venezuela 109| 0,00 | 0,72 1
carbonaria

1=Smear; 2=Culture; 3=Hamster inoculation; 4=PCR; 5= Serologic; 6=DNA Hibridation; 7=xenodiagnostic; 8=experimental

Infection; 9=DAT; 10=Histological studio 11=Real Time PCR. The Test, Country, N° of the article in bold type are positive

*In bold the Positive Test, Country and Article N°
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Table 2: Animal species negative for Leishmania and their characteristics.

Discussao

) Total )
Orden Specie Lab test Country Article N2
samples
Mazama sp. 1 1,2,3 Brazil 54
Artiodactyla |Tayassu sp. 3 2,3 Brazil 16
total 4
Canepatus rex 1 2,4 Peru 40
Conepatus semistriatus 1 2,3 Panama 11
Eira barbara 1 2,3 Panama 11
Felis concolor 1 1,2 Honduras 4
Felis weildii 1 1,2,3 Panama 54
Felis yagouaroundi 2 1,2 Panama 11
Galictis allamandi 2 1,2,3 Panama 11
Herpestes aurupunctatus 84 1,2,3 Brazil 56
Herpestes sp 3 5 Costa Rica 103
Carnivora Lycalopex vetulus 2 5 Brazil 71
Nasua narica 4 1,2 Honduras 4
Nasua sp. 6 1,2,3 Brazil 54
Procyon cancrivorus 9 1,2,3 Panama; Brazil 11,30,100
Procyon lotor 4 8 Honduras 4
Speothos venaticus 3 1,2,3 Brazil 110
Spilogale angustifrons 2 1,2,3 Honduras 4
Tayra barbara 4 1,2 Honduras; Brazil 4,100
Urocyon cinereoargentueus 15 1,2,8 Honduras 4
total 145
Artibeus cinereus 8 2,4 French Guinea 127
Artibeus concolor 1 2,4 French Guinea 127
Artibeus fimbriatus 3 1,2,4,5 Brazil 63
Artibeus gnomus 2 2,4 French Guinea 127
Artibeus obscurus 10 2,4 French Guinea 127
Artibeus planirostris 26 1,2,45 Brazil 63,127
Artibeus sp. 1 1,2,4,5 Brazil 63
Carollia perspicillata 56 1,2,3,4,10 Brazil, French Guinea 57,61,127
Chiroderma villosum 1 2,4 French Guinea 127
Cormura brevirostris 4 2,4 French Guinea 127
Desmodus rotundus 6 1,2,4,5 Brazil,French Guinea 63,127
. Diclidurus scutatus 1 1,2,4,5 Brazil 63
Chiroptera - — -
Eptesicus braziliensis 1 1,2,4,5 Brazil 63
Eptesicus diminutus 4 1,245 Brazil 63
Eptesicus furinalis 4 1,2,4,5 Brazil 63
Eptesicus sp. 1 1,2,4,5 Brazil 63
Eumops bonariensis 1 1,2,4,5 Brazil 63
Eumops perotis 2 1,2,4,5 Brazil 63
Lasiurus blossevillii 2 1,2,4,5 Brazil 63
Micronycteris megalotis 1 1,2,4,5 Brazil 63
Molossops neglectus 4 1,2,4,5 Brazil 63
Molossus sp 2 4.5 Brazil 63
Myotis rubber 1 1,2,4,5 Brazil 63
Myotis sp. 2 1,2,4,5 Brazil 63

186




Discussao

i Total i
Orden Specie Lab test Country Article N2
samples
Nyctinomops macrotis 63 1,2,4,5 Brazil 61,63
Phylloderma stenops 1 2,4 French Guinea 127
Phyllostomus discolor 1 2,4 French Guinea 127
Phyllostomus elongatus 4 2,4 French Guinea 127
Phyllostomus hastatus 2 2,4 French Guinea 127
Platyrhinus helleri 2 2,4 French Guinea 127
Promops nasutus 19 1,2,4,5 Brazil 63
Pygoderma bilabiatum 1 1,2,4,5 Brazil 63
Rhinophylla pumilio 6 2,4 French Guinea 127
. Saccopteryx bilineata 2 2,4 French Guinea 127
Chiroptera -
Saccopteryx leptura 2 2,4 French Guinea 127
Sturnira tildae 9 2,4 French Guinea 127
Tadarida Braziliensis 5 1,2,4,5 Brazil 63
Tonatia bidens 2 2,4 French Guinea 127
Tonatia silvicola 3 2,4 French Guinea 127
Trinycteris nicefori 5 2,4 French Guinea 127
Uroderma bilobatum 6 2,4 French Guinea 127
Vampyressa brocki 1 2,4 French Guinea 127
Vesperstilionidae 1 1,2,4,5 Brazil 63
total 279
Cabassous hispidus 1 1,2,3 Brazil 101
Euphractus setosus 1 1,2,3 Brazil 101
Cingulata Euphractus sexcintus 6 1,2,3,4 Brazil 110,125
Tolypentes sp 2 1,2,3 Brazil 110
total 10
Caluromys derbianus 95 2,3,5 Panama 3,5,10,11
Caluromys sp 17 1,2,3 Brazil 16,89
Chironectes minimus 2 2,3 Panama 11
Chironectes sp. 2 1,2,3,7 Brazil 54
Didelphis sp 7 1,2,3 Brazil 89
. . . |Lutreolina crassicaudata 1 1,2,3 Brazil 30
Didelphimorphia - -
Marmosa microtarsus 6 1,2 Brazil 86
Marmosa parvidens 1 2,3 Brazil 13
Marmosops ocellatus 3 2,4 Bolivia 45
Marmosops parvidens 1 2,4 French Guinea 127
Metachirops sp 2 1,2,3 Brazil 89
total 137
Perissodactyla Tapirus sp. 1 1,2,3 Brazil 54
Bradypus variegatus 3 2,3 Colombia 27
Cyclopes didactylus 40 2,3 Panama.Brazil 11,54
Pilosa Myrmecophaga tridactyla 8 2,34 Brazil, Guyana, Panama 11,77,125
Tamamdua mexicana 1 2,3 Colombia 27
Tamandua longicaudata 6 1,2,3 Guyana 77
total 58
Alouata sp. 1 1,2,3,7 Brazil 54
Alouata villosa 3 1,2,3 Panama 11
Ateles fusciceps 5 1,2,3 Panama 11
Ateles geoffroyi 2 1,2 Honduras 4
Primata Cebus apella 5 1,2,3,4,5 Brazil 54,98
Cebus capusinus 10 2,3 Panama 11
Cebus nigritus 7 1,2 Brazil 100
Saimiri sciureus 20 1,2,3 Brazil 54
total 53
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. Total .
Orden Specie Lab test Country Article N2
samples
Abrothrix sp 15 1,2 Brazil 86
Akodon cursor 48 1 Brazil 87
Akodon dayi 26 4 Bolivia 45
Akodon nigrita 15 1,2 Brazil 86,87
Akodon urichi 15 1,2,3 Brazil 56
Balomys lasiurus 8 13 Brazil 30
Cavia fulgida 6 1,3,10 Brazil 57
Cercomys cunicularius 58 1,2,3 Brazil 101,102
Clyomys laticeps 2 2,3 Brazil 70
Clyomys sp. 1 2,3 Brazil 70
Coendou bicolor 2 2,3 Ecuador 20
Coendou insidiosus 1 1,3,10 Brazil 57
Coendou mexicanum 8 1,2,8 Honduras 4
Coendou spinosus 3 1,2,3 Brazil 101
Dasyprocta aguti 7 1,2,3 Venezuela, Guyana 19,77
Dasyprocta fuliginosa 4 1,2,3 Brazil 110
Dasyprocta punctata 46 1,2,3,8 Panama Ecuador Honduras | 4,5,11,20
Delomys collinus 3 1 Brazil 87
Echimys armatus 8 1,2,3 Guyana, Trinidad 21,56
Echimys semivellosus 1 1,2 Venezuela 19
Echimys sp 4 2,3 Guyana 77
Euryoryzomys nitidus 20 4 Peru 82
Euryoryzomys nitidus 1 1,2,3 Brazil 101
Rodentina Galea spixii 7 2,3,4,6 Brazil 68,85
Holochilus braziliensis 3 1,2,3 Brazil 54
Hoplomys australis 1 2,3 Colombia 27
Hoplomys gymnurus 52 2,3 Panama, Colombia 3,11,27
Hoplomys sp 37 2 Panama 93
Hylaeamys perenensis 34 4 Peru 82
Juscelinomys huanchaca 1 2,4 Bolivia 45
Kunsia tomentosus 3 24 Bolivia 45
Liomys adspersus 44 2 Panama 11
Mesomys hispidus 4 2,4 Bolivia, Brazil,French Guinea | 13,45,127
Monodelphis americana 1 1,3,10 Brazil 57
Monodelphis americana 1 2,3 Brazil 15
Monodelphis brevicaudata 1 24 French Guinea 127
Monodelphis sp 5 1,23 Brazil 16, 54
Mus brevirostris 3 1 Brazil 87
Myocastor caypus 1 4 Brazil 125
Myocastor sp. 2 1,23 Brazil 54
Myoprocta acouchi 1 2 Brazil 13
Myotis riparius 2 2,4 French Guinea 127
Neacomys guianae 10 1,2,3 Brazil 54
Necromys lasiurus 8 2,3,4 Brazil 68
Necromys lenguarum 24 2,4 Bolivia; Peru 45,82
Nectomys alfari 4 2,3 Panama 10,11
Nectomys apicalis 1 4 Peru 82
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Nectomys melanius 1 2,4 French Guinea 127
Nectomys sp. 23 1,2,3,7 Brazil 54,7
Nyctomys sp 8 1,23 Brazil 89
Oecomys auyantepui 1 2,4 French Guinea 127
Oecomys bicolor 6 1,2,3,4 Panama; Bolivia; Peru 10,45,82
Oligoryzomys fulvescens 1 2,4 French Guinea 127
Oligoryzomys microtis 90 2,4 Bolivia; Peru 45,82
Orthogeomys grandis 9 1,2 Honduras 4
Oryzomys albigularis 2 2,3 Panama 11
Oryzomys alfaroi 16 1,2,3,4 Panama; Mexico; Hondura |4,10,11,59
Oryzomys bombicinus 3 2,3 Colombia 27
Oryzomys caliginosus 44 2,3 Panama 10,11
Oryzomys couesi 2 2,4 Mexico; Honduras 4,59
Oryzomys flaviscens 2 1,2 Brazil 86
Oryzomys lamia 27 1,2,3,4,10 Brazil 57,111
Oryzomys megacephalus 1 2,4 French Guinea 127
Oximycterus sp 23 1,2 Brazil 86,100
Oxymycterus hispidus 7 1,2,3 Brazil 101
Oxymycterus inca 1 4 Peru 82
Oxymycterus quaestor 6 1,3,10 Brazil 57,87
Peramys domesticus 39 2 Brazil 102
Peromyscus leucopus 2 2,4 USA-Mexico 64
Perumyscus nudipes 1 2,3 Panama 11
. Phyllomys braziliensis 3 1,3,10 Brazil 57
Rodentina - -
Phyllomys medius 1 1,2 Brazil 100
Phyllostomidae 9 1,2,3 Venezuela 19
Proechimys albispinus 19 1,2,3 Brazil 101
Proechimys cayennensis 4 2,4 French Guinea 127
Proechimys longicauda 17 2,4 Bolivia 45
Rattus espinosus 6 2,3 Ecuador 20
Rattus frugivorus 47 1,2,3 Brazil 87,101
Rhipidomys couesi 16 1,2,3 Trinidad 56
Rhipidomys latimanus 4 10 Colombia 37
Rhipidomys leucodactylus 6 2,3,46 Bolivia; Brazil 16,62
Rhipidomys mastacalis 3 1,3,10 Brazil 57
Scirius variegaloides 6 2,3 Panama 11
Sciurus aureogaster
3 1,2,3,7 Honduras 4
hypopyrrhus
Sciurus deppei 39 1,2,3,8 Honduras 4
Sciurus ingrami 3 1,2,3,10 Brazil 57,1
Tylomis nudicaudatus 55 1,2,4 Mexico; Honduras 4,59
Wiedomys pyrrhorhinos 1 4,6 Brazil 85
Zygodontomys brevicauda 5 1,2,3,7 Trinidad; Colombia 44,56
Zygodontomys cherriei 3 2 Panama 3
Zygodontomys lasiurus 1 1,2 Brazil 86
Zygodontomys pixana 39 2 Brazil 102
Zygodontomys sp 4 2,3 Brazil 70
total 1161
Squamata Tupinambis sp 6 1,2,3 Brazil 30
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Table 3: Total of species and individuals per order of mammals studied in query of

