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RE SU MO

Os re la to s  so b re  índ ice  de in fecção  n a tu ra l de f le b ó to m o s , por 
p ro m a s tig o ta s  de le ish m an ia , em fo co s  en d êm ico s de L e ish m an io se  
T e g u m e n ta r A m erican a  variam  de 0 a 1 ,19% , o que, ap a ren te m e n te  não 
ju s t i f ic a  a a lta  tra n sm issão  da d o en ça . N a m aio ria  das v ezes , a té c n ic a  
u til iz a d a  p a ra  d e te c ta r  a in fecção  do f le b ó to m o , é b asead a  na d issecção  e 
exam e do apa r e l ho  d i ges t ivo  des ses  d í p t eros .  Quando  a c ap t u r a  foi 
d i r e c i o n a d a  p ar a  p róx imo de uma casa  com um caso humano de infecção 
r e c e n t e  (mais  ou menos  15 dias) ,  foi  e n c on t r ad o  1 f l ebó tomo pos i t ivo  em 
193 exami nado s .  Dec i d imos  en t ão ,  u t i l i zar  a Reação  de P ol imeras e  em 
Cade ia  pa r a  d e t ec çã o  de l e i shmania  em f l e bo to mí neos  c a p t u r a d o s  no 
domic í l io  e pe r idomi cí l i o ,  de casos  r ec en t es  de l e i shmanioses ,  para  aval iar  
a in fecção  n a t ur a l  de f l eb o t omí neo s ,  na á rea  en dêmica  de Cor t e  de Pedra ,  
Bahia .  C o l e t a m o s  4 . 02 7  fêmeas  de f l e bo to mí neos  em 79 ca p t u r a s  e 
a g r u p a m o s  em 335 a m os t r a s  (10 ou 20 f l e bó to mo s  por  amos t ra ) .  As 
am o s t r a s  f oram a co n d i c i o n a d a s  em c r i o t ub o s  e c o n s e r va da s  em n i t rogêni o  
l íquido até a ex t r a çã o  do DNA.  Pa r a  as R ea ções  de P ol imeras e  em Cadeia ,  
fo ram u t i l i zados  o l i g o n u c l e o t í d e o s  que ampl i f i cam a região c on s e r va da  da 
mo l écu l a  do min ic í rcu lo  da l e i shmania:  5 GGG G/ TAG GGG CTG TCT 
GCG AA 3 e 5 GGC CCA CTA TAT ACC CCC 3 e 5 CCG CCC CTA 
TTA TAC ACC AAC CCC 3 . A sens ib i l idade  da t écn i ca  de PCR para  a 
d e t e c ç ã o  de l e i shmania  foi  ava l i ada  t e s t an d o  cu l t ura s  com 10, 100 e 1000 
l e i shmania  m is tu r ad as  com 10 ou 20 f l e bó to mo s  em cada  tubo.  O p r o d u t o  
ampl i f i cado  foi  s ubmet i do  a e l e t r o f o r e s e  em gel  de aga r ose ,  co r ado  pelo 
b r o me to  de e t id io ,  v i sua l i zado  sob luz u l t ra  v io le t a ,  e foi  poss íve l  
h i b r id i za r  com s ondas  pa r a  os s u bg en e r os  V iann ia  e L ei shma nia .  Nós  
c o n s e g u i m o s  d e t e c t a r  DNA de l e i shmania ,  em amo s t r a s ,  c on te ndo  
a p r o x i m a d a m e n t e ,  10 p a r as i t o s  com 10 ou 20 f lebó tomos .  Os r e s u l t ad os  
o b t i do s  em gel  de a g a r o se ,  m o s t r a r a m  11 amos t r a s  pos i t ivas .  Após  a 
h i br i d i zaç ão  f oram o b s e rv a d a s  um t o t a l  de 30 amo s t r a s  pos i t ivas  ( inc luindo 
as 11 p os i t ivas  no exame pela  u l t r a  v io le t a ) .  Na  h i br id ização ,  foram 
u t i l i zadas  s ondas  que c o r r e s p o n d i a m  a mol écu l as  c l onadas  dos  s egmentos  
do minic í rculo  de L e i s h m a n i a  (Viannia)  p a n a m e n s i s ,  I PAN V, número  de 
acesso  no Gene  Bank U 19811 e L e i s h m a n i a  ( Le i shman i a )  a maz onens i s ,  
M H O M / B R / 7 3  M 22 69 ,  número  de acesso  no Gene Bank U198/ 0 .  Na área  
do e s tu do  o c o r r e  a L e i s h m a n i a  ( Vi ann ia )  b r az i l i ens i s  e L e i s h m a n i a  
( L e i s h ma n i a )  a maz on en s i s .  Co ns i de ra n do  que em cada  a m os t r a  pos i t iva  
c o n t i nh a  apenas  um exempl ar  in fec t ado ,  a p r o p o r ç ã o  de f l ebó t omo s  
i n f e c t ad os  foi  0 . 74% quando  c o m p a r a d a  ao número  t o t a l  de f l e bó t omo s  
e xa mi n ad o s  e 8 , 95% quando  r e l a c i on ad a  aos  g ru pos  de f lebó tomos .  Esses  
r e s u l t a d o s  m o s t r a m  que o uso da Reação  de P ol imeras e  em Cade ia  em 
a m o s t r a s  c o l e t ad as  p róx imas  a casas  de p ac i en t es  r ece n t em en te  
d i a g n o s t i c a d o s  pa r a  l e i shmanioses ,  me l hora  a d e t e cção  de f l e bo tomí neos  
i n fe c t a dos  por  l e i shmania ,  em áreas  endêmi cas  e pode  ser  uma f e r r amen ta  
út i l  pa r a  aval ia r  o p ad rão  de infecção por  leishmania.



A B S T R A C T

N a t u r a l  i n fec t ion  o f  L u t z o m y i a  spp  wi th  l e i shmania  in endemic  
a r eas  is very low ( r ang ing  f rom 0 to 1,19% ). When the cap tu re  was 
p e r f o r m e d  near  the house  o f  a very r ecen t  case o f  the human infec t ion  
t he r e  was  1 p os i t ive  p h le bo to mi ne  out  o f  193 examined.  We dec ided  to 
ev a l ua t e  the p ol i meras e  chain  r e a c t i o n  in the d e t e c t i o n  o f  l e i shmania  in 
p h le b o t o m i n e  c a p t u r e d  in the n e i g h b o r h o o d  o f  a house  f rom a very r ecen t  
case  o f  l e i shmanias i s  to eva l u t t e  the na t ur a l  i n fec t ion  o f  L u t z o m y i a  spp  
in the endemi c  a rea  o f  Cor te  de Pedra .  We have c a p t u r e d  4027 female 
sandf l i es  f rom 79 c ap tu r es ,  and g r o u p e d  in 335 samples  (10 or 20 
s and f l i es / s amp les ) .  Samples  were  s to r ed  in l iquid n i t r og en  before  t o t a l  
DNA e x t r a c t i on .  P ol i meras e  Chain  R e a c t i o n  was  pe r fo r me d  wi th  a 
o l i g o n u c l e o t i d e  p r imer s  tha t  ampl i fy the co ns e rv ed  r eg i on  o f  the 
L e i s h m a n i a  min ic i rc le  molecu le  : 5 GGG G/ TAG GGG CTG TCT GCG 
AA 3 and 5 GGC CCA CTA TAT ACC CCC 3 ’ and 5 ’ CCG CCC CTA 
T TA TAC ACC AAC CCC 3 . The sens i t iv i ty  o f  the Po l imerase  Chain 
R e a c t i o n  t ech n i q ue  for  the d e t e c t i o n  o f  l e i shmania  was  eva l ua t ed  by 
t es t i ng  cu l tu re s  sp iked  wi th  10, 100 and 1000 le i shmania  mixed wi th  10 
or  20 sandf l i es  at  same tube.  Ampl i f i ed  p r o d u c t s  were  submi t t  to gel  
a g a r o s e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  e t h id i um b r o m i de - s t a in e d  and vi sua l i zed  under  
u l t ra  v io le t  l ight ,  and hybr id ized  wi th  p r obe  for  L e i s h m a n i a  (Viannia)  
p a n a m e n s i s , I PAN V, Gene Bank access  number  U19811 and L e i s h m a n i a  
( L e i s hm an i a )  a ma z on en s i s ,  M H O M / B R / 7 3  M226 9,  Gene Bank access  
number  U 198/0.  In the a rea  bo t h  L e i s h m a n i a  (Viannia)  b raz i l i en s i s  a n d  
L e i s h m a n i a  ( b r a z i l i e n s i s )  a m a z o n e n s i s  are found.  We were  able to de t ec t  
le i shmania l  DNA in samples  con t a i n i ng  an es t imade  10 p a r as i t es  wi th  10 
or  20 sandf l i es .  I n s p e c t i o n  o f  the aga r os e  gels  showed  11 pos i t ive  
samples .  H yb r i d i z a t i o n  i nc r eased  this  yield to a t o t a l  o f  30 samples  
( inc lud ing  the  11 po s i t ive  by u l t ra  viole t  in sp ec t i on  ). Even  i f  we assume 
tha t  each  po s i t ive  poo l  c on ta i ns  a s ingle infec ted  spec imen,  the 
p r o p o r t i o n  o f  in fec t ed  sandf l i es  was  0 . 74% when  c ompar ed  at the t o t a l  
numb er  o f  sandf l i es  and 8 . 95% when  c om pa r ed  to the sandf l ies  g roups .  
These  r e su l t s  s how t ha t  the use o f  Po l i meras e  R e a c t i o n  Chain in samples  
c a p t u r e d  near  the hou ses  o f  r ecen t ly  d iag no se d  le i shmanias i s  p a t ien t s  
i mp ro ves  the d e t e c t i o n  o f  l e i sh man ia - in fe c t ed  ph l eb o t omi ne  in endemic 
a r eas  and may be a helpful  t o o l  for  eva lua t i ng  p a t t e r n s  o f  le i shmania  
infec t ion .



1.1 Considerações  gerais

As l e i shmani os es  são do en ças  caus ad as  por  p r o t o z o á r i o s  do gênero  

L e i s h m a n i a  (Fi lo S a r c o m a s t i g o p h o r a ,  Or dem Ki ne t op la s t i da ,  Famí l ia  

T r i p a n o s o m a t i d a e ) ,  que a p r e s e n t a m  d i f e ren t es  formas  cl ínicas ,  den t re  

elas  as f ormas  v i sce ra l  e t e g um en t a r .  Es ta s  p r o t o z o o n o s e s ,  t êm 

d e s p e r t a d o  a t e nç ão  espec ia l  q uan t o  a sua i mpo r t ânc i a  médica  e 

e c on ô mi ca ,  e n c o n t r a n d o - s e  a Le i s hmani ose  T e g um e n t a r  Amer icana  

(LTA)  en t r e  as seis do enç as  i n fe c to - p a r a s i t á r i a s  l i s t adas  como de maior  

i mp o r t â n c i a  pe la  Or g an i za çã o  Mundia l  da Saúde  ( P E R E I R A  & 

F O N S E C A ,  1994) .