leishmania

Species Individuals
Order Post Post

Total Pos/Neg Total Pos/Neg

% %

Artiodactyla 2 0/2 0 4 0/4
Carnivora 26 8/18 31 427  24/403 3,7
Chiroptera 53 10/43 23 925  32/893 3,2
Cingulata 8 4/4 50 298  20/278 0
Didelphimorphia 30 19/11 63 2836 264/2572 10,3
Lagomorpha 1 1/0 100 1 1/0 0
Perissodactyla 1 0/1 0 1 0/1 0
Pilosa 11 6/5 55 951  119/832 6,5
Primata 14 6/8 43 313  37/276 13,4
Rodentina 157 64/93 40 11372 1034/10340 10
Squamata 6 0/6 0 6 0/6 0
Testudines 1 1/0 100 2 2/0 0
Total 310 119/191 38 17137 1533/15605 9
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Figure 1. Leishmania species isolated from mammal orders

Carnivora

Discussao
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Figuere 1: PC1 and PC2 score plot and clusters (strong, medium, weak) for all mammal’ species: It can be seen as
the most incriminated species is D. marsupialis
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Figure 2: PC1 and PC2 score plot and clusters (strong, medium, weak) for Leishmania species: (A) L. amazonensis;
(B) L. braziliensis; (C) L. mexicana
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Figure 2: The animals highly incriminated as posible reservoirs. There is also a chart with their features and a list of other
pathogens isolated from them

Didelphis marsupialis

Caractheristics: This species is found from
Tamaulipas, Mexico and in Cozumel and the
Yucatan, south to Peru, Bolivia, Paraguay and
northeastern Argentina, including Trinidad and the
Lesser Antilles. (IUNC, 2015). Their dorsal pelage is
often dark, typically blackish or grayish, their ventral
fur is yellow or cream. (ADW, 2015)

Involved in other diseases:

Trypanosoma cruzi (Cantillo-Barraza et al., 2015; )
Sarcocystis neurona (Dangoudoubiyam S et al.,,
2011)

\ : Sarcocystis falcatula, Sarcocystis speeri (Rosenthal
K et al., 2001)

o Besnoitia darling  (Smith et al., 1984)

Leptospira interrogans (Hidalgo et al., 1984)
Arboledas virus (Tesh et al., 1986)

Stomatitis vesicular (Trujillo et al., 2010)
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Rattus rattus

Discussao

Caractheristics: Originally an
Indomalayan species, was widely introduced
across the globe as a result of human
activities. Subspecies in Mexico and Central
and South America. (IUNC,2015). Medium
sized rat with relatively large ears and a tail
that is nearly always longer than the body.
(ADW, 2015)

Involved in other diseases:

Rickettsia felis (Panti et al., 2014)

Yersinia Pestis (Tollenaere et al., 2010)

Bartonella sp. (Ellis et al., 1999)

Fasciola hepatica (Experimental) (Valero et al.,

1998)

Hantavirus (Calderon et al., 1999; Aleman et
al., 2006)

Leptospira sp. (Bharti et al., 2003)

Taenia taeniaeformis, Trypanosoma evansi
(Singla et al., 2008)
Hepatitis E Virus (Hirano et al., 2003)
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Sigmodon hispidus

Caractheristics: The southern range reaches northern
South America in Peru, Ecuador, Colombia, Venezuela, Guyana,
French Guiana, and Brazil. The range extends northward through
Central America and Mexico. In the United States, they are found
as far north as Nebraska in the west and coastal and central
Virginia to the east. (IUNC, 2015). The color of both sexes
consists of a mixture of tan, brown, and black fur on their dorsal
parts, giving them a coarse, or "hispid," appearance. (ADW, 2015)
Involved in other diseases:
Isolation of black creek canal virus (New hantavirus) (Rollin et al.,
1995; Ravkov et al., 1995)
Borrelia burgdorferi (Oliver et al., 1995)
Estomatitis vesicular (Jimenz et al., 1996)
Trichinella spiralis  (Holliman et al., 1980)
Trypanosoma cruzi (Salazar-Schettino et al., 1997)

Leptospira sp. (Brown et al., 1960)
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Oryzomys capito

Discussao

Caractheristics: This species occurs in
lowland  tropical rainforests of eastern
Amazonia—eastern and southern Venezuela,
Guianas, northern and central Brazil, and eastern
Paraguay; including Trinidad; western limits
indeterminate. (IUNC, 2015)

Involved in other diseases:
Hantavirus (Bharadwa et al., 1997)
Arenavirus (Cajimat et al., 2007)

Trypanosoma cruzi (Funayama et al., 1969)
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Choloepus hoffmanni

Discussao

Caractheristics: The northern most
population ranges from Nicaragua south into
western Venezuela. The southern population is
found from north-central Peru through extreme
western Brazil (south-western Amazonas and
probably Acre states) to central Bolivia. Species
in this genus are easily identified by the presence
of two claws on the forelimb (IUNC, 2015). The
coloration of body hair in adults is a mosaic of
tan, blonde, and light brown. (ADW, 2015)
Involved in other diseases:

Endotrypanum (Franco et al., 1999)
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Proechimys semispinosus

Discussao

Caractheristics: This species occurs in Brazil,
Venezuela, Guyana, Suriname and French
Guiana. (IUNC, 2015)

Involved in other diseases:

Venezuelan Equine  Encephalitis  Viruses
(Barrerea et al., 2002)
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Ototylomys phyllotis

Discussao

Caractheristics: This species occurs in
central Costa Rica north to the Yucatan
Peninsula, south Tabasco, and north Chiapas,
Mexico. (IUNC, 2015)

The body is bicolored, with a gray/brown
coloration dorsally and a white/gray coloration
ventrally. Hands and feet are pale. (ADW, 2015)
Involved in other diseases:

Leptospira interrogans (Espinosa et al., 2015)
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Didelphis albiventris

Discussao

Caractheristics:

This species occurs from northeast Brazil to central Argentina.
They have a triangular skull; the fur on their face has a dusty-whitish
hue, with a dark gray medial stripe between the ears. The darkness of
the facial stripe depends on the range of the population, populations
limited to southern regions are more likely to have a lighter colored
facial stripe; southern populations are more likely to have black spots
on their ears. (IUNC, 2015)

Involved in other diseases:

Toxoplasma gondii (Fornazari et al., 2011)

Leptospira borgpetersenii (Jorge et al., 2012)

Sarcocystis neurona (Dubey et al., 2001)
Mycobacterium bovis (Abdala et al., 2015)
Trypanosoma cruzi (Alvarado-Otegui et al.,, 2012,

Tenorio et al., 2014)
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Abstract

American culaneous lelshmaniasis (ACL} is con-
sidered a public health problem worldwide, and
incidence in Colombia is 12,000 cases per year
Colombia has implemented control programs
Jfor years which have often overlpoked the soclal,
econemic, and demographic characteristics af
the regions where the disease ocours. As pari af
an epidemiological study. this article presents
the results of a survey on knowledge. attitudes,
and practices (KAF) related to lelshmaniazis tn
rural populations in Acandi in the Colombilan
Darién. Qualitative and quaniliaiive tools wene
used (ethnography and surveys, respectively).
The results show scarce knowledge among the
population on basic aspects such as recogniiion
of the sand Ty vector. There were also differences
in KAP according to gender and type of popula-
tion, rather than by geographic area. The study

poinis o gorernmenit neglect as a critical factor
in the persistence of the disease.
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Resumen

La leishmamiasis cutdnea americana (LCA) 5
considerada un problema de salud pdblion a ni-
rel mundial, y su incldencia en Colombia es de
12 mil casos por afio. Durante aflos se ham (m-
plementado programas de control, que frecuen-
temente ignoran caracteristicas sociales, ecomd-
micas y demogridficas de las reglones afectadas
Comao parte de un estudio de tipo epidemioldgi-
oo, en este articulo se presentardn los resultados
de un estudie sobre los conocimienios, actifwdes
¥ prdcticas (CAF) frente a la leishmaniasis, que
tienen las poblaciones de las zonas rurales del
municipio de Acandi, en el Darién Colombiano.
Para el estudio se utilizaron kerramienias coaall-
tativas como la efnografia ¥ cuamiialings, como
las encuestas dirigidas. Los resultados ponen en
manifiesto el desconocimiento de la poblacidn
en aspectos fundamentales como el reconoci-
miento del vector Ademds, existen diferencias en
las CAP por género y por tipe de poblacidn, pero
no por su distribucidn geogrdfion. Se evidencid el
abandono estatal como factor determinante en

la perpetuacidn de la enfermedad.