Es t im a- s e  que 350 mi lhões  de p e s so as  e s te ja m ex po s ta s  ao r i sco de 

i nfecção  por  p a r a s i t o s  do gênero  L e i s h m a n i a  no mundo.  Em 82 paí ses ,  as 

l e i shmanios es  são c on s i d e r a d a s  doen ças  endêmicas ,  t o t a l i za nd o  uma 

i nc idênc i a  anual  de 60 0 . 0 00  casos  e uma p reva l ên c i a  de 12 mi lhões  de 

casos  ( D E S J E U X ,  1992) .  Nas  Amér i cas ,  a LTA se d i s t r ibui ,  desde  o 

Texas  até o no r t e  da Ar gen t ina ,  não havendo  re l a to  de casos  apenas  no 

Cana dá ,  Chi le e U r u g u a i  ( B R A N D Ã O - F I L H O  & SHAW, 1994;  FNS,  

1993;  G R IM A LD I  et al . ,  1989;  L A IN S ON ,  1983;  L A I NS O N & SHAW, 

1987) .  Já no Bras i l ,  as l e i shmani oses  i nc luem-se  no quadr o  das  g randes  

endemi as ,  que vêem a p r e s e n t a n d o ,  um p r oc es s o  de expansão  e 

c r e sc im en to  ( S A B R O S A  et al . ,  1995) .  No p e r í od o  de 1985 à 1995,  

o c o r r e u  um a ument o  de 151% ( 10 .49  em 1985 e 22 .24  ca s os /h ab i t a n t e s  

em 1995)  na inc i dênc i a  da LTA.  No ano de 1995 as r eg iões  N o r t e  e 

N o r d e s t e  do país  p a r t i c i p a r a m  com,  r e s p e c t i va me n t e ,  35 e 45% dos  casos  

n o t i f i ca do s  ( O L I V E I R A ,  1996) .

Na  Bahia ,  a t ra n sm is s ão  da LTA o c o r re  p r inc ipa lmen t e  na á rea  

rura l ,  sendo a d o en ça  en dêmi ca  em p r a t i ca me n t e  t odo  o E s t ad o ,  com 

s u r to s  ep i dêmi cos  r e g i s t r a d o s  em vár ias  l oca l idades .  O d i s t r i to  sani tár io  

de I lhéus  é o que a p r e s e n t a  o maior  número  de casos  do Es t ad o ,
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e ng l ob an do  vár i as  l oca l idades  da reg i ão ,  d en t r e  elas.  Três  Br aços  e 

Co r t e  de P e d r a  ( JONE S et al . ,  1987) .  Ne s sa s  áreas  endêmi cas  85% dos 

p a c i e n t e s  c a d a s t r a d o s  e ram l av r ad or es  ( CO S TA  et al . ,  1 98 8 ) . A 

L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s  é a espéc ie  envo l v ida  na d oença  nes ta  região 

( C UB A et a l . , 19 84 ) ,  e mb o ra  casos  de LTA por  L e i s h m a n i a  a m a z on en s i s  

t ambém t e nh am  sido d o c u m e n t a d o s  ( BARRAL et al . ,  1991).

As l e i shmanias  são e n c o n t r a d a s  no tubo  d iges t ivo  do inseto ve tor ,  

p r in c ip a lm en t e  nas f ormas  p r o m a s t i g o t a s ,  ou f lageladas ;  e nos  t ec i dos  

dos  h o s p e d e i r o s  v e r t e b r a d o s  nas f ormas  am as t i go t a s ,  ou  a f l age ladas  

( L A I N S O N  et al . ,  1986) .  De a c o r do  com c a r a c t e r es  b ioquímicos ,  

i m u n o ló g i co s  e b i o l óg ico s  a s s o c i ad os  aos  c r i t é r i os  c l áss i cos  de 

m o r f o lo g ia ,  d es en v o l v im en t o  b i ológ ico  nos  h os p e d e i r o s  e em meio de 

c u l t u r a ,  e d i s t r ibu i ção  g e o g r á f i c a  j á  ampl ament e  u t i l i zados ,  L A I NS O N & 

SHAW (1987)  a g r u p a r a m  os r e p r e s e n t a n t e s  do gênero  L e i s h m a n i a  

c a u s a d o r e s  de LTA no N ovo  Mundo ,  nos s u bg en e r os  Viannia  ( complexo  

b r a z i l i e n s i s )  e L e i s h m a n i a  ( comp le xo  m ex ic an a ) ,  c o m pr e en de nd o  as 

seg u in te s  espéc ies :

Complexo L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s  ou Complexo b r a z i l i e n s i s

- L e i s h m a n i a  ( Viann i a)  b r a z i l i e ns i s

- L e i s h m a n i a  ( Vi anni a)  g u y a n e n s i s

- L e i s h m a n i a  ( Vi anni a)  p a n a m e n s i s

- L e i s h m a n i a  ( Vi anni a)  p e r u v i a n a

- L e i s h m a n i a  ( Vi anni a)  l a in so n i

- L e i s h m a n i a  ( Vi ann i a)  na i f f i

- L e i s h m a n i a  ( Vi ann i a)  shawi

- L e i s h m a n i a  ( Vi anni a)  c o l o m b i e n s i s

Complexo L e is h m a n i a  m e x ic a n a  ou Complexo m e x ica n a

- L e i s h m a n i a  ( Le i s hma ni a )  m e x i c an a

- L e i s h m a n i a  ( Le i s hma ni a )  a m a z o n e n s i s

- L e i s h m a n i a  ( L e i s h ma n i a )  v en ez u e l e n s i s

- L e i s h m a n i a  ( L e i s h ma n i a )  enr ie t t i i

- L e i s h m a n i a  ( L e i s hm an i a )  a r i s t i d es i



As pr inc ipa i s  f ormas  cl ínicas  de LTA e nc o n t r a d a s  no Bras i l  são

c au s a d a s  pe l os  s egu in t es  a gen te s  e t io l óg icos :

- L e is h m a n i a  (V ia n n ia )  b r a z i l i e n s i s  -  R e s po n sá ve l  pela  maior i a  dos  

casos  de LTA no Brasi l .  A d o en ça  se a p r e se n t a  com lesões  cu t âneas  

ún icas  ou múl t ip las  que p o de m  evolu i r  pa r a  forma mu co sa  (BARRAL 

et al . ,  1991;  G R IM A LD I  et al . ,  1989;  L A IN S ON ,  1983) .  Um aspec to  

c l í n i c o - e p i d em i o l ó g i co  i mpor t an t e  na LTA o bs e r vado  na região de 

Tr ês  Br a ç o s  e Cor t e  de Pedra ,  é o c om p ro m e t i m e n t o  dos  l infonodos .  

B AR RA L et al. ( 1992) ,  exami nando  36 doe n t e s  com LTA,  em Três  

Br a ços ,  c i t a  a p r e s e n ç a  de l i n f ade no pa t i a  em 66 , 7%,  dos  quai s  62% 

t i v e r a m c u l t u r a  do as p i r ado  gang l io na r  pos i t iva ,  sendo ca r ac t e r iz a do  

em 11, L. br az i l i ens i s .  P o s t e r i o r m e n t e ,  BA RRAL et al. (1995) ,  

d e s c r e v e r a m  10 casos  de LTA onde  a l in fad en op a t i a  foi  o pr imei ro  

s inal  da d oença ,  dos  quai s  7 ev o l u í ra m com o apa r ec i men to  da lesão 

u l c e r a d a  e 3 r e g r e d i r a m  a l in fadenopa t ia ,  não ap r es en t an do  o u t ra s  

l esões ,  a l e r t an do  pa r a  o fato de que em área  endêmica ,  a 

l i n f ad e no p a t i a  po d e  ser  um i nd icador  de infecção le i shmaniót i ca .

- L e is h m a n i a  (V ia n n ia )  g u y a n e n s i s  -  Causa  Le i s hmani ose  C ut ânea  

ou “ p i a n - b o i s ” , no N o r t e  do Bras i l .  O co r re  no No r t e  da Bac ia  

Am az ôn ic a  ( Amapá ,  Ror a i ma  e Pará) .  A d o en ça  se a p r e se n t a  com 

lesões  únicas  ou múl t ip las ,  com raro  c o m pr o me t i m en t o  mucoso  

( N EV E S ,  1995) .

- L e is h m a n ia  ( L e i s h m a n ia )  a m a zo n e n s i s  -  Causa  Le i shmani ose  

C u t â n e a  e C u t â n e a  Di fusa  no Brasi l .  Do en ça  que oco r re  

p r in c ip a lm en te  nos  E s t a d o s  da Região  A mazôn i ca  (Amazon as ,  Pará  

e R o nd ôn i a )  e S u do e s t e  do Maranh ão  e Bahia.  Fo r am t ambém 

d e s c r i t o s  casos  de Le is hmaniose  M u c o s a  e Vi scera l  

(BA R RA L et al . ,  1991) .



A Le i s hman io se  T e g u m e n t a r  Amer icana  é p r imar i amen t e  uma 

e n z o o t i a  de animais  s i lves t res .  A t ra nsmiss ão  ao homem o cor re  quando  

es te  p e n e t r a  nas  á reas  onde  a d o en ça  o c o r re ,  pas sando  a ter  um ca r á t e r  

z o o n ó t i c o .  No mamífero  c ons ide r ado  o hos pede i ro  n a t ur a l  do pa r as i to ,  

r a r a m e n t e  a l e i shmania  p r o d u z  doença ,  e a infecção tende  a pe r ma ne ce r  

ben igna ,  c o n t u d o ,  em h o s p e d e i r o s  ac iden ta i s ,  como o homem e a lguns  

animais  d o mé s t i c os ,  a infecção p r o d u z  lesões  na pele.

No Bras i l ,  as e spéc i es  de L e i s h m a n i a  que p a r a s i t am  o homem 

p o s s u e m  d i fe ren t es  r e s e r v a t ó r i o s  n a t u r a i s  e ve t or es .  Es te  fato p ode  ser 

e xp l icado  pe la  e s t r e i t a  r e l ação  que o c o r re  en t r e  d e t e r min adas  es péc ies  de 

f l e b o to mí n e o s  e sua fonte  a l imentar .  Assim,  o ciclo ep i demio l óg ico  de 

a lgumas  espéc i es  de L e i s h m a n i a  o c o r re  no t opo  das á r vores ,  ent re  

animais  a r b o r í co l as  e ve t o r es ,  enqu an to  que em ou t ra s  e s péc ies  do 

p a r a s i t o ,  o c iclo o c o r r e  na base das  á r vo res ,  ao nível  do solo,  ent re  

r o e d o r e s  t e r r e s t r e s  e v e t o r e s  aí e x i s t en t es ,  ou mesmo no per idomic í l io ,  e 

até  no domicí l io .

Até  o p r e se n t e  m om en t o ,  pou co  se conhece  sobre  os r e s e r v a t ó r i o s  

n a t u ra i s  da L. b r a z i l i e n s i s . P a r a s i t os  dessa  espéc ie  j á  foram i so l ados  de 

a lguns  e xemp la r es  de r o e d o r e s  das e spéc ies  A k o d o n  cursor ,  

P r o e c h i m y s  d i m i d i a t u s  e Or yz omy s  sp.  ( N EVE S et al . ,  1995) .  LA IN SON

& SHAW ( 1979) ,  inc r imi nar am os animais  a r bo r í co la s ,  como a p r eg u i ça  

( C h o l o e p u s  d i da c t y l u s )  e o t a m an du á  ( T a m a n d u a  t e t r a da c t y l a ) ,  como 

r e s e r v a t ó r i o s  na t u r a i s  de L e i s h m a n i a  g u y a n e n s i s  na Amazônia .  ARIAS & 

NAI F ( 198 1) ,  o b s e r v a r a m  que na á rea  p e r i u r b a n a  de Manaus  (AM),  onde 

f lo re s ta s  são s u bs t i t u í d as  por  c on jun t os  hab i tac i ona i s ,  a mudança  

ambien t a l ,  r e su l t a  na a p r ox i ma ç ão  de animais  s i lves t res  como o gambá,  

D i d e l p h i s  m a r s u p i a l i s ,  f r e qü e n t e me n t e  p a r a s i t a d o s  por  L. g uyanens i s .

Os r e s e r v a t ó r i o s  da L e i s h m a n i a  ama zo nens i s ,  são e n c o n t r a do s  

f r e q ü e n t e m e n t e  em f lo r es ta s  de t e r r e n o s  ba ixos  como igapós ,  vá r zeas  e
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cap oe i r a s .  Os pr inc ipa i s  r e s e r v a t ó r i o s  i den t i f i cados  f oram r o e d o r e s  das 

e spéc i es  P r o e c h i m y s  gu ya ne ns i s ,  Or yz omy s  capi to ,  Or yzo mys  maconne l i ,  

O r y zo m ys  l a t i ce ps  e N e a c o m y s  sp inosus ,  e o marsup ia l  

D i d e l p h i s  a l b i v e n t r i s  ( N EV E S et al . ,  1995).