Leishmaniasis Cutdnea; Conacimigntos,
Actitudes y Prdctica en Salud: Enfermedades
Desatendidas
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Intreduccion

Lo desalics planieados por las enfermedades
tropdcales son enormes, [an grandes como sis
devastadoras consecuenclas 655 mil muoerios
por malara y 2 millones de enfermos por leish-
manlasls para el afno 2002 son algunos de los
datos gque lo demuesiran 1 La leshmaniss
americama o5 causada por pardsiios del génoero
Letshrrimia ¥ Irasmitida por Nebdtomos ded gi-
nerd L Gaevergpder, Thene tres formas clingess, vise-
ral (I}, cutdnea (LC) y mucocutanea (M), La
forma curanes, que es la mas prevalente en Co-
Immbia, se camcieniz por kb presencia de dloeras
indaloras en o sitio de la pleadura del insecie
Verlon, que poeden permanecer de manera cro-
nica duranie afos Z Bn este pads la enfermedad
sp digiribuye por todo ol emiioro, ¥ aungue se
acepta un considerable subregising, hay un clar
aumenio de su incldencia, pasando de ener en
promaedie & mil casos por afio en la didcada de
los an, a mas de 12 mil aproximadaments en la
filiima discada 2

Eaie aumenio en & niimero de casos, no sd
I e lelshmandasis, sing en odras enfenmedades
troplcales comao la malaria y dengue, demisesita
o racaso en los programas para s oonirol Tal
i, uma raedn pars este fendmeno es la fonma
coma han sido concebidas las enfermedades
tropicalos y analizadas desde sdlo =0 dimensidn
bioldgica, cuyas investtgacliones epldemioldglcas
Henea un enfoque ciclusivo sobre bos Betores de
riezgn & nivel individual dentro de la poblacidn,
denominado el paradigma de la caja negra en la
epldemiologia 4. Bl estudio de les enfermedades
tropicalos como la lelshmaniasts ha sido en mua-
chos casos reducclonista y ha particularizando al
riesgo de enfermar. S ha desconocido el fuerte
codmponenle secioecondimion ¥ culiural gue de-
lerming s presencla y disperston A su veg, los
sl ios de la enfermedad no han dimenstonacoe
los efesctos que las politiess pabdiess podan ge-
nerar en luganes con escasa presencia estaal, Es
pressd b A ferir gquer anin s desconoce al cormplejo
eairamado que facelita la presentacion ¥ disto-
Dbascidn de estas dolenctas, quie podiian ser de-
virladas sl las nvestigaciones IWVieran una viskon
helistica del fendmeno,

La inchssidan de un enfoque metodoldgico
interdisciplingr, que permita la paricipacidn
de diferenies dreas del copocimienio para el
abordaje del estedio de estas enfermedades, o8
fundamental, Fsio implica Integrar de manera
sigiematica ¢l componenie cualiaiive 3 s esi-
dios epidemicligiens, ya sea desde la sociologia
yio la antropologia & Esta conjuncidn ha veni-
do déndose en Amédrica Laiina de forma alsla
da desde principios del sigls XX, y un poco mi&
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organizada despuds de los afios 60, sin embargo
falta mucho por construlr & Dentro del estudio
chir bos Tnectores socialbes determdnanies en salod,
esld el estudio de los conocimienios, actiudes
v priciicas (CAFL En ellas se mcluye e sistema
i creonclas acenca de las causas y ol significado
chir I enfermedad, los stsiemas médieos, esio es
hos procedimientos para diagmosticarla, tratark
¥ prevenicli

El presante articulo presenia bos resultados
chir un estucio cusdmaiive ¥ cuaniiailo soboe los
CAR frente a la leishmaniasis que tenen algunas
poblaciones del munteipo de Acandi (Chocad),
Colombia, realtzado en ¢ marco del proyecto
Estudio puaris [ Prepencidn y
el Caretrod de la Leishmmaniass en Acandi, Choed,

Situacidén actual del Chocd

Duranie la eonguista espanola en América, |a
reduceidn en e ndmero de Indigenas, obligd a
los capanoles & Importar esclavos africanaos para
trabajar en las minas del Choed. Con el Hempo
los eaclavos pasaron a ser el gropo mEs aban
dante en la regidn, Desde el comienzo, las do
ras condiciones climataldgieas de la zona, chima
calienie y hiimedno, donde proaperaban las en
fermedades troplicales marcaban s desarrallo
anclal. La poblacidn chocoana se enconiraba
dispersa, ¥y geogriflcamente alslada, con pro-
pletarios ausentes, predomindo de la economia
hesada en un =olo prodoecto: o oro. Posteriorn-
menie, &l alslamienio geograifico, la escasa pre-
soncia del estado, 2 fregilidad Institucional y la
cxplolaciin sin control de los recurses naturales,
han provocado un bajo nivel de desarrollo en la
regiin. Este fendmeno es evidente en los bajos
niveles de escolaridad, baja coberura en salod y
Al fnedlees de pobres 7

ENChesed there ol nivel mas Bajode kildmetros
e carrelera pavimeniada por cada mil habiian-
les, Bl porcentaje de anallabesmo es el dofale del
proanedio nactonal, De acoendo a la base de da-
Toes cler Seopus, mdeniras par ol pais se prodoo-
ron AHES manuseriios clentileos en el ano 2000,
S0 sels ivieron NHacion con nstiiciones del
depariamaento del Choed 88,

Las cilras en salud som menes esperanzado-
ras, Bl 30% de la peblactan no se encuenins afl-
liacho en mingin régimen de saliod conribiivo o
subsidizde. Los serviclos como conducciones de
apgua ¥ aleantanllada, que venen una influeneca
directa sobre ks condicienes de salud, solo al-
canzan coberturas del 22 al 25% respectivamen-
1 10, Segnim la Secretaria de Salod Deparamental
del Chood, para el aio 2008 se presentanon 2,511
casas de desnutricidn infantl] ¥ cada mes mue
ren &l menos 17 nifos por esta causa 19

ol Ssaido Fiblon, B de Jorsen, 301021342144, cuk, 2004
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Las aluas tasas de morbailicad y mortalidad de
enfermedades Infocclosis se encueniran esime-
chamente lgadas a la pobreza. La leishmanta-
sis, o hecho, ha sido relactonada con [os bajos
Ingresos econdmicos e hasta menos de 1 dé-
lar por dia on algunos paises), pues la pobroesa a
841 v s eneuenira asoclada a fciees soctales,
politicos ¥ econdmieos que aumentan ol nesgo
de la enfermedad, tales come mala disposicidn
de excretas, deficientes condiclones de vivienda,
malnuiricidn, pobres esquemas de conirol vec-
torial, eie. 10, 5S¢ ha evidenciado, porejemplo, que
una haja ingesia de proteinas anmenta o riesgo
e adquirir TV 2

Mo es de exirafiar que una de las reglones
muis ahandonadas de un pais subdesarrollacdo,
v que ademds presenia iodas las condiclones
necesarias para que proliferen bos veclores y se
manienga la iransmisidn, presente alios indices
de Incidencla de enfermedades como malarla
v letshmaniasis. Sin embargo, para ol afo 2008
ol sistema de vigilancia epldemioligica nacio-
nal (Sistema de Vigllancia en Salud Pdblica -
SIVIGILA) reporid para el departamento del Cho-
o lan solo 16 casos de LE, equivalente al o,54%
thir los casos informados para el pais on ese ano,
o gquier Gz poeo dobe exiranar, poes la defliciencia
o las coberiuras de salud se acompanan de alti-
slrmos submeglsiros 12,

Metodalogia

Este trabajo se lewd a cabo durmnie on ano enire
nowtembsre del 2008 al 2000 ¢n el munleipi de
Acandi del depariamento de Choed, Colomibia,
en los comegimienios de San Francisco de Asfs,
Trigand y Capurgand (veredas Bl Aguacaie y La
Mora), localizadas en la mona cosiera. Y en Sania
Coruex de Chugandi, boealtzado en estribaciones de
Ia serrania de Tripogadi

San Franctsco es el drea con mayor desarmollo
urisano, ¥ junio a Trigand y Capurgand, son xonas
turisiicas, mientras Chugandi es una zona con
aclividad econdmica basada en la ganaderia y la
agriculiura de pan coger. Por su aislamiento de la
nona costera y centros urbanos imporianies, es la
hocalichad mas deprimida,

Enesias localidades s encueninan asentados
cualne gropos himanos oon diferenies origenes
I graA e
= Poblacidn alrodescendiente: orginar de los
departamentos de Bolivar, Cordoba y I regldn
dhed alto Atrato. Esia poblacion esta onganizada en
COMCE0S COMUNILAFIeS ¥ son posecdones de -
bos colectivos de enencta de terras localtzadas
en la serrania del Darién.
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= Chilapos: nombre con gque se comocen o-
dos aguellos campesines mesizos, pooceden-
Tes dir los departamentos de Cdrdoba y Socre,
gue mulgraron de sus Oerras para dedicarse ala
apir bl iniratd,

= Padsas: individoos provententes de diferenies
regiones del pais, principalmente del departa-
e die ANk

= Amerindics: Embera ¥ Embera katlo, con
una muy baja representatividad y ocupando zo-
nas de resguardos que no fueron inclmdos en
esie estudlo.

Los criterios principales para la selecclidn de
la ®ona ¥ la poblackin feeron & miimenn de ca
a0 deieciados de lelshmaniasis y la presencla
del wecior. Por oiro lado, se estudid s las CAP
que ha elaborado la comunidad con respecio a
la enfermedad son proplas y se relacionan con
50 alslamiento geogrifioo o, 81 por el contrario,
fueron adquiridss desde afuera y adopiadas por
la cormunidad.