B A R R E T T O  et al. ( 1985) ,  na reg ião  endêmi ca  de Le i shmani ose  

T e g u m e n t a r  de Tr ês  Br a ço s  e Cor te  de Pedra ,  e xami na r am 600 animais  

s i l ves t res  e e n c o n t r a r a m  i nfecção  na t u r a l  em t rês  r o e d o r e s  da espécie  

P r o e c h i m y s  i h er i n g i  d e n i g r a t u s  i n fe c t ados  por  L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s , 

a pes a r  de p r ed o m i n a r  na r eg ião  L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s .

Vár ias  e s péc i es  de animais  d o mé s t i co s  t ambém têm sido 

e n c o n t r a d a s  i n fec t adas  com f reqüênc i a .  B A R R E T T O  et al. (1984) ,  

r e a l i z a r am  um inquér i t o  canino em Três  Br a ço s -B ah i a ,  onde  foram 

e s t u d a d o s  98 cães ,  sendo que 3% dos  animais  a p r e s e n t a v a m  lesões  e 

fo rmas  a m a s t i g o t a s  de L. b r a z i l i e n s i s .

Na á r ea  rura l  de Viana  (ES) ,  F A L Q UE T O  et al. (1986) ,  

e n c o n t r a r a m  17,2% dos  cães  {Canis  f a m i l i a r i s )  i n fec t ados  por  

L. b r a z i l i e n s i s . No p o v o a d o  de Canoa  (BA) ,  O L I V E I R A  ( 1986) ,  

e n c o n t r o u  8% de cães  i n f ec t ado s  e no munic ípio  de I t a r a n a  (ES)  

F A L Q U E T O  et.  al. ( 19 91) ,  ex ami na r am 56 cães  e d e t e c t a r a m  12% deles  

i n fe c t a dos  , sendo 7% por  L. b r az i l i en s i s .

Em Co r t e  de P ed r a  (BA) ,  B A R R E T T O  et al . ,  ( 1986) ,  exami nar am 

76 e q ü íd eo s  e e n c o n t r a r a m  6 ,2% dos  b u r ro s  ( Equ us  as inus )  i n fec t ados  

por  L e i s h m a n i a  b ra z i l i e ns i s  b r a z i l i e n s i s . No município  de 

C a n o a  (BA) ,  O L I V E I R A  ( 1986) ,  e n c o n t r o u  22% dos  eqü í deos  p os i t ivos  

pe la  so ro l og ia .  O u t r o s  a u t o r e s  t amb ém  m o s t r a r a m  o poss í ve l  papel  dos 

e q ü íd eo s ,  na cade i a  e p id em io l óg ic a  da LTA ( A G U IL A R  et al . ,  1984;  

B O N F A N T E - G A R R I D O  8c B A RR E T O ,  1981;  F A L Q UE T O  et al . ,  1987;  

PONS 8c L O N D R E S ,  1968;  V E X E N A T  et al . ,  1986c) .
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Os f l e bo to m ín eo s  são inse tos  da Or dem Di pt er a ,  Famí l ia  

P sy ch od id ae ,  Subfamí l i a  P h l eb o t o mi n ae  que t r a ns mi t em  ao homem as 

l e i shmani os es ,  a b a r t o n e l o s e  ( v e r r u g a  p e r uana )  e a febre p ap a t a s i  ( febre 

dos  t r ê s  d ias) ,  t endo  como a gen t es  e t i o l óg ico s ,  r espe c t i va me n t e ,  

p r o t o z o á r i o s ,  b ac t é r i as  e f leboví rus  ( F O R A T T I N I ,  1973;  P E S S O A  & 

M A R T I N S ,  1977) .  Es tão  d i s t r i bu íd os  em dois  g ên er os  com i mpor t ânc i a  

médica .  No gêner o  P h le bo t om us ,  es tão  os v e to r es  das l e i shmanioses  no 

Velho  Mun d o  (Ásia  e Áf r i ca) ,  e no gênero  L u t z o m y i a  e n c on t ra m- se  as 

e s péc i es  r e sp o n s á v e i s  pe la  t r a n sm is s ão  das  l e i shmanioses ,  nas Amér icas  

( N E V E S  et al . ,  1995) .

Os f l e b o to mí n eo s  são i nse tos  p e q u en os  (0,3 a 0,4 mm) que,  devido 

aos  seus  a s p e c t o s  f í s icos ,  r ec eb em  vár ias  den om in aç õe s  p op ul a r e s ,  como 

“m o s qu i to  p a l h a ” , dev ido  a sua c o lo r aç ão  seme lhan te  à pa lha  vegeta l ;  

“asa b r a n c a ” , “asa d u r a ” ou “a n j i nh o ” , p o r q ue  p o s s u em  asas  de formato  

l a nceo l ado ,  que na pos içã o  de p ous o  p e r m a n e c e m  l evan t adas ,  com 

p e q u e n a  inc l inação;  “ t a t u q u i r a ” , pelo hábi to  de se ab r i ga r em em bur acos  

de t a t u ;  “a r r e p i a d o ” , por  p o s s u í r e m  o c or po  pi loso;  “p u l a - p u l a ” , po r  

f i ca rem s a l t i t ando  nos  locai s  de po us o ;  “c a n g a l h i n ha ” , po r qu e  após  a 

h e m a to f ag i a ,  o e s tô m a g o  p o s t e r i o r  das  fêmeas  se d i l a ta  e o cu pa  quase  

t o d a  a cav idade  abdomi na l ,  a s se me lh an do - se  a uma canga l ha  de animal .  

( F O R A T T I N I ,  1973) .

Pa r a  r e p r o d u z i r e m ,  os f le bo to mí n eo s  põ em os ovos  de manei ra  

e s p a r s a  no s u b s t r a to ,  onde  f icam a de r i do s  a uma s ubs t ânc i a  v i scosa ,  que 

é um p r o d u t o  de s ec r eçã o  das g l ândul as  aces sór ia s .  A média  de 

i ncubação  é de 7 a 15 dias ,  de a co r do  com a espécie .

As la rvas  dos  f le b o to mí ne os  são de ambien te  t e r r e s t r e ,  não se 

c r i am em ambi en te  a qu á t i co ;  n ec es s i t am  de mui ta  umidade ,  p o u ca  luz e 

abu n dâ nc ia  de m at é r i a  o r gâ n i c a  pa r a  a sua nu t r i çã o ,  d es e nv o lv en d o- s e  

sob a cam ad a  de fo lhas  m o r t a s  que r e v e s t e m  o solo,  nas  f r es t a s  das

1 . 3  O s  v e t o r e s
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rochas ,  no meio de d e t r i t o s  vege t a i s  a cu mul ado s  em ocos  de á rvores ,  nos 

e s p a ço s  en t re  r a í zes  t u b u l a r e s  e em o u t r o s  p eq ue no s  c r i ad o ur os  em que 

haja  e l evado  t e o r  de umidade  e a bund an te  ma t é r i a  o r gân ica .  As pupas  

não se l o c o m o v e m  e não se a l imentam,  f icando fixas pela  ex t remida de  

p o s t e r i o r  da exúvia ,  em pos içã o  ere t a .  O p e r í od o  médio de s ta  fase var ia  

em t o r no  de 15 a 20 dias.  Após  a ec l osão ,  a fo rma  adu l ta  l i ber t a - se  

a t r av és  de uma fenda  long i tud i na l  mediana ,  l oca l izada  na face dor sa l  da 

pupa .  Po r  es sa  abe r tu ra ,  emerge  em pr imei ro  lugar  o t ó rax ,  seguido da 

cabeça ,  asas ,  pa t as  e abdomem.  Após  a l ibe r t ação ,  que dur a  a lguns  

mi nu t os ,  o f l e bó tomo  adul to  se man tém p ou s ad o  e com p o uca  

mob i l i dad e ,  n ec es s i t an d o  de a lgum tempo par a  o end ur ec i men t o  da 

qu i t ina  que o r e ves t e  ( F O R A T T I N I ,  1973) .

A ma i o r i a  dos  f l eb o to mí neos  são s i lves t res  e a t acam o homem e os 

animais  d o m é s t i c o s  quando  as h a b i t aç õe s  são p r óx imas  a mata .  P os s ue m 

um r e du z i do  p o d e r  de vôo;  a lgumas  espéc ies  são cons ide r ada s  ec lé t i cas  

q ua n t o  ao local  de abr igo ,  e, devido a modi f i cação  do habi t a t ,  pelo 

homem,  vão se a d a p t a n d o  ao pe r idomic í l io  e ao domicí l io  ( F O RA T TI N I ,  

1973) .

Os f l e b o to mí n eo s  p o s s u e m  háb i t os  c r ep u sc u l a r e s  e n o t u r n o s  para  

r ea l iza r  a h em at o fa g i a ,  e mb o ra  p o s s u am  t am bé m háb i tos  ma t u t i nos  e 

v e s p e r t i n o s  no i n t e r i o r  das  ma t as  ( F O R A T T I N I ,  1973).

Apen as  as f êmeas  são hem at ó f a ga s ,  e o r e pas to  sangüíneo  compl e t o  

dur a  ce r ca  de 3 a 5 mi nu tos ,  porém,  an tes  de i n t r odu z i r  a p r ob ó s c i d a  

( p eças  bucai s  p i ca d o r a s ) ,  r ea l i zam vár ias  t e n t a t i v as  de sucção ,  até 

e n c o n t r a r  o local  a d e q ua do .  O r e pas to  es tá  comple to  quando ,  da 

e x t r e m id a de  p o s t e r i o r  do a bdo mem sai  uma go t i cu la  de sangue.  A 

a l i men t ação  san gü í ne a  é n eces sá r i a  pa r a  que o c o r r a  o a madur ec i men to  do 

fol ículo ova r ian o  e ovos  fér te i s .  Os machos  se a l imentam de seiva de 

veg e t a i s  ( F O R A T T I N I ,  1973) .
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o  mecan i s mo de t r ansmi ss ão  pe la  p i cad a  inic ia-se  q uando ,  ao picar  

um h o s p e d e i r o  v e r t e b r a d o  in fec t ado ,  o f l ebó tomo ingere  sangue  com 

m a c r ó f a g o s  p a r a s i t a d o s  por  f ormas  a m as t i g o t a s  de L e i sh m an ia .  No 

i n te r io r  do tubo  d ig es t i vo ,  as a m as t i g o t a s  se mul t ip l i cam por  divisão 

b inár ia ,  e se t r a n s f o r m a m  em p r o m a s t i g o t a s ,  que t ambém se mul t ip l i cam 

por  d ivi são b inár ia  a inda  no sangue  inger ido ,  que é envol to  por  uma 

ma t r i z  s e c r e t a d a  pe las  células  do e s tôm ago  do inse to .  Após  a d i ges t ão  do 

sangue ,  a ma t r i z  se rompe  e pa r te  das p r o m a s t i g o t a s  se t r a ns fo rm am  em 

p a r a m a s t i g o t a s  que p e r m a n ec em  ader idas  pelo f lagelo ao epi té l io  

i n tes t ina l .  N o v a m e n t e ,  o c o r re  t r a n s f o r m a ç ã o  em p r o m a s t i g o t a s  que 

mi gr am a t r a v é s  do e s tô ma go  em di reção  à far inge do inseto .  Após  a 

m i g ra ç ão ,  vo l t am às formas  p a r a m a s t i g o t a s  ade r en te s ,  que se d i fe renc iam 

em p eq u e n a s  p r o m a s t i g o t a s ,  a l t amen t e  móvei s ,  que se d es loc am par a  a 

p r o b ó s c i d a  do inse to .  Após  5 a 7 dias ,  o c o r re  a neces s i dade  de r ea l i zar  

novo  r e p a s t o  s angü íne o .  Antes  de iniciar  e s t a  nova  sucção ,  o co r re  um 

r e g u r g i t a m e n t o  das  f ormas  p r o m a s t i g o t a s  que,  j u n t a m en t e  com a sal iva 

do inse t o ,  i nvadem o t ec i do  do h os pe de i r o  ( F OR A T T I N I ,  1973;  NE VES  

et al . ,  1995) .