Estudio de conocimientos, actitudes
¥ practicas

Lo el fin de dentificar las CAE se tmplemenida
una mvesigaciin con metodologias lanio cua-
Hiaiivas, como cuaniiiaiivas, La emogrdlcs fue
ol método coalitatve bisico uliltzadoe: en ella s
aplicaron les idenkes de observacian particlpan-
iz que requiere la convivencia del investigador
con la comunidad, donde se posibilivg aprender
sobyre las cosiumibres, s formas de ser y kas For-
mmas e relacion con sa realidad, las cismbes fue-
rivn regisiradas dia a dia en un diarko de campos
posieriommenie, los hallazgos foeron anallzados
y eolefados hibliogréficamente. Se realizaron
rermibones con b comunidad para confroniar la
informackin enire ellos mismos; se regisiraron
cnireviatas semiesiruciuradas ¥ enirevisias en
profumdidad con interlocuiones claves, los cuales
fueron divididos en tres grupos: (1] personas gue
sufrieron la enfermedad, cinpo aceeso a la vivien-
da fuera posible; (2) personas como curandernos,
médicos y enfermeras a los cuales acuden los
enfermos y (3] lideres reconocidos de la comunl-
dad: personal de salnd local, madres comuniia-
iz, coardinacbores die Junias de Aceidgn Comunal
fgrupos de agremisciin civil) y personal docenis
e [s escuedas ¥ bos cologios,

Temtendo en cuenta la informackin reeogl-
la en el trabajo de campo emografico, s disend
i encuesia de 11 preguntas cerradas (Fygum 1)
solre los conoetmienios, por efemplo, s conoes
ka forrma die trasmisian de b enfermedad, los sin-
s ¥ estrateglas de curmcton, las actiudes y
las praciicas come estrategias de control, formas
locales de ratamiento de la enfermedad entne
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Encuesta mealizada o b comimidac an la sona de estudo
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olras. Las encuesias se reallzaron casa 8 casa en
todda la wona de estudio, previo aviso a lideres ya
Ly cormunicdad an gencral. 5o oncuesio g s per-
soas mayores de 15 anos gue ss encontraban
o b restdencia en el momeniode hacer b visiia,
SopEplied @ las persons de gqud se trataba lbon-
cuesla ¥ s lormulaban s pregunias de forma
individual para gue los hombres sdulios no in-
Muenciasn com sus respuesias 2 las mujeres v a
has povenes Tambldn se imdagt por los papales
cue desempenan bombres y mujores (renie a la
enfermedad, con el fin de tener una aproxima-
el cuaniEnva solme lxs CAP en la region.

La informacion de campo foe sistemattzada
y organizada en s categorias de andlisis v, pos-
terlarments, e procesadas con o programa
SPSS 10 (IBM Corp, Armaonk, Estados Unidos)
para ideniificar asockaciones entre las diferenies
categorias de respuesias de las vanablos s ¥
procedencia, Seaplicd la procha de signiflcancia
catadisiica ¥ ¥ se conslderd como smifllcativo
un valor de p< 0,05,

Comité de ética

El proyecio Fawdio Feoepidemioldgioe para la
Prevencidn y & Control de la Leishmaniasis en
Acarndi, Chocd comtd con el aval de la Secretaria
e Balud de Choed (convenio del 16 de marzo
chee 2004). Tambdén fue aprobado por del comitd
clentifico de |a Sede de Investigacion Universiia-
ria de la Universidad de Antoquia, v fue avalado
por del comitd de &lca animal (acta nd SEC007)
de la misma universidad. Adiclonalmente, el
Programa de Estudio v Control de Enfermedacdes
Tropicabes (FECET], cuenta con habiliackin ante
In Direccldn de Saled de Antioguia (DSA) para
la prestacidin de servicios de atencldn en salod
voeoriilieackin IS0 anol paca la atencion de pua-
clentes desche el amo 20010,

Resultados y discusion

S pncuesiaron o lolal 252 persongs, 130 hom-
bres y 122 mujeres, todas mayores de 15 anos,
previo conseniimienio de los padres on el caso
de bos menores de edad (Figura 2).

Las veredas coentan con una poblacien aproe-
aimada de 300 familizs (1500 persomnas), con un
alio porcentaje de nifos menores de 10 akos, Se-
giin los datos oficiales del monleipio, ay enire
cuairo & clveo nifos por familia v el 15% de 5
poblaciin es menor de cineo afios W,

En general, cada vereda estd conformada por
dos o tres parenielas que tenen presencla des-
che s fundackdn. Ademis, cohabiian un ndmern
atnifcative de poblacidn legada desde iInterior
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del pais (zona andinal, especialmente desde ol
depariamento de Antloquia v se han manteni-
cley ermy proweesos de migrackin descontines desda
s 40 amos, Los primenos cobonos legaron mo-
tvados por la posibiilidsd de acceder a las termas
balkdizas (son baldios, y en al concepio *perime-
cerr el Mlerdo, fos ferrenos sttuados dentro de bos
lirnites del territorio necioral gue carecen e olro
plugemia™ At 44, Ley deTerras 1930), ko gue incen-
v I mizracion de mes pobdasckon, que querizn
alouirir terras baratas donde asentarse y calil-
var en ellas frutales, maderables y producios de
[T COIET,

La agriculiura, ka pesca ¥, en menor medida,
I ganaderia eran hasta hace poco la base del sos-
T econdmilen, S embangn, laacogda que ha
fenbde ¢ turisme ¥ especialments of eeolurismaos
y el trtsme de aveniura de bajo coste, iInfloeneid
hasta mediados de la década dol 2000 §a trastor-
maciin de la economia del legar,

Fn umia Invesfigackin reclente 15, se indican
las muevas trasformaciones de carbeier social y
prondmicn que eeurriercsn en e Aliimo usino
per la presencla permanents de gropos al mar
pen de ka ley que ha Hevado s un detdmento ain
mids stgnificatvo de la agriculiara local, que es
elercida de forma permanente por silo sels de
las 200 famdlias. Asimismo, se constala la alia tasa
de deforestackin por la explotacidn legal de la
madera, los culttvos iHclios v la expansidn de la
ganaderia; el detertoro de los recursos marino-
coslerns que ha generado a su vex la disminucicn
en la pesca y en el consumao de producios marl-
nas; |a reduccldn slgnificativa en la demanda ho-
telora v la alta dependencia del mercado externo
di alimentos y materiales para la construccian,
proverdentes desde el margen ortental del golfio
de Urabd, especilicamente desde el Municipio
cle Turbe (niioguiza), Finalmenie, se olserv un
evidente crecimeniode 2 poblacton por el efoec-
o i s moevas migrachones ¥, por o ianio, una
o presiin sobre o8 recurses naliloes 16,

sobre la enfermedad

La ledshmaniasis es una enfermadad eonocida en
la rergtdin chesche hioe unos 30 anos con el nom-
e de *piio” o "malteven” v alpunas personas la
reconoeen comao “leshmaniasts”, Los mas viejos
de la comumidad conservan e su memaerta of rs
formas de nombrar este padecimienio como
"Ispjucn” o “yalewi®, el primens mas osado enine
less homibies v ol segundo entre las mujerss, en
una proporcidnde 13a 1,

En cuanto a las denominackones pof vereda,
seenconirddiferencla significativa para Chingan-
di, en donde predomina el nombre de =Bejuco®
¥ “Malteves®, perm no “Yaiewl®, En Trigand v San
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Disiribuciin pomentual por adades y seso de b poblaciin encuestada en la 2o0a de estudio,

I diyeran
* Bl I Hoshin
&5.05
-
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B 2535
1
g 1585
Lo =Ml m 10 =] L

Franctsco no relactonan ol nombae de *plio” con
lelshmaniasis. Bsios apelativos, que se han en-
contrada en by cosia pacilica colembdana de este
Departamento 17, son represoniaciones elabora-
das a partr del imaginaro colectivo para rala-
clonarse con un fendmeno que es desconocido,
pere que sz pretende hacerlo familiar a parir de
creencias ¥ practicas de la comunidad con res-
pecto a la misma

*Vins wvas carniruande e el rreonde, wis andando
¥ ey i planta que e un especte de palmila
e s erpresa a move, o resto estd guiete e
i s eatd mowitenda, Ie pareee a wno costiad 'y
sigue camingdo y vuelve y Gpvirece, W se e
2 a tndrigear eamao esioy dando vuelias en clien
b, e s raevek, camuinia @l eamino y o luaee
perder s le dice “paten” se queda groiela ¥ noe jode
muds. s un espririin burkdn de b seloa® (Hombre
e 50 afis edad, residente en Chgandi).

Umberto Eco se reflere al slgnifcado de un
térmminog como una unidad gque culiumlmente es-
i definkda v distinguida como entidad por odo
ol colectivo. Entender esias unidades culiurales
eouivale a entender ol lenguage como un fend-
e social 18, Es asi como la comunidad aco
rexferencts @ dos Opos de leskones gue nombran
¥ bes adan un significacdo, sopin I manifesisesin
clintca de la enfermaedad, “pie macho® o *pie
hermbsra®, al cual le adjucican sgmilicacdos que en
s forma simbdlica hacen eferencia a la maneta
o g conciben & los géneros v al rol que desem-
perian ko el hombse, come b mujer, dentro de
la soctedad (Frgura 3).

Soun wartas ks formas de caractenzan ka lesion
que denominan como “pils hembre® * 5 e e

rat e ha heeibre 3 mo duele, B oa crectendo, ore-
clendo, B g von formndoe como wias Wics ¥
conbénicdole a uno, e por medio de e Bicas...,
cabenrnaler srbo elesira o mklor g bitices [la onloer-
imecla] micr cowne mes”, *Corno sale o bos dos dins
enpesd o covrier o comer de e vez L hesdirg
recr s prrenfeenalizn oo por enci y se wa regando. La
Fervmbra o pruls febedl die curar gue of macho, es ln
e conree ¥ Rutee pozo repidiio”. Mieninas al "plio
meeho® los describen de la sigulente maners: " E
sl vt prairct e aled e como e se moleste ef dereo-
raa en cowtier, fo crece, B mvacho ro come, 8 come
T peara derinn, pero mey leio. Se queda oo
wre erelin, o abre la boca coms b odre Ne sale wna
Iammhita, stno un puriito regrito, Vol =8 o o
clerdi. Vs muy diffell de corar”, asl lo deseribid on
hombire de 28 anos habitante de Trigana quicn
i la enfermedad.

El géiniero se consiluye ¥ oxpresa @ iraves de
Ins relaciones soclales, roles ¥ expectativas, liga-
dos a las atrbuciones femeninas ¥ masculinas,
que no son fjas ¥ cambdan segin la culiura y a
o largo de la historia 19, Bl apelativo de macho se
rediere A que o8 una leskin muy feerte, méds agre-
sival, s difict de corar. Bl pito hembea se rellen
a1 naria bestin bl menos agnesivea Y e respon-
dher imvegor al Craambenio, asi come a su cagac il
i regarodduc e, porgue s e e

S denola en esta forma de relerenctar la
enfermedad kb concepeidn patriarcal amalgsda
o ol pais §, en espectiln en este deparamento,
Auncue hay una larga tradicion entre ks com-
nidades rurales de privileglar la educacian &n
Ios hijos varenes 22, al parecer son eatas as que
mejor manefn e conceplo de la enfermedad,
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Figara 3
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Marifestacion climca del “pito hambea” (equiced) y del “pito macho” (derecha). Muniipio de Acandi, Departamento de
Choct, Colomibta, 2008,

Fotogralo: Andrés Véler Mia.

relaclonan ampltamente el pito con letshma-
nlasts, saben que el mecanismo de transmision
es por la picadura de un mosquito, que su tra-
tamiento es con inyecclones, reconocen el sitio
de mfecelén en el bosque y no en la casa, y que
Ia forma de preventrlo es usamdo ropas largas.
Por otra parte, los hombres reconocen el vector
dentro de sus casas y al toldillo como un factor
de proteccién.