S e gund o  N E V E S  et al. ( 1995) ,  as p r inc ipa i s  e spéc ies  an t ropof í l i cas  

d es c r i t a s  como i m p o r t a n t e  v e to r  na t ra nsmi ss ão  da LTA são:

L u t z o m y i a  ( N y ss o m y ia )  w h i tm a n i

As pr inc ipa i s  c a r a c t e r í s t i c a s  mo r f o ló g ic as  ( Y O U N G  & D UNCAN,  

1994)  de s ta  espéc i e  são:

- qu i nt o  s egmento  do pa lpo  menor  ou equ i va l en t e  aos  do t e r ce i ro  ou 

s e g u nd o ;  fó rmul a  pa lpa i  1 :4 :5 :3 :2 ;

c ibár io  a p r e s e n t a n d o  cinco a seis pares  de den t es  hor izon ta i s ,  

e s t i l e t i fo rm es  e bem s epa r ado s .

e s p e r m a t e c a  com o c or po  s eg me n ta d o ,  a p r e se n t a nd o  cabeça  vo l umosa  

e c o r po  em forma de “esp inha  de p e i x e ” , com a p r o x i ma d am e nt e  dez 

anéis ;
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- d i s t i s t i lo  d o t a d o  de q ua t r o  esp inhos ,  sendo um terminal ,  um inser ido 

no t e r ço  di s t a i  e doi s  s i tuado s  no mesmo nível ;

pa r â m e r o  com a p or ç ão  basal  d i l a t ada  e a di s ta i  de lgada ,  dando  a 

a pa r ên c i a  de um dedo i nd i cador  em r is te ;

e x t r em id a de  di s t a i  dos  d u e t o s  e j a cu l ad o r e s  d i l a t ada  e em forma de 

uma co lher ,  qu a t r o  a c inco vezes  o c ompr imen to  da bomba.

O c om u m d e s t a  espéc ie  é o c o r r e r  em locais  onde as f lo res t as  

p r imár ias  são des t r u í das ,  t endo  como c o n s eq ü ên c i a  a invasão dos  

f l e b o t o m í n e o s  no ambi en t e  p e r i d om és t i c o .  Sendo c on s i de r ad o  um 

i m p o r t a n t e  v e t o r  de L. b r a z i l i e ns i s  no N o r d e s t e  e S udes te  do Brasi l ,  

mais  r e c e n t e m e n t e ,  no Pa r á  e Gui ana  F ra nc es a  t amb ém  p ar t i c ip a  como 

v e t o r  da L. g uy an en s i s .  Na  região  do Vale do Rio Doce ,  em Minas  

Gera i s ,  e no Es p i r i to  San to ,  a t r an smi ss ão  da LTA o c o r re  em áreas  

o c u p a d a s  por  f lo r es t a  s ecundár i a ,  a t i ng i ndo  p r inc ipa lmen te  m or a d o r e s  da 

z on a  rura l .  N es t a s  á reas ,  a t r a ns mi ss ã o  t am bé m o c o r re  no pe r idomic í l io ,  

onde  é c om um  a p l an t a çã o  de bananas ,  p od en do  se e s t end er  ao domicí l io .  

I s to  d e m o n s t r a  que f le bo to mí n eo s ,  o r ig i na l men t e  s i lves t res ,  es tão  cada  

vez  mais  se a p r o x i m a nd o  do pe r idomic í l io ,  como é o caso da L u t z o m y i a  

whi tmani ,  que,  na Amazôn ia ,  se r e s t r i nge  aos  t r o n c o s  de á rvores ,  

mo s t r a n d o  p o u c a  d i spo s i ção  de p icar  o homem,  e em áreas  do N o r d e s t e  e 

S ud e s t e  do Bras i l  é c o n s i de r a do  i mp or t a n t e  ve t or ,  t an t o  no ambiente  

s i l ves t re ,  quan t o  no pe r idomi cí l i o .  A L. wh i tm an i  invade pouco  o 

ambi en t e  i n t ra - domi c i l i a r  ( N EV E S,  1995) .

No Bras i l ,  a espéc i e  L. w h i tm a ni  t em sido p r eva l en t e  em áreas  onde 

a t r a ns mi s s ã o  da LTA é ev i den te ,  e a sua p rev a l ên c i a  em d e t e r mi na do s  

focos ,  em d i f e ren te s  r eg i ões ,  a s so c i a da  ao e ncon t r o  de espéc imens  

i n f e c t ad os  n a t u r a l me n t e  por  l e i shmania  p e r t e n c e n t e  ao s ub-gêner o  

Viannia,  incr imina  es t a  espéc ie  como uma das r e s po ns áve i s  pela  

t r a ns mi s s ã o  de l e i shmani oses  no país .  D i fe renças  no c o m p o r t a m e n t o  e na 

f i s i o l og i a  de p o p u l a ç õ e s  g e o gr a f i ca m en t e  d i s t in t as  de L. wh i t ma n i  t êm 

su ge r ido  a ex i s t ênc ia  de um compl exo  de espéc ies ,  e após  o e s tudo  dessa  

espéc i e  em I lh éus -BA,  Mar t i nho  Ca mp os -M G,  Cor te  de Ped r a -BA,
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B a t u r i t é - C e  e Amar a j i -P E,  onde  a t ra nsmiss ão  de L. b ra z i l i e ns i s  é at iva,  

foi  c o n s t a t a d o  d i f e renças  nos  c a r a c t e r es  mo r f o l óg i cos ,  e o es tudo 

fené t i co  d e m o n s t r o u  a ex i s t ên c i a  de dois  g r upo s  d i s t in t os  de L. wh i t man i  

( B A R A T A  et al . ,  1996;  1997) .

E s t u d o s  a n t e r i o r e s  ( V E X E N A T  et  al . ,  1986b)  d e t e r mi na r am  a fauna 

f l e b o t om í n i ca  da r eg ião  de Três  Br a ço s  ( d i s t an t e  60 Km de Cor te  de 

P ed r a ) .  F o r a m  c o l e t a d o s  13.535 exempl ar es  na mata ,  per idomic í l io  e 

domic í l io .  L u t z o m y i a  w h i tm a ni  ( A N T U N E S  $ C O U T I N H O ,  1939) 

p r e d o m i n o u  no domicí l io  com 97 , 5% e no per idomic í l io  com 99%.  Na 

f lo r es t a  L u t z o m y i a  a yr oza i  p r e d o m i n o u  com 3 1, 1%,  seguido  por  

L u t z o m y i a  y u l l i  ( 1 9 ,4 %) ,  L u t z o m y i a  f i c h e r i  ( 9 ,2%) ,  L u t z o m y i a  h i r su t a  

( 7 ,0 % ) ,  L u t z o m y i a  f l a v i s c u t e l a t a  ( 3 , 6%)  e L. wh i tma n i  (1%) .  Es te  baixo 

índice  de L. w h i tm a ni  na f lo r es t a  leva a s uspe i ta  de que as l e i shmanioses  

n es ta  r eg i ão  o c o r r a m  p r e d o m i n a n t e m e n t e  no domicí l io  e per idomic í l io ,  

onde  p r e d o mi n a  L. w h i t m a n i  que j á  foi  i ncr iminada  por  o u t r o s  a u t o r es  

( B A R R E T O ,  1943;  C A R V A L H O  et al . ,  1989;  CUBA et al . ,  1982;  

P E S S O A  8l C O U T I N H O ,  1941;  V E X E N A T  et al . ,  1986a) ,  como 

i m p o r t a n t e  v e t o r  de Le is hmani ose  T e g u m e n t a r  Amer icana .  Na  Bahia,  

L u t z o m y i a  w h i t m a n i  t am bé m é r e sp o ns á ve l  pela  t r ansmi ss ão  da 

L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s  ( N E VE S  et a l . , 1995) .

L u tz o m y ia  (N y sso m y ia )  in te rm e d ia

As pr inc ipa i s  c a r a c t e r í s t i c a s  mo r f o ló g i ca s  ( Y O U N G & DUNCAN,  

1994)  d es ta  espéc i e  são:

espéc i e  mui to  s eme lhan te  a L. whitmani ' ,

e s p e r m a t e c a  com c o r po  s e gme nt ado  e cabeça  vo l umosa ,  com anéis  

d e c r e s c e n d o  da reg ião  d i s ta i  p ar a  o du to ;

bo mb a  e j a c u l a d o r a  g rande  e duto  e j acu lad or  com ex t remi da de  dis ta i  

b i fu r cada ,  duas  a duas  vezes  e meia o c ompr imen to  da bomba.

Nas  á r eas  r ura i s  e p e r i u r ba na s  do Rio de Jane i ro  e São Paulo ,  

o c o r r e  a p r e s e n ç a  mac i ça  da L u t z o m y i a  i n termedia ,  que t em sido 

inc r imi nada  como o t r a n sm i ss o r  no pe r idomic í l io  e domicí l io  da
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L. b ra z i l i en s i s .  O homem t em adqu i r ido  a doença ,  após  a d ev as t ação  das 

f lo re s ta s ,  com d r ás t i ca s  mudanças  no meio ambiente .

GO M ES  ( 1986 ) ,  ve r i f i cou  que L. i n t e r me d ia  a p r e se n t a  grande  

c a p a c i d a d e  a d a p t a t i v a  às matas  r e s i dua i s  e aos  ambien tes  a be r t os  ou 

domi c i l i a re s ,  e que as matas  r e s i dua i s  ser i am impor t an te s ,  na 

do mi c i l i ação  d e s t a  espéc ie .  GOMES  et  al. ( 1982) ,  no Vale do Ribei ra  

(SP) ,  v e r i f i ca r am o p r edomín i o  de L. i n t e r me d ia  na p r imav er a  e duran t e  

o verão .  D i ve r sos  a u t o r e s  ( ARAGÃO,  1975;  ARAÚJO FILHO et al. ,  

1981;  F O R A T T I N I  et  al . ,  1976;  GOMES  1979;  1980;  1982;  1983;  1986;  

R A N G E L  et al . ,  1984) ,  ver i f i ca r am em áreas  rura i s  e pe r iu rbanas ,  nos 

domi c í l i os  e pe r idomi c i l i os ,  a p r e do mi nâ nc i a  de L. i n te r me di a ,  s uger indo  

uma do mi c i l i ação  da espécie .

L u t z o m y i a  {P s y c h o d o p y g u s )  w e l l c o m e i

No Pa r á  ( S e r r a  dos  Cara jás ) ,  o v e t o r  da L. b raz i l i en s i s  é a 

L u t z o m y i a  w e l l c o m e i . O homem adqui re  a infecção dur an t e  o dia,  em 

t od o  o p e r ío do  e s t a c i o n a i  das  chuvas ,  de dezembr o  a maio.  A infecção é 

a d qu i r i da  q uand o  o hom em  p e n e t r a  na mata ,  uma vez que o v e t o r  não 

a p r e s e n t a  háb i tos  domic i l i a res .

L u tz o m y ia  { N y s so m y ia )  u m b r a t i l i s

Oc or re  na f lo r es t a  a ma zô ni ca  no t o po  das á r vores ,  t ra nsmi t in do  a 

L. g u y an en s i s .  O ciclo de t ra nsmi ss ão  é mant ido  à noi te ,  ent re  animais  

a r b o r í c o l a s  e a L. umbra t i l i s .  No Amapá  e Pará ,  ela apa r ece  como ve to r  

p r imár io  ( L A I N S O N  & SHAW , 1979) .  As fêmeas  gráv i das  de 

L. u m b r a t i l i s  d e s c em  pa r a  a base das  á r vo re s  pa r a  ov i por  e mi gram de 

v o l ta  ao t op o  p ar a  p o s t e r i o r e s  r e p a s t o s  s angü íneos  sobre  seus 

h o s p e d e i r o s  a r bo r í co l as .  Es ta s  mi gr aç ões  r e su l t a m em grandes  

c o n c e n t r a ç õ e s  de f êmeas  sobre  a base de á rvo res  de grande  por te ,  

p a r t i c u l a r m e n t e  nas p r ime i ras  horas  do dia,  e mui t as  des ta s  p o d em  es ta r  

i n fec t adas .  N o r m a l m e n t e ,  e s te s  f l ebo to mí neos  não es tão  incl inados  a
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picar  o homem,  mas q uando  são p e r t u r b a d o s  por  sua a t iv idade  

( d e r r u b a d a  de á r v o re s  ou s impl esment e  e n c o s t a r - s e  nes ta s ) ,  a t acam- no ,  

av i dament e .

L u tz o m y ia  { N y s so m y ia )  a n d u ze i

No  Am ap á  e Pará ,  es t a  espéc ie  é c o n s i de r ad a  como ve t or  

s e cu ndá r i o  da L. g u y a n e n s i s  ( L A I N S O N  & SHAW,  1979).

L u tz o m y ia  {N y s so m y ia )  f l a v i s c u t e l l a t a

E s t a  espéc i e  o c o r re ,  p r in c i pa lmen te  no Amazonas ,  Pa r á  e 

R o nd ôn i a ,  ao nível  da base da f lo res t a ,  como v e t o r  pr imár io  da 

L. a ma z o n e n s i s ,  que ,  r a r a me n t e  a co m et e  o homem devido a a t iv idade  

n o t u r n a  da L. f l a v i s c u t e l l a t a  e a p o u ca  a t r a t i v i da de  que o homem exerce  

sobre  ela,  e e s t á  r e s t r i t a  à c a ç a do r es  e p es c a d o r e s  que p e n e t r a m  na 

f lo r es t a  á noi te .

L u tz o m y ia  { N y s so m y ia )  o lm eca

O co r r e  no A m a zo n as  e Rond ôn i a ,  como ve t o r  secundár io  da 

L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s . Es te s  v e to r es  são e s senc i a l men te  n o t u r no s ,  

com p eq u e n a  c a p a c i d ad e  de vôo e hab i tam até ce rca  de um met ro  de 

a l tu ra ,  nas á rvores .

Segu ndo  N E V E S  et a l . ( 1995 ) ,  o u t r a s  e spéc ies  são v e t o r es  

c o m p r o v a d o s  ou f o r t e m e n t e  s uspe i t os ,  b as e ad o s  em i so lamen tos  ob t i dos  

de f l e b o t om ín eo s ,  n a t u r a l me n te  i nfec t ados :  L u t z o m y i a  p e s s o a i  

( São  Pau l o) ,  L u t z o m y i a  m i g o n e i  ( Cea r á ) ,  L u t z o m y i a  ( barr e tomy ia )  sp. 

( Bah i a) ,  L u t z o m y i a  a m a z o n e n s i s  (Pa rá ) ,  L u t z o m y i a  ch ag a s i  ( Pará ) ,  

L u t z o m y i a  h i r s u t a  (Mi nas  Gera i s  e Pa r á ) ,  L u t z o m y i a  p a r a e n s i s  (Pará )  e 

L u t z o m y i a  s q u a m i v e n t r i s  (Pará) .

Vár ios  e s t u d o s  sobre  as p r inc ipa i s  e spéc i es  de f lebo tomíneos ,  

envo l v idas  na cade i a  de t r ansmi ss ão  da LTA b as eado s  no encon t r o  de
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l e i shmania  nos  seus  t ub os  d i ges t ivos ,  d e m o n s t r a r a m  que exis te  uma 

va r i ação  das  espéc i es  e n c o n t r a d a s  in fec t adas  de uma região pa r a  ou t ra ,  

nos  d i ve r so s  focos  da d o e n ç a  no Brasi l .  ARIAS & F RE IT AS  ( 1978) ,  

d i s s ec a r a m 6337 fêmeas  de f le bo to mí n eo s  na região de Manaus  (AM) e 

e n c o n t r a r a m  16 ( 0 ,2 5 % )  in fe c t adas  por  L e i s h m a n i a  br az i l i ens i s ,  sendo 

12 L u t z o m y i a  u m br a t i l i s  com p a r as i t o s  l oca l izados  nas g lândulas  

sa l ivares ,  e s ô fa go ,  e s tô m ag o  p o s t e r i o r  e tu bos  de Malpighi ,  1 L ut z o m y i a  

u m b r a t i l i s  c on f i rm ado  como pos i t i vo  após  a inocu l ação  em hamst er ,  2 

L u t z o m y i a  a n d u z e i  com os p a r a s i t o s  l oca l i zados  em t odo  o apare lho  

d i ges t iv o  e 1 L u t z o m y i a  a n d uz e i  pos i t ivo  após  a inocu l ação  em hamster .  

RA NG EL  et al. ( 1984) ,  num foco de l e i shmaniose  t e g u m e n t a r  em 

J a c a r e p a g u á ,  Rio de J ane i ro ,  d i s s eca r am 527 exempl ar es  de L u t z o m y i a  

i n t e r m e d i a  e e n c o n t r a r a m  1 ( 0 ,1 8 % )  ex empla r  n a t u ra lme n te  i nfec tado  por  

L. b ra z i l i en s i s ,  com a bu n da n t e s  p r o m a s t i g o t a s  e p a r a m a s t i g o t a s  no 

i n tes t ino  p o s t e r i o r ,  a lém de p r o m a s t i g o t a s  l ivres  nos  in t es t inos  médio e 

a n t e r i o r ,  p e r t e n c e m  p o r t a n t o ,  à Seção Per ipyla r i a ,  s egundo  o c r i t é r io  de 

L A I N S O N  & S H A W ( 1 9 7 2 )  e L A I N S O N  et a l . ( 19 77 )  e que a g r u pa m as 

es péc i e s  e s ub es pé c i e s  do complexo  L. b r az i l i ens i s .  RA NG EL  et al. 

( 19 85) ,  d i s s e c a r a m  765 f le b o t om ín eo s  em Além Para íba ,  Es t ado  de Minas  

Ger a i s  ( loc a l ida de  t ipo de L e i s h m a n i a  b r a z i l i en s i s  b r a z i l i e n s i s ) , 

r e su l t a nd o  no i so l ament o  de 1 ( 0 , 13 %)  pa r as i to  do complexo  

L. b r a z i l i e n s i s  e n c o n t r a d o  em P s y c h o d o p y g u s  h i rs u t a  h i rsu ta  

n a t u r a l me n t e  i nfec tado .

HO C H et al. ( 198 6) ,  na r eg ião  de Três  Br a ço s  e Cor te  de Pedra ,  

e x am in a r a m 2 3 . 000  f l e b o to mí n e os  e e n c o n t r a r a m  3 ex emp la r es  ( 0 , 01%)  

i n f e c t ado s  por  L e i s h m a n i a  b ra z i l i e ns i s  braz i l i ens i s ,  sendo 2 i so l ados  de 

L u t z o m y i a  w h i t m a n i  e 1 de L u t z o m y i a  ( Ba rre t omy i a )  sp,  t o d o s  os 

p a r a s i t o s  se d e s e n v o l v e r a m  na Seção Per ipy l ar i a  i n t es t ina l  dos 

f l e bó tom os .  V E X E N A T  et al. ( 19 86 b) ,  na á rea  de Três  Br aços  (BA) ,  

d i s s ec a r a m 1.832 f êmeas  de f l ebo to mí neos  de vár ias  e spéc ies  e não 

e n c o n t r a r a m  i nfecção  n a t ur a l  (0%) .  RYAN et al. (1990) ,  na á rea  de Três  

Br a ço s  (BA) ,  d i r e c i on a r am  a c a p t u r a  pa r a  p r óx imo de uma casa  com um

18



caso humano da infecção r ecen te ,  d i s s eca r am 193 f l e bo to mí neos  e 

e n c o n t r a r a m  1 ( 0 ,5 1 % )  exempl ar  pos i t ivo .

1.4 Métodos  de detecção da infecção natural

1.4.1 Morfológico  e Cult ivo

Pa r a  a d e t e cç ão  da infecção n a t ur a l  dos  f l e bo t omí neo s  por  

l e i shmania ,  o m é t od o  mais  u t i l i zado sempre  foi  o da d i s secção  do 

apa r e l ho  d ig es t i vo ,  segu ido  do semeio em meio de cu l tu ra ,  e /ou 

i nocu l ação  em animais  de l a bo r a tó r i o .  Os f l e bo to mí neos  são co l oc ad os  

i nd iv i dua l ment e  sobre  lâminas  l impas e d e s e n g o r d u r a d a s ,  em seguida  

é a d i c i o na da  uma g o t a  de soro  f i s io lógico ,  e com o auxi l io de 

e s t i l e t e s  e m i c r os c óp i o  e n t o mo l ó g i c o ,  as asas  e pa t as  dos  f l e bó tomos  

são s e p a ra d a s  e i so l adas  da cabeça ,  t ó r a x  e abdomem.  Com o 

e m pr e go  de um es t i l e t e  e n t o m o l ó g i c o ,  o p r imei ro  s egmento  t o ráx ico  

é imobi l i zado  e com o auxi l io de o u t ro  es t i l e t e ,  o úl t imo s egmento  

abdomi na l  é t r a c i o n a d o  pa r a  a r e t i r a d a  do tubo d iges t ivo .  Após  a 

d i s s ec çã o ,  é c o l oc a d o  uma p e qu en a  laminula  sobre  o mater ia l ,  e no 

m i c r o s c ó p i o  b ac t e r i o l ó g i c o  é r ea l izada  a i den t i f i cação  da espécie  de 

f l e b ó t om o e a p e s q u i s a  de formas  p r o m a s t i g o t a s  de l e i shmania  no 

apa r e l ho  d i ges t i vo .  D e t e c t a d o  o p a r a s i t o ,  com o auxi l io de uma pipe ta ,  o 

ma te r ia l  é semeado  em meio de cu l tu ra  a p r o pr i a do ,  ou pode  ser  asp i rado  

com uma se r inga  e i no cu l ad o ,  p re fe r en c i a l me n t e  em hamster .  Pa r a  o 

semeio em meio de c u l t u r a  é r e co m e n d a d o  es te r i l i za r  t odo  o mat er i a l  em 

a u t o c l a v e ,  à 121°C por  1 hora ,  pa r a  ev i t a r  a con tami nação  que na 

mai or i a  das  vezes  o co r r e .  O h ams t e r  i nocu l ado  deve ser  mant ido  em 

o b s e r v a ç ã o  por  um p e r í odo  mínimo de 6 meses ,  an tes  de ser  n ec r op s i ado .
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R e c e n t e m e n t e ,  vem sendo u t i l i zada  a t écn ica  de PCR e h ibr id ização  

do DNA do c in e t o p l a s t o ,  pa r a  o d i ag nós t i co  da infecção na t ur a l  de 

f l e b ó to m os  por  l e i shmania .  A u t i l i zação  da  t écn ica  de PCR,  au me n t a  a 

sens i bi l i dade  na d e t e cç ão  de le i shmania  p o r q ue  ampl i f i ca  s eqüênc i a  alvo 

em mi ni c í rcu los ,  que p o s t e r i o r m e n t e  se rvem de s ub s t r a to  pa r a  r eação  de 

h i br id i zaç ão  com DNA ou com as sondas  j á  des c r i t a s  ( R OD GE RS  et al. ,  

1990) .