Desde el punto de vista clinico, encontramos
que [a importancia que se le da a la enfermedad
tlene que ver con el tpo de lesidn que presentan,
el lugar del cuerpo donde se manifiesia k lesién
y el tiempo que Heven con ella. SI ben manifies-
tan clerta preocupacién por el proceso fisico
de Ia lesion, existe tranguilidad ante una enfer-
medad que no les causa la muerte y les permite
segulr trabajandao.

Se encontraron diferentes conocimientos,
actitudes y pricticas de acuerdo al ongen de la
poblactdn, Es asf como los denominados pal-
sas llegan como habitantes de la selva, pues son
los sectores alejados de la cabecera de los co
rregimientos y zonas medlanamente pobladas

los preferidos por esta poblacién para asentar-
se. Establecerse en un lugar hostil, como lo es el
Darién para la mayoria de los citadinos, denota
sacrificios y fortalezas de cardcter fisico y emo-
clonal para asumir el rabajo y la profunda sole-
dad que experimentan los nuevos habitantes de
£51a8 Z0Nas.

En este contexto, la picadura del vector, el
desarrolio de la enfermedad, la cura y la subse-
cuente clealrz, os un proceso con una Tuerte car-
ga stmbdlica. La clcatriz en la plel, es para algu-
nos de estos migrantes una senal Inequivoca de
acoptacion del espirtiu de la naturaleza presente
en ese lugar. Por esta razdn, la leishmaniasis no
tene ¢l caracter Incapacitante, por ¢l contrario,
es un permiso metafisico de permanencia, k-
mado o *sello de la selva”,

Contrariamente, para los afrodescendientes
y la poblacion “Chilapa®, es una enfermedad n-
capacitante y desligurante. Por esta y ofras ra-
Z0NeS, ¢8108 grupos no son visitantes y mucho
menos habitantes del besque y prefleren vivir en
a zona urbana de los corregimientos,



Sobre el vector

El 8% die los encuestados relaciona la enfenme-
dad con la picadura de un mosquibe, pere
sabe o mr ke proporcionan nembre. En algunas
zonas como San Francisoe y Trigand lo laman
“Chitm”. Tambidin s¢ conoce con ¢ nombre de
Alus” o *Palomilla®™ y Aludo”. Nadio reconocs of
HHESGUID [rRAns nniser omns “ljen’

Sobre ol sistoma do salud

Lag condicienes del sistoma de salud son proca-
riag, ¢l hospital de Acandi sdlo cusnta con dioes
mitdieng murales o afie, qubenes mo tenen clar
quie: &5 b lelshmaniasia, ni su esquema de ira-
tambenio, Adiclonalmente, ¢l cosio del despla-
sambento deade e lugar de resldencia hasia el
hospital cscilla enire bos LSS 15 y USS 20, 1o que
supera b eapacidad ceondmica di alpunos habi-
tandes, Bn loa eomegimbenios o veredas dil esin-
disr log centres de salud cstin abandonsdos, silo
en San Franciseo hay una promdatorn de sahad,
y s pasesia de salud sdlo fiene capacidad pam
alendder emergencias menores.

Hay una alia desconfianea par o sisiema de
salid, cspecialmente del que offece el hospital
die Acanedi en ol diapndstico de la leishmaniasis.
Poer esia razdn, quiienss fienen mayors mecuirsns
eormimicos en el secter, prefieren salir hasia
Turbso para tener un diagndstice acertado. (roes
prupss ecomimicamenic memnes worecidos pre-
fieren curarse empiricamente con la medicina
trazlicional antes que ir al Hospital del muanici-
pig. Toda esta suma de factores aywdan a que en
la comunizliad se fortalerca miis Ia idea sobre la
convemencia de ulilizar plantas u sieas préciicss
para cerrar as dleerns S pragmatiseoe bos leva,
cope i recumso, a buscar una Gealrmsackin
diz la Iserida gin importar los needios para lgrar
erbi fin.

N sz e b e i on ks enouestas, ol
Gii% el e scudinda all hosgital gi s enlermara,
San emibango, e de resaliar goe por cada hivmbe
i & rada con un ratamienie comeebonal
{hecciones de antimanio de meglomine) hay
13 i fesres gz b hace di forma casera con plan-
tas, pomailas o guemando & lesldn con aechan
u ot metal calicribe]. De ks misma manera, esis
relaciin ae mantiene on b decisiin de recurriral
comnse imbents die una pesaona mayor, en higar dee
ir al hospital en casao de cnfermarse

Tamtn los homberes, comie las muojeres, estin
en ricsgn de enfenmanse, debido a la domicilia
ciin del vector. Esio se demuoesima por la ines
tencia de diferencias estadisticamenie signifi
cativas en la encoesta de intradermorreaccidn
diee Mondenepro, que estabdece la prevwalencia de
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infencidn (datos no mostrades) en la regidn. Sin
embargs, las mujeres siguen sin acceder a bos
servicios de salud, en este caso, por su progia
percepoidn de los sistemas de sablud, como los
describid Veder et al. 20,

Sobra la prevencién

Hedackmmn la cnliormeadacl con ciortas prdeticss
gue implican o accese al bosgue, como la ca-
za o el aserfo. & la pregunta: pdénde eroe quo
s aclequiere la enformsedad? Bl B3% alirmd gqua
e @l bosspuar o on la selva, Bsla mespuesia e
diferencias estadizlicunents significativas enlm
hosmileres § mujeres. Porcacda 15 majeres, sibe un
hombere reconncs ol desgo de coniraer la enfer-
medad en la acha, Los hombres por sus kabones
sl la poblacian més sulnerable en esie tpo de
amblenie, por lo tante al no weonecer o desge
en ba sebva, no endrin medidas de prevenciin
para evitar la infecelon en esie ogar

En contraposickin salo o 125 afirma gque en
la casa se paiede adeuiiric la enfermedad. Por ca
da mujer hay trece hembres que afirman que la
lishmaniasis es posible comtracda en e interior
diz la vinienca. De la misma manera que e case
anterior, en dende parecen estar irsiecados los
sabieres, debherfan ser las mujeres quicenes reci
nocieran esie ricspo, pues son ellas las encamgna
das de las labores y cuidados de Do fmilia. Al me
reconocero como tal, se produce desonido en ks
mirdiclas de prevencidn y control delas enferme-
dades vectonales, comwy o wso ded ol dillo, las fu-
migzciones, cmire tiras. Esto pueste serun faclor
imporiamnes en el ammento die la prevalencia @ in-
ciklencia de ln enfermedad, especialmente en los
niike. Por jenpls, on San Francsos s eseenln
una pogilividad on la procha de Montenegoe en
miios mwemores de cino aiios de an T

Uiro Taclor importanie o2 la ereencia de las
poerzonas e su capadcicaxl de comtrlar ke gque les
paasi, 4 5 o el contrarke piensan que b gque les
susvide ex obwa de luerzas superieoes a ollos, obra
iz b swnerbee o dr una expecie de dios gqua le pone
piiehas & au fe 22,

Eaie ilges dhi peflexiomes lova a bomear ona ae-
i pasiva y de contemplaciing con meepecio §
laes medidag de prevenchin ¥ control de la cnfer-
msirdacl, 5 kas personss cieen quie independicnte
di b quie hagan van & contraer la enbermedad,
no & hard ninggin esheno cn bomar medidas
para prevenida. Fste rmsonamicmto es reforea
do y propagade por la iglesia evangdlica de cone
pemtecnsial que de alpunos aflos para aed, mis o
meenns siele, no si#o se ha establecido, sino guoe
sitha propagado en la =ona 18

Unin dhe msesiros interlocuiores evangilicns,
una mmijer de 43 afios angumentd: “A peces s

Cad Saaicle Biblia, Bio de daneien, JOC10 P 32980 osi, 2114
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social ¥ ouliuml, cirounscrito sdlo en la dimen-
sidn biddgica y médica, lleva al Fracaso en los
programas die prevencidn v contrl de la enfer-
meedadl Esie tipo de proyecios y la nueva polilica
en ciencia y ecnologi en e pals, busea Bvore-
cer los esbhudios interdisciplinares, ayudando a
abaordar los problemas de imestigacidn en for-
i holistica.

Regumea

A letshirmardee armericana [LTA) & coveside-
rinda earv probieme de sadde priblivag e iode o reurdn,
# st dnciddngda no Coleabie # de 12 il cosos por ane
(% preggraas die contrale implemen tados muitas eees
Jalkam, provelmen i, por igoorarem o ceracerien
s ey, eondmivas ¢ deresgrdficas das reples on-
e ol aooyre. Cormad pearle de am extado de Hpe
ernepiderindipon, peske oripe apesselomos o5 el
feaadoes el wrm esiugle sodve os Covchecimen oz, Alindes ¢
Prdudes (AP sobre g leishouaveiose cm popakaptes m-
rirkes iy ek fpin de Avardy, ng regite do Darfen oo-
loribiarn, Parg o estudo b uiilizados ferramenras
qaeliimiivas come & elnogngfia © quendiieivas ceme
levarataraeaios. 8 resieltakos iredicam g o pofila-
o desconhece aspecios fienadamendads i ITA, roms
por exergpin, o webor Al dive, exstem difenpe pos
CAP por sexo ¢ Hipo de populands, mes ndo pela dreg
penprdfiva. Deata formie, o o abvodagerr seidencia
F mepiigtneia dos eates pihlives de savide, snombenodos
pefo poverne do exlacde, Exia repligencia & wm falor de
TR fa P o o,

Lalshmaniree Culdee Cenkecimenios, Alndes &
Pridrica e Saode Doeagos Meplipevacioelas
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Finalmenie, ¢l desconocimientio de la pobla-
ciin en cuanta & las Brmas de ansmisiin, pre-
wencitn y control de la enfermedad, la dificalad
del acceso a la atenciin meédica y al tmiamienbe
ewidende en la cromicidad de lesiones {de hasia
tres afios), asi como el allo subregisto, demues-
tran céimn o traves de uma enfermedad como la
lisdmaniagis so desnuda el abandono del estado
e esla regidn del pais
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Abstract

Background: In 2007, an alarming increase in cutaneous leishmaniasis
cases was documented in the region of Darien, located in the Northwest
Colombia. The high incidence of leishmaniasis represents risks for both the
health of the local population and the development of this region, which has
recently become a focus of touristic interest. Entomological surveys and clinical
studies have been conducted in some localities of this region. Methods:This
study was developed between 2008 and 2009 and comprised several field trips
to the municipality of Acandi, Choc6. We conducted an entomological and an
epidemiological study in the field. Adult phlebotomine sandflies were collected
using CDC light traps and Shannon traps. An epidemiological survey of the
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local population was conducted using Montenegro skin tests and parasitological
diagnosis on patients with suspicious skin lesions. Additionally, the parasite
strain was determined for each case. Insect collection data were compared with
eco-epidemiological data, such as positivity for Montenegro skin tests, human
urbanization patterns and weather conditions such as precipitation. Results: A
total of 4,177 adult phlebotomines belonging to 25 phlebotomine species, 23 of
which belonged to the genus Lutzomyia (Lu.) were collected. Of these sandfly
species, the following three have been incriminated in leishmaniasis
transmission: Lutzomyia panamensis, Lu. trapidoi and Lu. gomezi. Moreover,
the peridomicile and intradomicile presence, abundance and the constant
frequency of Lu. panamensis suggest its role as the main vector. Although
there was a higher abundance of phlebotomine species in the rural area, the
semi-urban environment had a higher recorded intradomicile density of vector
species. Most of the positive Montenegro skin tests in young children (less than
5 years of age) were also found in the semi-urban environment, where vector
species had a significant proportion of the overall insect collections. The
presence of Lu cayennensis cayennensis stands out as a new record for
Choc6. ,Conclusions:Although most of the cases of leishmaniasis are
considered to be the outcome of extra-domiciliary transmission, it is important to
highlight the presence of intradomicile vectors, which were found to be related
to the annual rainy seasons. The presence of Lu cayennensis stands out as a
new record for Chocd. It is possible to infer that leishmaniasis has three distinct
epidemiological transmission cycles for the Choco region as described here,
and the disease cycles are affected by the levels of urbanization as one of the

main factors identified in this study.