A t é cn i ca  se base ia  numa  r eação  p o l i mer ás i ca  s imples ,  em que 

t e m os  o DNA a ser  ampl i f i cado ,  o l ig on u c l e o t í d e o s  que h ibr id izam com as 

e x t r e m i d a d e s  des te  DNA e em fi tas  o p o s t a s  , e de ox in u c l eo t í d eo s .  A 

r e aç ão  se inicia com a d e s n a t u r a ç ã o  do D NA alvo,  que se p r ocess a ,  

h a b i t u a l m en t e ,  a 94°C;  p o s t e r i o r m e n t e ,  a mi s t ur a  é r es f r i ad a  a uma 

t e m p e r a t u r a  de 50"C,  e t a p a  em que a d ep en d er  da s eqüênc i a  dos  pr imers ,  

o c o r r e r á  p a r e a m e n t o  nos  lugares  em que são co mpl emen t a r es .  A seguir ,  a 

r eação  é man t i da  a 7 2 “C, p ar a  que a p ol i meras e  t e r mo e s t á v e l  pos sa  

e s t e n d e r  a fi ta.  Co m cic los  sucess ivos  de d e s n a t u r a ç õ e s ,  h ib r i d i zações  e 

e x t e ns õ es ,  p o d e - s e  o b t e r  uma ampl i f i cação  t e ó r i c a  de 2n , onde “n ” é o 

númer o  de c ic los  e f e t u a d o s  ( MUL LI S ,  1990;  SAIKI  et al . ,  1988;  

S C H O C H E T M A N  et  al . ,  1988) .

P E R E Z  et  al. ( 19 94) ,  em Chau t e ,  L ima- Pe r u ,  l oca l idade  endêmica  

p ar a  l e i shmani ose  cu tânea ,  exami na r am 5.861 fêmeas  de f l e bo t omí neo s  

que f o r am  t e s t a d a s  em 713 a mo s t r a s ,  pe la  t écn i ca  do PCR e e nc on t r a r a m

8 ( 1 , 1% )  a mo s t r a s  pos i t i vas .  F E L I C I A N G E L I  et al. ( 1994) ,  na Venezu e la  

e xami nou  4 .863 fêmeas  de f l eb o t omí neo s  pelo P CR e e n c o n t r a r a m  53 

n a t u r a l m e n t e  i n fe c t ad os ,  sendo,  51 L u t z o m y i a  ov a l l e s i  e 2 Lu t z o my i a  

g o m e z i  i n fe c t ad os  por  p r o m a s t i g o t a s  e a h ibr id ização  com sondas  de 

L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s  i den t i f i cou  49 L u t z o m y i a  o va l l e s i  ( 1 , 0%)  e 2 

L u t z o m y i a  g o m e s i  ( 0 , 04 %) .

1 . 4 . 2  B i o l o g i a  M o l e c u l a r
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A g rande  va r iab i l i dade  no índice de infecção na tu ra l  de 

f l e b o to m í ne o s  por  l e i shmania  d es c r i t a  na l i t e ra t ur a ,  pode  ser devida  a 

r ea l i za çã o  de c a p t u r a s  não d i re c i onadas ,  e na t écn i ca  de d i ssecção  do 

apa r e l ho  d i ges t i vo  do inse to  pa r a  o exame ent r e  l âmina e laminula .  A 

n o s s a  h ip ó te se  é que,  m é t o d o s  mais  p r ec i so s / sen s í ve i s  de d e t e cção  de 

in fecção  e d i r e c i on am en t o  da cap t u r a ,  pa r a  á reas  p r óx imas  ao r e l a to  de 

casos  da d oença ,  p o d e m  au me n t a r  a t axa  de i den t i f i cação  de f l e bó tomos  

i n fec t ados .

2.1 O b j e t i v o  g e r a l

Aval i a r  a i n fecção  n a t u r a l  de f l e bo to mí neos ,  po r  Le i sh man ia ,  em 

um foco  h ip e r e nd em ic o  de Le i s hmani ose  T e g u me n t a r  Amer icana  (Cor te  

de P e d r a  - Bahia )  u t i l i zando -s e  c a p t u r a  d i r ig ida  e r eação  po l i merás i ca  em 

cade ia  (PCR) .

2.2 O b j e t i v o s  e s p e c í f i c o s

1- D i r e c io na r  a c a p t u r a  de f l eb o to mí neos ,  pa r a  o domicí l io  e 

pe r i do mi c í l io ,  de pa c i en t e s  com d iagnó s t i co  r ecen t e  da doença .

2- Ut i l i za r  a t é cn ic a  de r eação  em cade i a  da po l imerase  (P C R) ,  

como m é t od o  de d e t ec çã o  da infecção na t ur a l  de f l e bó tomos  

por  l e i shmania .

2 O B J E T I V O S
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Área do estudo

C or t e  de P ed r a  é um vi lare jo  p e r t e n c e n t e  ao município  de 

P r e s i d en t e  T a n c re d o  Neves ,  d i s t an t e  280 Km de Sa lvador ,  Região 

S u d o e s t e  do E s t a do  da Bahia ,  en t re  13‘’32 la t i tude  Sul  e 3 9 ‘*25 

l ong i t ude  Oes te  (Fig.  1). A r eg ião  é f o r ma da  por  pequ en as  mo nt anhas ,  e 

a a l t i tude  var i a  de 600 a 900 me t ros .  A a g r i cu l tu r a  p red o mi na n te  é a 

c u l t u r a  do cacau ,  s egu ida  da cu l tu ra  do c ravo ,  e da cr i ação  de p eq uenos  

r e b an ho s  de gado  bovino .  A l avo ur a  de cacau  é um exce l en t e  hab i t a t  pa r a  

os f l eb o t omí neos .

O cl ima da reg i ão  é q uen t e  e úmido ,  com re sq u í c i os  de f lo r es t as  do 

t ipo  t ro p i c a l  úmido.  O índice p l uv i omé t r i co  mensal  médio foi  de 96,8 

m m \  em 1995 e 124,9 mm^ em 1996,  com maior  c on ce n t r a ç ã o  das  chuvas  

nos  meses  de abr i l  a j u lho  e n ovemb ro  a dezembr o  em 1995,  e fevere i ro  a 

j u lho  em 1996 ( C EP L A C ,  1 9 9 6 ) ( G r á f  1).

Gráfico 1 - Dados pluviométricos  (mm^ ) de 1995 e 1996.

A reg ião  de C or t e  de P ed ra  é c on s i d e r a d a  uma á rea  endêmi ca  de 

L e i s hman i os e  Cu t ân eo  M u co sa ,  cujo pos to  de saúde  r ecebe  pac i en t es  

p r o c e d e n t e s  de o u t r o s  munic íp i os ,  num raio ap rox ima do  de 100 Km, 

s o b r e t u d o  dos  muni c í pi os  de Te o l ân d i a  , Wences lau  Gu imar ães  e 

Va lença .
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N o  per iodo  de  1984 a 1997 ,  foram d ia g n o s t i c a d o s  um total  de

1 1 .340  c a s o s  de L e ish m a n iose  Cutânea no P o s t o  M édico  lo c a l ,  com uma 

média de 463 c a s o s / a n o ,  caracter izand o  uma área h iperendem ica

F i g u r a  1 — L o c a l i z a ç ã o  do  m u n i c í p i o  de  P r e s i d e n t e  T a n c r e d o  N e v e s .
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Os p e r í o d o s  e s co l h i do s  pa r a  as c ap t u r a s  dos  f l e bo t omí neo s  eram 

aque l es  em que a equ i pe  c o m p o s t a  de méd i cos  p es q u i s a d o r e s  do Serviço 

de I m u no l o g i a  do H o s p i t a l  Prof .  Ed ga r  San t os  da Un iver s i dade  Federa l  

da Bahia  e do Nú cl eo  de Medic ina  Tr op i ca l  da Un ive r s i dad e  de Bras i l ia ,  

e s t a v am  r ea l izando  o a t en d i me n t o  ambu l a t o r i a l  no P os to  de Saúde ,  j á  que 

nesses  p e r í o d o s ,  os ca s os  r e c e n t e s  de l e i shmaniose  eram de t e c t ad os .  

Após  o a t e n d i m en t o ,  os p ac i en te s  e r am c on du z i d o s  aos  seus  domicí l ios ,  

onde  era  ana l i s ada  a v iabi l idade  das c ap t ur as .  Essa  viabi l idade  era 

o b s e r v a d a  no mesmo dia e os c r i t é r ios  eram:  res id i r  no máximo 100 Km 

de d i s t an c i a  do p o s t o  médico  de Cor te  de Pedra ,  que as e s t r adas  fossem 

t r a n s i t á ve i s  em ép oc as  de chuvas  e que ho uves se  acesso  de car ro  até 

p r óx imo do domicí l io  dos  pac i en t es .

F o r a m  r ea l izadas  c a p t u r a s  n o t u rn a s  de f l eb ó t omo s  nos 

per idomi ci l i os .  Essas  c a p t u r a s  e ram inic iadas  às 18:00 horas ,  por  t empo 

i n d e t e r mi n ad o ,  d e p e n d e n d o  da dens idade  dos  f l e bo tomí neos ,  sendo 

u t i l i zada  a a r mad i lha  de pano t ipo “Shannon” modif icada (Fig.  2),  

a s s oc i a d a  ao capturador  manual  de aspiração ( S H AN NO N,  1939) 

(Fig.  3).  A a r mad i lha  era  c o l o c a d a  a uma d i s t ânc i a  máxima de 20 met ros  

da casa  do p ac i en t e ,  d e pe nd en do  do local  d i sponíve l  em que a mesma 

p u d es s e  ser  amar rada .  Na  mai or i a  das vezes ,  e ram amar radas  em 

c a c a u e i r o s  , c r ave i ro s ,  c o q ue i r o s ,  banane i ras  e o u t r a s  á rvo res  s uspe i t as  

de a t r a í r e m  os f l eb o to mí neos .  Quand o  não ex i s t i am á r vores ,  a a rmadi lha  

era  a m ar r a da  em uma p ar te  da casa  e o o u t ro  lado p r en d i a - s e  à made i ras  

imp ro vi sadas .  H o u ve  uma c e r t a  p r e fe r ên c i a  de co loca r  a a rmadi lha  

p r óx im a  a ga l inhe i ros  ou ab r igos  de animais  d om és t i co s  como cães ,  

p o r c o s ,  bov i nos ,  cap r inos ,  e eqü í deos .  Os locais  e sco lh idos  t ambém eram 

aque l es  que a p r e s e n t a v a m  a menor  i n t e r f e r ênc i a  poss íve l  de ven t os  e 

fumaças .  A c o l e t a  e ra  r ea l i zad a  com o c a p t u r a d o r  manual  de asp i ração  

nas p a r e de s  e x t e r nas  e in t e rnas  da a r mad i lha  Shannon ,  e no in t er i or  da 

a r mad i lha  era  co l oc ad o  um lampião a gás ,  como isca luminosa.

3 . 2  C o l e t a  d e  f l e b o t o m í n e o s  no  c a m p o
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FIGURA 2 - Armadilha Shannon modificada
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FIGURA 3 - Capturador  manual  de aspiração

Lo go  após  a c a p t u r a  pe r i domi ci l i a r ,  era  r ea l i zada  a co l e t a  

domic i l i a r ,  onde  e r am v i s t o r i a d os  os q u a r t o s ,  sala,  coz inha ,  banhe i ros  e 

o u t ra s  d ep en dê nc ia s .  A d ur ação  d epend i a  da d ens idade  de f l e bo t omí neo s  

e e ra  r ea l i zada  apenas  com o c a p t u r a d o r  manual  de a sp i r ação  e l an t e rna  

manua l  à pi lha.  A v i s t o r i a  das  p a r ed es  era  r ea l izada  até uma a l tu ra  de no 

máximo 2 me t ros ,  uma vez que,  as e spéc i es  que f r e qü en t am  o domicí l io ,  

n o r ma l me n t e  não u l t r a p a s s a m  essa  a l tura .  Quando  em a lguma 

d ep e n d ê n c i a  da casa  hav iam pe s so as  r e p o u s a n d o ,  a v i s t or i a  era  

c o n c e n t r a d a  t a m b ém  no piso da casa ,  p r óx imo as pa r ed es ,  pois  o co r r i a  a 

poss i b i l id ad e  do e n c on t r o  de fêmeas  i n gu rg i t ad as  de sangue  que se 

t o r n a m  mui to  p es a da s  e p r e f e r e m os locais  mais  ba ixos ,  pa r a  se 

ab r iga rem.
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3.3 Acondic ionamento  dos f lebotomíneos

Após  as c a p t u r a s  pe r i domi c i l i a r es  e domic i l i a res ,  os f l e bo tomi neos  

c o l e t a d o s  pa r a  o d i ag n ós t i co  da infecção na tura l ,  e ram c o l o ca d o s  em 

p e q u en as  ga io l as  e t r a n s p o r t a d o s  pa r a  o l ab or a t ó r i o  do Pos t o  Médico ,  

em Co r t e  de Ped ra ,  onde  e ram man t ido s  no f reezer ,  até a mor te .  Em 

s eguida ,  os f l e bo to m in eo s  e r am t r a ns f e r i do s  pa r a  cápsu l as  de po rce l ana ,  

onde  os ex emp la r es  f êmeas  e ram se l ec i onados  e c o l oc a d o s  em c r i o tu bos  

“ N u n c ” em g r u p o s  de 10 ou  20 f l eb o t omi neo s ,  e en tão  eram 

c r i o p r e s e r v a d o s  e t r a n s p o r t a d o s  pa r a  o L a b or a t ó r i o  de Bi olog ia  

M o l e c u l a r  do Cen t ro  de Pes qu i sa s  Gonça lo  M o n i z / F I O C R U Z - B A ,  onde 

e r am c o n s e r v a d o s  a -TO'^C até a sua u t i l i zação .  Os exempl ar es  machos  

e r am e s t o c a d o s  em á l coo l  70%,  pa r a  p o s t e r i o r  e s tud o  t ax ôno mi co  no 

L a b o r a t ó r i o  de P a r a s i t o l o g i a  do I ns t i t u t o  de Ciências  da Saúde  - UFBA.

3.4 Obtenção de f lebotomíneos  em laboratório

Pa r a  a p a d r o n i z a ç ã o  das  t écn i cas  de PCR,  houve  a neces s idade  de 

m an te r  uma co l ôn ia  de f l e b ó to mo s  c r iados  em l abo ra t ó r i o .  In ic ia lmente  

f o ram  r e a l i zadas  vár i as  ca p t u ra s  de f l e bo t omi neo s ,  que foram 

a l i me n t ad os  em ha ms te r s  sad ios ,  para  a o b t en ção  de ovos .  Essas  c ap t u r a s  

e ram r ea l izadas  em locai s  com maior  d ens idade  de f l e bó tomos ,  como o 

p e r idomi c í l i o  de uma casa  na Fa ze nda  To ca  da Onça  (Fig.  4).  No p r ópr io  

local  da cap tu r a ,  o h a m st e r  e ra  a nes t es i ado  com P e n t ob a r b i t a l  sódico e 

usado  pa r a  a l imen t ar  os  f l e bó to mo s  c a p t u r a d o s ,  en t ão ,  no l ab or a t ó r i o  do 

P o s to  Médico ,  as f êmeas  eram t r a n s f e r i da s  pa r a  r ec ip i en t es  a p r o pr i a do s  

pa r a  d esova .  Es te s  r e c i p i en t es  con t in ha m uma camada  de gesso na base,  

que era  d ev id am en te  umed ec id a  com a f ina l idade de p r o p o r c i o n a r  um 

ambien te  f avo r áv e l  à d esova .  Na  pa r t e  s up er i o r  do r ec i p i en t e  era  

c o l o c ad o  um p equ en o  p edaço  de a lgodão  embebido  em uma so lução  de 

50% de g l ucose  de milho,  com a f ina l idade  de p r o p o r c i o n a r  

a a l i men t ação  des t a s  f êmeas  e t am bé m o a madu rec i men t o  dos  

seus  o vá r io s ,  v i sando  um melhor  r e nd ime nt o  na po s t u r a .  Em cada
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f rasco ,  e ram c o l o c a d a s  100 fêmeas  e 20 machos .  As fêmeas  a l imentadas  

e ram a c o n d i c i o n a d a s  em ca ixas  de i sopor ,  onde  e ram c o l o ca do s  chumaços  

de a lgo dão  emb eb id os  em água ,  com a f ina l idade de man t er  um ambiente  

com al to índice de umidade  re l a t iva  do ar.  Des sa  manei ra ,  os f l e bó tomos  

pa r a  d e s o va  e ram t r a n s p o r t a d o s  pa r a  o L a b o r a t ó r i o  de P a r a s i t o l o g i a  da 

UFBA.

FIGURA 4 -  Domicí l io  e peridomicí l io  com alta densidade de 

f l ebotomíneos

3.5 Criação de L utzom yia  whitmani  em laboratório.

No L a b o r a t ó r i o  de P a r a s i t o l o g i a  do I ns t i tu to  de Ciências  da Saúde 

da Un i ve r s i da de  Fede r a l  da Bahia,  r ea l i zamos  a man ut en ção  de uma 

co lôn i a  de L u t z o m y i a  whi tmani ,  c r i ados  em l abo ra t ó r i o  até a p r imei ra  

g e r a çã o ,  com a f ina l idade  de p a d r o n i za r  a t écn i ca  de PCR.

Os f le bo to mí n eo s  c a p t u r a d o s  no campo,  c hegavam em rec i p i en t es  

p l ás t i co s  c i l índr i cos ,  t r a n s p a r e n t e s ,  medindo 8 cm de a l tu ra  por  12 cm de
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d i âm et ro ,  e t endo  como base uma p r ep a r a ç ã o  de gesso em água  des t i l ada .  

Es t e s  f ra s cos  t inham,  na p a r t e  super i or ,  um tec ido  t ipo “v o i l ” com um 

or i f í c io  cen t r a l ,  que  era  vedado  por  um p edaço  de a lgodão ,  e que 

p e r mi t i a  o acesso  de es t i l e t es ,  p incé i s  e c a p t u r a d o r e s ,  no seu in ter ior .  

Ne s se s  r e c i p i en t es ,  ge r a l men t e ,  c on ten do  100 exempl ares  fêmeas  e 20 

macho s ,  o c o r r i a m  a p o s t u r a  dos  ovos  que eram d e po s i t a do s  pelas  fêmeas,  

nas suas  p a r e de s ,  no a lgodão  e em maior  pa r te ,  no gesso.

Os o vos  d e p o s i t a d o s  nas p a r ed es  dos  f rascos  e no gesso f oram 

r e t i r a d o s  um a um,  u t i l i zando  um pincel  fino umedec i do  em água  

des t i l ad a ,  e t r a n s f e r i d o s  pa r a  p lacas  de Pet r i ,  con tend o  água  des t i l ada .  

Os ovos  que f i cavam r e t id o s  no a lgo dão  e ram r e t i r a do s ,  submer gi ndo  o 

a l go d ão  numa pl aca  de Pe t r i ,  com água  des t i l ada ,  pa r a  t o rn a r  mais fácil  

a sua ma ni pu l ação .  Em s eguida ,  os ovos  c on t i dos  na placa  de Pe t r i  com 

água  d e s t i l ad a  e r am c o l o c a d o s  em um novo r ec i p i en t e  p lás t i co ,  com 

gesso  na base,  onde  era  fe i ta  a manu t en çã o  das formas  imaturas .  Em 

cada  r ec i p i en te  foi co l oc ad o  ce r ca  de mais ou menos  500 ovos .

No novo r ec i p i en t e ,  c o n t r o l a m o s  a umidade  do gesso que é 

essenc i a l  p ar a  que o c o r r a  a m a t u r a ç ã o  dos  ovos .  Es t e  co n t ro le  foi  fei to 

c o l o c a n d o  embaixo  do r ec i p i en t e  com gesso ,  uma p l aca  de Pe t r i  com 

á gu a  des t i l ad a  e com auxí l io da lupa e n t o m o l ó g i c a  era  o bs e rv ad a  a 

a b s o rç ão  da á gu a  pelo gesso ,  até  que o c o r r e s s e  o umed ec i men to  da 

super f í c i e  do gesso e dos  ovos .  Com a umidade  excess iva ,  os ovos  

f i cavam c o b e r t o s  c om uma pe l ícu l a  aqu o sa  que impedia  a ec losão  ou 

ec lod i am,  e as l a rvas  mor r i am com o excesso  de água.  N e s t a  s i t uação ,  

e ra  s u b s t i t u í d a  a p l aca  de Pe t r i  com água  des t i l ada  que e s ta va  sob o 

r ec ip i en t e  de gesso  por  uma folha  de pape l  t oa lh a  que r e t i r a va  o excesso  

de umi dade  do gesso .  H avendo  por  sua vez  uma umidade  escassa ,  os 

ovos  p a r a v a m  de ec l od i r  e as l arvas  morr i am.

Os r e c i p i en t es  c on t e n d o  os ovos ,  e r am a c o n d i c i o na do s  em caixas  

de i sopor .  Após  mais  ou menos  c inco dias ,  os ovos  ec lodiam,  dando 

o r ig em às l a rvas  de p r imei ro  es tág io  que e ram a l iment adas  com ração
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a u t o c l a v a d a  pa r a  ev i t a r  a p r o l i f e r ação  de fungos .  A ração  u t i l i zada  foi 

uma m is tu r a  de fezes  de coe lho ,  a l face,  pó de xaxim e t e r r a  vege ta l ,  na 

p r o p o r ç ã o  de 1:1:1:1.

A g en t e s  p r e j ud ic ia i s  às cu l t u ra s  e ram os áca r os  e fungos  que 

invad i am as co l ôn i as .  No L a b o r a t ó r i o  de Mico log ia  do Ins t i tu to  de 

Ci ênc i as  da Saúde  da UFBA,  es tes  fungos  f oram i den t i f i cados  como 

A s p e r g i l l u s  niger ,  e o comb at e  foi  mecân i co ,  u t i l i zan do-s e  um est i le  para  

r e m o v e - l o s ,  d i ar iamente .  A ex t e r mi na ção  dos  áca r os  t ambém foi 

mecân i ca ,  com um es t i l e t e  r ea l i zando  a d es t r u i ção  um a um.

Os f l e b ó to mo s  a du l tos  c r i ados  em l abo ra t ó r i o  fo ram d i r e ta me nte  

u t i l i z ad o s  pa r a  os t e s t e s  de pa d r o n i z a ç ã o  da t écn ica  de PCR,  ou então ,  

a l i m e n t a d o s  c om uma s olução  de g l ucose  de milho a 50%,  a t ravés  de 

um p e q ue no  a lg odão  embebido  n es ta  so lução  e c o l ocad o  ex te r na me n t e  ao 

f rasco ,  sobre  o “v o i l ” . Após  o segundo  dia,  o f lebó tomo adul to  pod i a  ser 

c o l o c ad o  p ar a  r ea l i za r  o r ep as to  sangüíneo ,  em hams t er  sadio 

a n e s t e s i ad o  com P e n t o b a r b i t a l  Sódico .  Mais  ou menos  duas  hor as  antes  

do r e p as to  sang üín eo ,  e ra  r e t i r a da  a so lução  açuc a r a da ,  e os f l e bó tomos  

t r a n s f e r i d o s  pa r a  uma ga io la  de acr í l ico ,  c ob e r t a  por  um tec ido  de cor  

p r e t a ,  pa r a  de ixar  o ambi en t e  escuro .  As fêmeas  que r ea l i zavam a 

a l i men t ação  s angü ínea ,  e r am t r a ns f e r id as  pa r a  um novo rec ip i en t e  

p l ás t i co  pa r a  p o s t u r a ,  o b t e n d o - s e  assim,  L. wh i tma n i  cu l t i vados  em 

l a bo r a t ó r i o .