Key words:
Chocd, phlebotomine  sandflies, Lutzomyia panamensis, Eco-
epidemiology, epidemiological risk, leishmaniasis transmission,

urbanization
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Background

The subfamily Phlebotominae is represented in America by the following three
genera: Brumptomyia Franca and Parrot, 1921,WarileyaHertig, 1948 and Lutzomyia
Franca, 1924 [1]. Genus Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) plays a fundamental role in the
epidemiological cycle of leishmaniasis, as it comprises some species that are vectors of
the Leishmania parasites (Protozoa: Trypanosomatidae).

Leishmaniasis is a spectrum of diseases with a worldwide distribution in 99
countriescaused by some species of protozoans of the genus Leishmania,
subgenusLeishmaniaand Viannia, which affect the skin, the mucosal tissue and the
internal organs [2, 3].

Humans develop a Leishmania infection when they are bitten by phlebotomine
sandflies that are infected with the parasite. The sandfly vector becomes infected by
feeding on the blood of an infected individual (anthroponotic cycle) or an animal reservoir
host (zoonotic cycle). When an infected sandfly feeds on a host,its proboscis pierces the
skin, the saliva containing an anti-coagulant is injected into the wound to prevent the blood
from clotting, and the Leishmania promastigotes are transferred to the host along with the
saliva. Promastigotes transform into amastigotes, and the latter multiply in cells of various
tissues and infect other cells [2, 3].

The ecology of leishmaniasis vectors in tropical countries was originally
documented in sylvatic environments, where they fulfill their biological cycle [4-7].
However, the impact of man on the natural environment and sylvatic ecosystems due to
deforestation and land-use modifications has generated a notorious increase in human-—
vector contact as well as changes in the behavior of these insects [8, 9]. The presence of
vectors inside houses is an example of a behavior modification, documented for some
species of phlebotomines, which is due to the alteration of the wild environments, which
favors the incidence of transmission of leishmaniasis [10, 11]. The urbanization process,
landscape modification for agricultural expansion and vector adaptation to peridomiciliary
environments have often been proposed as important factors increasing the probability of
urban and peri-urban leishmaniasis transmission in South America [12, 13]. Consequently,
there is a need to further study such risk factors in the epidemiology of leishmaniasis,
especially in regard to its most frequent clinical manifestation, which is cutaneous

leishmaniasis [14, 15].
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In Colombia, leishmaniasis is endemic, and it affects mainly human populations that
inhabit rural and sylvatic areas [16]. In the sylvatic regions of Colombia, economic and
social conditions are precarious, and health services are scarce or nonexistent. In such
circumstances, poor human populations rarely have the opportunity to be diagnosed or
treated when suffering from leishmaniasis. This underdiagnosis leads to under-reported
statistics of the disease incidence to such a great extent that in some rural areas,
approximately only one out of ten cases is diagnosed, and thus a very small portion of
cutaneous leishmaniasis (CL) is treated [Vélez ID, personal communication]. CL is
recognized as the most common clinical form of the disease in Colombia with 14000 cases
recorded annually (on average) by the National Institute of Health, between 2006 and
2015 [17]. In the province of Chocd, populations live in great biodiversity but in extreme
poverty and alarming social conditions; local ecological factors, such as vegetation,
altitude, geomorphology and weather, favor the abundance of fauna and flora, which in
turn, determine the presence of parasites, vectors and reservoirs [18]. Therefore, in such
environments, the local transmission of tropical diseases such as leishmaniasis is
expected. Despite this natural richness, this region has a poor health service coverage
[19], with an extremely low official report of Leishmania cases (18 cases in2009) [20].

In tropical areas where leishmaniasis endemic, studies on vector species that
address their distribution, ecology, and behavior as well as their association with human
environments, which are factors that determine the epidemiological risk, are needed. The
present study aimed to determine the composition and geographical and seasonal
distributions of phlebotomine species within one region characterized by distinct
urbanization patterns and to correlate these factors with epidemiological data.

Materials and Methods

Area of study

The study was developed in the municipality of Acandi (8°53' N,77°23' W) located in
the extreme north of the province of Choco, on the border with Panama in an area
between the Caribbean Sea and the Pacific Ocean (Figure 1). This area presents on
average 2.926 mm of rain each year, an average temperature of 28°C, 90% of RH and is
located at 20 m.a.s.l. where a dry period is expected to occur from December to March
and the annual rainy season is expected from April to November. Due to the geographical
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conditions, Acandi is influenced by the global phenomena of El Nifio and La Nifia, which
directly determine the inter-annual variation of rainfall patterns in the Colombian Darien
region [21, 22].

The municipality has a total area of 1551 Km? and a population of 9,000 habitants
of whom 4,500 live in the rural area. Acandi belongs to the ecoregion called Darien on the
Caribbean coast [23]. Within the municipality of Acandi, the villages of ElI Aguacate, Sardi-
Trigana and San Francisco were selected as the areas of this study. 1) EI Aguacate is an
area that extends from the seashore to the middle parts of the mountains, connected to an
area greater than 200 hectares of preserved forest fragment with different species. Houses
are built mainly with wood and are separated from one another by forest patches, thus
fragmenting the sylvatic environment. Such houses are in the middle of the forest where
settlers established their living with an estimated population of 100 inhabitants. The region
is mainly touristic and will be termed "sylvatic". 2) Sardi-Trigana is 1,200 meters from the
shoreline and is similar to a rural area, with food crops in the peridomicile, and houses built
of brick and wood. The local economy in this part of the region is primarily agricultural.
This area will be termed "rural", where settlers and Afro-descendants live with 350
inhabitants as the estimated population.3) San Francisco has houses built of brick, close
to one another and grouped in blocks divided by streets, with water, electricity and
telephone utilities. A third of the aforementioned area is mostly urbanized. This area,
termed "semi-urban", has 1280 inhabitants mainly formed by settlers and Afro-
descendants. The detailed description of this particular area and its human population can
be found in Alvarez-Salas and Galvez-Abadia [24].

Entomological monitoring

The field work of this study took place between September 2008 and November
2009 with bimonthly entomological surveys. A total of 54 houses were sampled, 18 houses
in each of the sampled localities (sylvatic, rural and semi-urban), all of which were selected
according to the presence of active or previous leishmaniasis cases diagnosed by our
research team or by the health authorities of the area.

On three consecutive nights, 15 CDC light traps were distributed in three houses in
each of the sampled localities, one in the intradomicile and four in the peridomicile,
between 18:00 h and 06:00h.Similarly,1-4 CDC traps were placed in the extra-domiciliary
of each household depending on the type of extradomicile area. Additionally, Shannon

traps were set in extradomicile areas between 18:00 h and 22:00h.The peridomicile is the
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space located in the immediate surroundings of houses where communities usually have
survival gardens, domestic animals and their social activities related to entertaining and
leisure. The extradomicile is the wild area (not completely modified by the communities)
around or close to the houses where there is local vegetation or wild landscape. A total of
8.100 hours of CDC intra- and peridomicile trapping were conducted.

With the aim of comparing the entomological results between localities, we used the
CDC intra- and peridomicile results of vector species, as Lu. panamensis, Lu. gomezi, Lu.
trapidoi, expressed as vectors/trap/night.

All specimens were preserved in 70% alcohol, and the samples were transported to
the medical entomology laboratory of PECET (Program for the Study and Control of
Tropical Diseases), University of Antioquia. The samples were processed and identified
following the taxonomic keys of Young and Duncan [25]. The vouchers were deposited in
the Vectors and Host Intermediate Collection of Tropical Disease (VHET) of PECET,

Medellin, Colombia.

Study of clinical aspects

In each of the sampled Ilocalities (sylvatic, rural, and semi-urban), an
epidemiological survey was conducted using the Montenegro skin test (MST) [26].The
antigen was prepared by the Program for the Study and Control of Tropical Diseases
(PECET) previously described by Ramirez JA et al. 2000 [27] from a pool of autoclaved
Leishmania (Viannia) panamensis (reference strain Mhom/PA/71/LS94), obtaining a final
concentration of 2X10° promastigotes/ml. The antigen was stored at 40°C until use. A
dose of 0.1 ml of antigen and a control solution (physiological saline containing 0.5% of
phenol) were administered intradermally in the forearms. Delayed-type hypersensitivity
reactions were read after 48 hours, using the ball-point pen method to define the area of
induration [28]. The test was considered as positive when induration sizes were 25 mm
[29]. The aim of the is to determine the prevalence of the infection by Leishmania spp. and
to identify the population group with the highest risk of infection. Additionally, an active
patient search was performed, seeking out skin lesions suspected as leishmaniasis. For
the diagnostics, smear samples were taken, which were cultured in an NNN medium, and
Polymerase Chain Reaction (PCR) was then performed; the detection of parasites was
performed using the PCR primers Jwl1ll and Jw12 [30]. The confirmation of parasite species

was performed by isoenzyme techniques in the “Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose” (Rio de
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Janeiro, Instituto Oswaldo Cruz)as described by Cupolillo et al. [31]. Moreover, we conducted PCR
amplification and posterior sequencing of a fragment of the Hs70 gene, using primers

previously described by Graga et al. [32].

Statistical analysis

The relative abundance (Pi) of all collected species in each sampled locality was
calculated as follows: Pi=Ni/N, where N is the total sum of individuals of all the species
and Ni is the number of individuals of one species. Sampling effort was calculated as the
number of phlebotomines collected per CDC light trap per night per locality. The Sorensen
similarity index [Cs=2j/[a+b]] was applied to demonstrate similarities between populations
of phlebotomines and sampling sites (localities), where j is the number of species found in
both strata; a is the number of species found in locality A; and b is the number of species
found in locality B. When the indexes are equal to one, there is perfect similarity between
the strata, and if the indexes of the area are equal to zero, there is a perfect dissimilarity
[33].

For the analysis of the relationship between precipitation and the abundance of
vector species (according to capture effort), monthly rainfall data from the last ten years
were used (1999-2009) obtained from the weather stations of Titumate (a small town
located approximately9 Km away from the study area and Acandi and daily precipitation
records from the station of Acandi for the years 2008-2009 as reported by the Institute of
Hydrology, Meteorology and Environmental Studies (IDEAM, Colombia) [34]. Data were
tabulated, and the 25th, 50th and 75th percentiles were calculated using a box and
whisker plot to categorize the degree of pluviosity as high (>443 mm), medium (143-442
mm) or low (1-142 mm) intensity. With these categories, a chi-square test was performed
to determine differences between the degree of pluviosity and the total numbers of vector
and non-vector phlebotomines using the SPSS15.0 software. This same methodology was
used to determine the significant differences between the positivity of the Montenegro skin
test with groups of age and gender.

The analysis considered the Oceanic Nifio Index (ONI) of the Equatorial Pacific
supplied by the Climate Prediction Center of the NOAA. Through this index, an episode of
El Niflo—Southern Oscillation (ENSO) or La Nifia were defined as an anomaly of the
surface temperature of the East Equatorial Pacific that lasts at least five consecutive

months with a value superior to 0.5°C [35].
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The D factor was calculated with the following formula: D = [SUM [DCPi] —
SUMINI]]/SUMI[Ni], where DCPi is the total number of consecutive days without
precipitation each month; i is the chosen period of days; and Ni is the frequency of days
with no precipitation [36]. The persistence in days with no precipitation was recorded
manually for a period from 2008 to 2009. The D factor allowed us to know if the rain was
well distributed 0.0<D<1.0 and if there is no soil moisture deficit; Conversely, D>1.0
indicates predominantly dry days, with the possibility of a drought. The results were
compared with sandfly abundance and total monthly precipitation.

Results

Entomological study

Twenty-five species of phlebotomine sandflies were captured, of which 23 belonged
to the genus Lutzomyia and two to the genus Brumptomyia, grouped in 11 subgenera and
four taxonomic groups of the Phlebotominae subfamily (Table 1).

A total 4.177 individuals were collected, with 96% from the Lutzomyia genus and a
2:1 female-to-male ratio. The following seven of the 23 species exhibit anthropophilic
behavior and have been incriminated as vector species: Lutzomyia panamensis, Lu.
gomezi, Lu. trapidoi, Lu. ovallesi, Lu. olmeca bicolor, Lu. sanguinaria and Lu. ylephiletor
[37-41]. Fifty percent of the collected specimens were vector species. The most abundant
species were Lu. panamensis (37%) and Lu. carpenteri (14%) (Figure 5). We found that
the area with the highest vector abundance, estimated according to the collection effort,
was the rural area (6.9 vector sandflies/trap/night), followed by the sylvatic area (3.1 vector
sandflies/trap/night), and finally the semi-urban area (0.95 vector sandflies/trap/night).
However, the vector abundance in the intradomicile was higher in the semi-urban area
(1.36 vector sandflies/trap/night) than in the sylvatic area (0.76 vector sandflies/trap/night).
Additionally, the species composition is presented on the graph 1 and 6 for each one of
the study areas. The sylvatic environment has 19 Lutzomyias species, but this number
decreased in the rural area (n=16), with the lowest composition observed in the semi-
urban environment (n=13). Most of the species that were not in the semi-urban area were
not vector species. Moreover, when comparing the number of vector species collected in

the three different study areas, the proportion of intra- and peridomicile vector species vs.
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non-vector species was 2:1 in the urban area, whereas in the sylvatic environment, this

value was the opposite (1:2).

Distribution of phlebotomine species with relation to the collecting method and their

proximity to the domicile

Most individuals (88%) were captured with CDC traps, including all of the Lutzomyia
species. The majority of the species captured in Shannon traps have been reported to
exhibit anthropophilic habits (Table 1).

Regarding proximity to dwellings, the most captures were made in the peridomicile
(85%), where most species of medical importance were also collected as follows: Lu.
panamensis, Lu. trapidoi, Lu. gomezi, Lu. olmeca bicolor, Lu. sanguinaria and Lu.
ylephiletor. Figure 2 shows the abundance of individuals of vector species collected with
CDC traps in the intra- and peridomicile, according to the site of capture in the semi-urban,
sylvatic and rural areas. We can observe that in the rural and sylvatic areas, there is a
higher vector abundance in the peridomicile than in the intradomicile. The opposite is
observed in the semi-urban area, where there is a higher abundance of vector species in
the intradomicile.

Using the Sorensen index, it was possible to find similarities between phlebotomine
communities and the study sites. According to the results, the similarity is higher between
sampling sites in the rural and the semi-urban areas (SSo = 0.848), and rural and sylvatic
areas (SSo = 0.717).

Association between precipitation and the abundance of Lutzomyia species

According to the values of precipitation over the last ten years (accumulated
precipitation) reported by IDEAM for the area of study, Acandi exhibits medium-to-high
rainfall for most of the year and only one dry period from January to March. In Figure 3, the
accumulated monthly rainfall is presented for the years 2008 and 2009 as well as the
number of vectors/trap/night/month of capture. The monthly variation in vector abundance
related to rainfall showed the highest peaks during the rainy periods, for example in Nov
2008 and Sep 2009. According to the National Oceanic and Atmospheric Administration
(NOAA) and the Oceanic Nifio Index (ONI), the period between June and December of

2009 corresponded to the El Nifio phenomenon. However, the decrease in rainfall for this
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region was evident until November 2009, when the lowest percentage of phlebotomine

collections were recorded.

No statistically significant (p < 0.001) differences were found for the capture

abundance between vector and non-vector species in terms of rainfall intensity.

Association between capture of vector sandflies of the Lutzomyia genus and

positivity of the Monteneqro skin test

Of the 230 MST applied, 29% were positive. The positivity rate was significantly
higher for men (35%) than women (22%) (p< 0.04). Eight of the 44 children under the age
of five (18%) tested positive, with the highest positivity for children occurring in the semi-
urban area (Table 2). There was no statistically significant association between the
prevalence of Leishmania infection with indoor collections of sandflies. However, there
was a significant positive association between the MST and age groups (p = 0.006) and
between the MST in children under the age of five and vector domiciliation, and a negative
association between MST in adults and vector domiciliation (Figure 4). When MST results
are compared across age groups and localities, a significant result is observed for only the

rural area (p = 0.03).

The MST was repeated one year later in the semi-urban and sylvatic areas on
people with previously negative results, and MST conversion was found to be 22% in the

semi-urban area and 33% in the sylvatic area.

Human cases

Thirty-six people with active lesions were evaluated, of which 16 had proven
leishmaniasis diagnosis: 13 from culture and three from smear tests. The type of skin
lesion that predominated was frank ulceration with regional lymphadenopathy, localized on
the inferior and superior limbs for CL and compromised the nasal anterior septum for MCL
in one case. Most of the leishmaniasis cases occurred in the semi-urban locality, 10
cases; four cases were found in the rural locality; and two more cases were found in the
sylvatic locality.

Considering the 16 cases found in this study, 10 cases were recorded in the semi-
urban environment, which means that 0.7% of the total population for this specific locality
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was positive. In the rural environment, the 1.42% (5 individuals) of the population was
diagnosed with leishmaniasis, and in the sylvatic area, only 1% (1 individual) of the

population tested positive for the disease.

All of the 13 isolated strains were identified as L. panamensis, and 16 positive
patients were successfully treated with a Miltefosine® dosage according to the official

recommendation by the National Ministry of Health [42].

Discussion

The geographical position of the municipality of Acandi, with the tropical forest and
the specific characteristics of its weather, maintains an ecological environment that has
allowed the establishment of several animal species, showing a high level of heterogeneity
in biotic communities [43]. The region is endemic for L. panamensis; however, no eco-
epidemiological studies have been performed in this region to understand the transmission
dynamics. This study found a high abundance and diversity of phlebotomine species as
follows: in a sampling area of less than 30Km?, 23 species were found, representing 16%
of the total sandfly diversity in Colombia [44] and nearly all of the number of species
reported for El Salvador, Nicaragua and Guatemala [45]. Even in leishmaniasis-endemic
countries in which extensive sandfly sampling has been performed, such as Brazil, the
diversity in an area analogous in size to the one in this study does not reach such high
values [46, 47]. Additionally, within the same region of Chocd, in a different locality, a
study by Duque et al. [48] documented 40 species of phlebotomines, which shows the high
diversity of phlebotomines in this region. Such information on species diversity is
consistent with the ranking of Colombia as one of the few mega-diverse countries around

the globe and one of the countries with the highest diversity of Leishmania species [25,49].

Choco is an area of considerable leishmaniasis transmission risk that presents very
high underreporting, with an average of 18 CL cases in 2008 for the whole province [20],
whereas in this study alone, we confirmed sixteen cases. All patients were diagnosed
with L. panamensis, a species with previous records of causing cutaneous and mucosal
lesions in human infections [48]. According to the MST results, the highest positivity was
found in the sylvatic area (El Aguacate), where more than half of the people surveyed

older than 16 years of age were positive for the test. In contrast, in the semi-urban area
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(San Francisco), one of the areas highest in vector domiciliation (Figure 4), we found the
greatest MST positivity in children younger than five years of age. This fact is indicative of
intradomicile transmission given that small children spend most of their time inside houses
or close to their homes. The records of people with positive MST confirmed that the
communities of ElI Aguacate, Sardi and San Francisco localities with a high risk of
leishmaniasis. This risk may be associated with the geographic location, agricultural
activities and a high presence of wild and synanthropic reservoirs and sandflies that are
part of the wildlife of the ecoregion of Darien.

The highest rate of CL prevalence in children occurs when human-vector contact
takes place in the intradomiciliary environment. This has been previously described in
studies conducted by PECET around the country, where Lu. panamensis was found as a
vector with the highest biting activity between 18:00 h and 21:00h,a time when children are
bitten inside their homes [50]. In Figure 4, it is possible to observe how with increasing
urbanization, a higher domiciliation of vectors and the proportion of vector/non-vector
species and prevalence of positive MST in children occur. The adaptability of vector

species to new environments should be noted.

Similar to the findings of this study, other regions of Brazil and Colombia have
reported the adaptation of vectors to urban areas for species, such as Lu. longipalpis, Lu.
evansi, Lu. whitmani, and Lu. intermedia, which were originally associated with sylvatic
areas, but now appear adapted to the domestic environments of urban and peri-urban foci

of cutaneous and visceral leishmaniasis [47, 51-54].

The most frequent and abundant species inside houses were Lu. panamensis, Lu.
trapidoi and Lu. gomezi, which correspond to the most important species in terms of
vectorial capacity in Colombia [40, 54]. Several facts regarding the species Lu.
panamensis should be highlighted, such as its presence and abundance in peridomicile
and intradomicile environments; its high frequency during all captures; and its well-known
vectorial capacity to transmit L. panamensis in Colombia and Panama [37, 40, 53]. All of
these facts suggest that Lu. panamensis adapts more easily to disturbed areas than other

phlebotomine species captured in this study.



244

The dominance of Lu. panamensis in this area has been previously reported by
Vivero et al. [55], contrasting results by Duque et al. [48], who reported Lu. reburra as the
predominant phlebotomine in the same province on the Pacific Coast side, which is a
natural reserve; however, the latter species is not recognized as a leishmaniasis vector.
Acandi is a place with high levels of deforestation due to indiscriminate forest exploitation,
and where population growth has led to the increased construction of villages and housing
accommodations. It is interesting to note how the natural phlebotomine composition
decreases when the wild environments become semi-urban or even urban and sandfly
species with vectorial competence such as Lu. panamensis appear to be the ones with a

higher ability to adapt to these anthropic changes as it can be clearly seen in figure 6.

We report Lu. cayennensis, captured with CDC light traps in the intradomicile and
peridomicile, as a new record for the province of Chocd. This species has a wide
distribution in Central America and Northern South America and has been found sharing
habitats with Lu. evansi [56] and Lu. longipalpis in visceral leishmaniasis foci [57]. In Sucre
County, Colombia, Cochero et al. [58] documented the natural infection of this species with

an unidentified flagellate parasite.

In regards to the rainfall records and phlebotomine abundance, we found a
tendency showing that the El Niflo phenomenon caused a decrease in the abundance of
vector sandflies. This is notable when looking at the collection success rate of November
2008 compared to that of November 2009, where there is a dramatic decrease in 2009
when El Nifio was recorded. However, further studies are needed to verify the association
between this phenomenon to sandfly density and the number of leishmaniasis cases in the
study areas. This contrasts with data found by Cardenas et al. [59] who registered an
increase in leishmaniasis cases during El Nifio in the eastern region of Colombia. This
study reports a wholly different conclusion when compared to our data, considering that a
decrease in the number of vector species would also bring a decrease in the number of
cases.

Chocé county should not predict its number of cases according to months or weeks,
as is usually performed by local health authorities, but according to rainfall patterns, which
becomes more important in the context of the current climate change phenomenon. For

example, Acandi increased froman average of 2,211 mm in rainfall in 1999 to 2,783 mm in
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2009 [34]. Other authors have also highlighted the abundance of phlebotomine species

during rainfall cycles in the Caribbean coast of Venezuela [60].

With the evidence presented in this study, it is possible to infer that leishmaniasis
has three distinct epidemiological transmission cycles occurring in the study area, Acandi.
This area shares the known biogeographical conditions for the ecoregion of Darien, and
regarding the phlebotomine diversity, our study showed similar species abundance and
composition among the sampling localities as showed with the Sorensen index values.
However, the proportion of vector species vs. non-vector species differs in these three
epidemiological cycles, being notoriously higher in intradomiciliary spaces in the urban
area, thus suggesting a higher risk for such an environment.

Our findings show that the disease cycles are affected by the levels of urbanization

as one of the main factors identified in this survey.

In the sylvatic area of El Aguacate, an extra-domiciliary transmission cycle
predominated, affecting mainly adult men, and therefore, prevention and control measures
in such areas should include promoting the use of repellents and appropriate clothing
when working in or visiting these environments. In contrast, in Sardi-Trigana (rural) and
San Francisco (semi-urban), the transmission cycle occurred predominantly in the
peridomicile and the intradomicile, and populations at risk included women and children
due to the endophagic and endophilic habits of the main vector, Lu. panamensis.
However, in the rural area (Sardi-Trigana), where the highest vector abundance was
recorded,, prevention measures should be directed at vector control, such as insecticide
spraying inside the house and the use of insecticide impregnated bednets.

Other authors have previously described the adaptation of phlebotomine sandflies
to environmental changes, such as the contributions of Kamhawi et al. [61], Boussaa et al.
[62] and Abou-El-Naga [15]. These authors found that the demolition and reconstruction of
human habitation decreased sandfly populations initially, but later, sandfly populations
recovered and expanded beyond pre-construction levels. Moreover, In Israel, Orshan [63]
recorded a sharp increase of phlebotomines among sites of a sewer pipe system
construction. In this study, the author described how in the same biogeographic area, at

the same period of time, a number of species were coexisting with drastic differences in
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behavior according to differences in the urban conditions of the environment. They also

highlighted the fact that vector species were found to adapt faster to urban spaces.

Our study sheds light on the effect of urbanization on the entomological parameters
of the transmission and the composition of the vector system. These results describe
three cycles of disease transmission mainly related to transformed ecosystems and a
potential process of domiciliation of vector species and their substantial differences, which

should be taken into consideration when implementing vector control measures.
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Table 1. Sandfly species and their relative abundance [Pi] insylvatic, rural and
semi-urbanareas in the municipality of Acandi, Chocé [2008-2009]
Total

Capture method Capture locality

Code Species CDC Sand Pi[%]
Shannon Sylvatic Rural Semiur
I P E flies
sl Br. hamata 4 38 1 - 35 3 5 43 1.0
s2 Br. mesai 2 126 - - 123 1 4 128 3.1
s3 Lu. aclydifera 2 3 - - 2 - 3 5 01
s4 Lu. aragaoi 2 - - - 2 - - 2 0.05
s5 Lu. atroclavata 7 - - - 7 - - 7 02
s6 Lu. camposi 16 193 21 7 137 75 25 237 5.7
s7 Lu. caprina 1 - - - 1 - - 1 0.02
s8 Lu. carpenteri 48 489 39 - 465 74 38 576 13.8
s9 Lu. cayennensis 4 1 - - 3 2 - 5 01
s10 Lu. dysponeta 1 2 - - 3 - - 3 01
s11 Lu. gomezi * *° 25 120 6 10 118 28 15 161 3.9
s12 Lu. isovespertilionis 1 19 2 - 19 3 - 22 05
s13 Lu. micropyga - 9 - - 2 1 6 9 0.2
s14  Lu. olmeca bicolor 2 9% 2 1 52 37 12 101 24
s15 Lu. panamensis * * ° 181 975 61 335 472 961 119 1552 37.2
s16 Lu. sanguinaria * 1 32 1 1 12 21 2 35 0.8
517 Lu. shannoni 1 11 - 1 7 4 2 13 0.3
s18 Lu. trapidoi * * 27 206 21 9 84 169 10 263 6.3
s19 Lu. trinidadensis 11 303 1 - 38 43 239 315 7.7
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s20 Lu. triramula 1 26 2 - 29 - - 29 0.7
s21  Lu.ylephiletor * - 1 - - 1 - - 1 0.02
$22 Lu. carrerai thula 3 9 - 2 - 12 2 14 0.3
s23 Lu. ovallesi ° 1 46 - - - 31 16 47 1.1
s24 Lu. bispinosa 1 5 - 3 - 9 - 9 0.2
s25 Lu. rorotaensis - 1 - - - 1 - 1 0.02
$26 Lu. sp. [Pressatia] 51 433 31 16 281 169 81 531 12.7
s27 Lu. sp. [Lutzomyia] 6 19 - - 36 13 12 25 0.6
$28 Lu. sp. [Micropygomyia] 10 2 - - 10 2 - 12 0.3
529 Br. sp. - 9 1 - 8 1 1 10 0.2
s30 Lu. sp. [Nyssomyia] 2 4 - 1 3 4 - 7 0.2
s31 Lu. sp. [Psychodopygus] 1 3 - - - 2 2 4 01
s32 Lu. sp. [Aragaoi] - - 2 1 3 - - 3 01
Total 412 3181 191 387 1953 1666 594 4171

* Species of Lutzomyia incriminated in the transmission of leishmaniasis in
Colombia [Montoya-Lerma & Ferro 1999; Santamaria et al. 2006], " Mexico [Young & Arias
1992], * Panama [Christensen & Herrer 1973], and® Venezuela [Feliciangeli et al. 1994,

Rodriguez et al. 1999]. [I. |Intradomicile, P: Peridomicile, E: Extradomicile.



Table 2. Result of the Montenegro skin test per locality, gender and age

group
+Total (%)
Age
Sylvatic Rural Semi-urban
Male Female Male Female Mala Female
0-5 02 (%) 0/3 (0%) 2/11 (18%) 1/13 (8%) 3/10 (30%) 2/5 (40%)
6-15  0/2 (0%) 0/1 (0%) 4/22 (18%) 3/20 (15%) 5/15 (33%) 4/21 (19%)
16-60  12/20 (60%) 5/11 (46%) 12/27 (44%) 6125 (24%) 3/12 (25%) 3/10 (30%)
>60 0 (%) 0 (0%) 2/3 (67%) 0 (%) 0 (0% 0 (0%)
| 12/24 (50%) 5/15 (33%) 20/63 (38%) 10/58 (17%) 11/37 (30%) 9/36 (25%)
Tota

17/39 (43.5%)

30/121 (25%)

20173 (27%)




Figure 1. Map of the study area. Location of the villages included in the
study of the municipality of Acandi in the department of Choc6. Map modified from

Garcia-Valencia, C. (Ed). 2007
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Figure 2. Domiciliation. Distribution of sandflies of medical importance by

domicile in Acandi. Semi-urban: San Francisco, Rural: Sardi, Sylvatic: EI Aguacate
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Figure 3. Relationship among vectors sandflies and climate. Association

between the distribution of vector sandflies and rainfall during the study period.
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Figure 4. Domiciliation vs Montenegro: Association between Vector
sandflies and positivity of the Montenegro skin test in Acandi, Choc6 (2008-2009), by

domicile category.
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Figure 5.Total abundance: Average and standard deviation of abundance for

each species in the three areas of study (sylvatic, rural and semiurban) using R.

(names of species in table 1)
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Figure 6. Abundance per area: Average and standard deviation of
abundance for each specie on the three area of study: A. Sylvatic; B. Rural; C.

semiurban) using R. (The name of species is in the table 1)
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