3.6 Ident i f i cação dos f l ebotomíneos

Pa r a  a iden t i f i cação  t a xô no mi ca ,  foi  r ea l i zada  a m o n t ag em  dos 

e xe mp la r es  machos  em bá l samo do Canadá ,  u t i l i z ando-s e  a t écn i ca  

d e s c r i t a  a segui r ;  á l coo l  a 70% ( a co n d i c i o n a d o s  no campo ); h idróx ido  

de p o t á s s i o  a 10%,  d ur a n t e  24 hor as ;  ácido acé t i co  a 10%, dur an t e  20 

mi nu tos ;  3 sér ies  de água  des t i l ad a  com d ur ação  de 15 mi nu t os  cada 

sér ie ;  á l coo l  a 70%,  du r an t e  20 minut os ;  á l coo l  a 90% , du r an te  15 

mi nu tos ;  á l coo l  a b s o lu t o ,  d ur an t e  15 mi nu tos  e c r e o s o t o  de Faya dur an t e
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24 horas .  Em seguida ,  os f l eb o t omí meo s  e ram r e t i r a do s  da cápsu l a  de 

p o r c e l a n a  com o auxi l io de um es t i l e t e  e n to mo ló gi co  e c o l o ca do s  sobre 

lâminas ,  com uma p e qu en a  g o t a  de c r e o s o t o  de Faya.

Já sobre  a lâmina,  na pos ição  l a t era l  e ra  rea l izado  um pequeno  

c o r t e  en t re  o t ó r a x  e a cabeça  pa r a  que essa  ú l t ima sof resse  um pequeno  

gi ro e p e r m a n e c e s s e  na pos ição  dorsa l ,  a fim de se rem v i sua l izados  os 

c a r a c t e r e s  dos  pa l pos  e das an tenas .  Em s eguida ,  r e t i r ado  o excesso  do 

c r e o s o t o  c om um pape l  de f i l t ro,  a c r e s c e n t a d o  o bá l samo do Canadá ,  e 

uma p e q u e n a  lamínula .  A i den t i f i cação  das  es péc ies  foi  r ea l i zada  de 

a c o r d o  com a c l a s s i f i cação  u t i l i zada  po r  Y OU NG  & DU NC A N (1994) .  

F o r a m  l evados  em con s id e ra çã o  c a r ac t e r e s  m o r f o l ó g i co s  como co l o r a çã o ,  

t a ma nh o  do inse to ,  medidas  dos  s eg me nto s  dos  pa lpos ,  a scó ides  das 

an t enas ,  c e r das  e e sp inhos  do apare lho  r e p r o d u t o r  mascul ino  e das pa tas ,  

a lém de o u t r o s  c a r a c t e r e s  e s pec í f i cos  p ar a  cada  espécie .

3.7 Extração de DNA dos f lebótomos

O DNA t o t a l  a ser  usado no PCR foi ex t ra í do  de amos t r a s  con t end o  

10 ou 20 f êmeas  de f l e b ó t om os ,  usando  40wl de r ea ge n t e  de lise ( lOmM 

Tr i s - HC l  pH 9.2;  lOmM E D TA  e lOOwg/ml de P r o t e i na s e  K) pa r a  

a mo s t r a s  com 10 f l e b ó to m os  e 80m1 pa r a  aque las  com 20 f lebó tomos .  As 

a m o s t r a s  f o ram incub ad as  com esses  r e a g en t e s  por  2 a 3 horas  a 56°C,  

com a g i t ação  p e r i ód i ca ,  cen t r i fu ga da s  a 12.000 RPM,  4°C,  po r  15 

m i n u to s ,  e o s o b r e n a d a n t e  c o l e t ad o  e a quec i do  a 95°C,  por  15 minutos ,  

p a r a  a ina t ivação  da P r o t e i n a se  K (Gibco) .  As amos t ra s  fo ram então 

n ov a m e n t e  c e n t r i f u ga da s ,  sob as mesmas  c on di ções  por  40 segu ndo s  e o 

s o b r e n a d a n t e  e s to c a d o  a -20^0 até seu empr ego  no PCR ( PE RE Z et.  al, 

1994) .

31



3.8 Ampl i f i cação da região constante  de minicírculos  de ArDNA por 

PCR

P ar a  ampl i f i cação  da r egião  c on s e rv a d a  do minic í rculo  do A:DNA 

f oram u s a do s  o pr imer  d i re to  150 ( 5 ’ G G G - G / T A G - G G G - C T G - T C T -  

G C G - A A  3 ) e uma mis tu r a  dos  p r imers  r ev e r so s  152A (5 GGC- CCA-  

C T A - T A T - A C C - A A C - C C C  3 ) e 152B (5 C C G - C C C - C T A - T T T - T A T -  

A C C - A C C - A A C - C C C  3 ). Cada  r eação  a p r e s e n t o u  volume final  de 50wl 

c o n t e n d o :  t ampão  Tr i s - HCl  lOmM pH 9.2;  KCl  75mM; MgCÍ 2 l , 5 m M ;  

lOOwg/ml de BSA ( Sigma) ;  0 ,2mM de cada  d NT P ( Pha rmac i a ) ;  0,5 

p mo les  do p r imer  150; 0 , 5p MOL da mi s t ur a  con t end o  0 ,2 5p MOL  do 

p r imer  152A e 0,25 pmoles  do pr imer  152B;  2,5 Uni dades  de Taq  DNA 

po l i me ra s e  ( Pe rk i n  Elmer ) ;  H 2O ( água  u l t ra  pur a  s ter i le  pa r a  Bio log ia  

M o le c u l a r ,  l ivre de p i r óg e no s  e Rnase  ; Bio t ecx)  e 5wl de a mo s t r a  de 

DNA ex t r a íd o  de f l ebó t omo s .  Pa r a  a c i c l agem t é r mi ca  das amo st ra s ,  foi 

usado  o ap ar e l ho  P e rk i n - E l me r  9600 ( Pe rk i n - E l me r  Cetus  C o r p o r a t i o n  

9600) ,  p r o g r a m a d o  p ar a  35 cic los ,  cada  um com 30 seg und os  a 94°C,  

pa r a  a d e s n a t u r a ç ã o ,  30 s e gund os  a 5 0 “C, para  o pa r ea me nt o  de pr imers  

e DNA alvo,  e 30 s e gu n d o s  72°C,  pa r a  a ex t ensão .  O p r o g r a m a  acima foi 

p r e c e d i d o  de um ciclo de 4 mi nu tos  a 94°C e seguido  de o u t ro  de 10 

m in ut os  a 72°C ( M U L L I S ,  1990;  SAIKI  et al . ,  1988;  S C H O C H E T M A N  et 

al . ,  1988).

3.9 Anál ise  e letroforét ica de PCR e conf irmação da ident idade dos 

ampi icons por Dot-blot

Al í qu ot a s  de 12ul  das  a m os t r a s  de PCR,  fo ram ad ic i onad as  a 3wl de 

t am pã o  de ca r ga  ( 0 ,2 5 % [vol /vol ]  azul  de b r omo fen ol ,  0 , 25% [vol /vol ]  

x i l eno c i ano l  em 40% de so lução  a q uo s a  de s aca ro se ) ,  e f r ac i on ad as  por  

E l e t r o f o r e s e  em Gel  de Ag ar os e  a 2% ( u l t r a pu r e ,  Gibco ,  BRL) ,  com 

t ampão  de c o r r i d a  TAE (4 0mM T r i s - a c e t a t o  e I mM de ED TA  pH 8.0 ) 

d u r a n t e  1 ho r a  a 80 Vol t s .  Na  c o r r i d a  foi  u t i l i zado  o m a r c ad o r  de peso 

m o l ec u l a r  lOObp l adder  (P ha rmac i a )  pa r a  a av er i guação  do peso 

m o lecu la r  dos  ampi icons .  A f o t og r a f i a  dos  géis  c o r a d o s  com br ome to  de
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et idio foi  r ea l i zada  em t r a ns i l u mi n ad or  ( IBI ,  UVT 400)  a uma UV de 

3 12nm de c o mp r im en t o  de onda ,  usando uma câmar a  Kodak  ( IBI ,  46400)  

e fi lme P o l a r o i d  667,  ISO 3000 (P o l a r o i d  Co. ,  MA/ USA)

A con f i rm aç ão  da i n t ens i dade  dos  ampi i cons  foi  r ea l i zada  com 

D o t - b l o t ,  t en do  sido us adas  duas  s ondas  de DNA;  ( Sond a  1) f ragmento  

da r eg i ão  c o n s t a n t e  do minic í rculo  de L e i s h m a n i a  (Viannia)  p a n a m e n s i s ,  

I PA N V, númer o  de acesso  no Gene Bank U19 811 ;  e 

( S o n d a  2) f r agmen to  da região  c o n s t a n t e  do minic í rculo  de 

L e i s h m a n i a  ( Le i s hman ia )  a ma zo nens i s ,  M H O M/ B R / 73  M2269 ,  número  de 

aces so  no Gene  Bank U 19 8/ 0  ( F E R N A N D E S  et .  al,  1996) .  As sondas  de 

DNA foram m ar cadas  r a d i o a t iv a m e n t e  pela  t écn i ca  de in ic i adores  

r a n d ô m i c o s ,  Ra nd o m He xa me r  Pr imer  ( F E I M B E R G  & V O G E L S T E I N ,  

1983) ,  p o r  i n co r p o ra ç ã o  de d - ATP a cop l ado  ao i só t opo  r ad ia t ivo  alfa 

32P e, en t ão  fo ram pur i f i cadas  por  c r o m a t o g r a f i a  em co lunas  P-10  (Bio 

Rad) .

Pa r a  o p re pa ro  das  membranas ,  os p r o d u t o s  ampl i f i cados  ( 2 0 mI) 

f o r am  d e s n a t u r a d o s  por  i ncubação  com 20wl de so lução  Na OH  0,4N,

0 , 25 u\  E D TA  e 160wl de H 2O, por  1 hor a  a t e m p e r a t u r a  ambiente .  Após  

es t e  p e r í od o ,  o vo l ume  t o t a l  do DNA d e s n a t u r a do  foi  ap l i cado em uma 

m emb ra n a  de nylon Hybo nd  N+ ( Armer sham)  p r é - t r a t a d a  por  10 minutos ,  

a t e m p e r a t u r a  ambien te  (TA)  c om s olução  de SSC 0,1X,  m o n t a da  num 

a pa r e l ho  Hybr i  dot  ( G i b c o - l i f e  t e cnho lo g i e s ) .  Após  a ap l i cação  das 

a mo s t r a s ,  a me mbr an a  foi  seca  a 80°C por  2 ho r as  em forno a vácuo 

( VWR)  e t r a t a d a s  p o r  1 minuto ,  sob luz u l t r a v i o l e t a  num apare lho  

S t r a t a l i n k e r  ( S t r a t a g e n ) .  Em seguida ,  a membra na  foi  i ncubada  a 60°C em 

B L O T T O  por  2 hor as ,  sendo a c r e s c e n t a d a  a sonda  pur i f i cada .  A 

h i br i d i zaç ão  foi  r ea l i zada  em B L O TT O  à mesma t e m p e r a t u r a  dur an t e  a 

noi te .  Ao f inal  do p e r ío do  de h i br id i zação  as membranas  foram lavadas  

em SSC 0 , 5 X / SD S  0 , 1% a 60°C e us adas  pa r a  e xpor  f i lmes de RX 

( K OD AK  -  X OM A T ) ,  a - 7 0 ° C ,  d u r a n t e  a noi te ,  com placa  i n t ens i f i cador a  

de sinal .
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4.1 A coleta de f lebotomíneos .

As c ap t u r a s  fo ram se le c i onadas  a pa r t i r  de 45 p ac i en t es ,  onde 

f oram c o l e t a d o s  5 .269  f l ebo t omí neo s ,  sendo 4 . 027  exempl ares  fêmeas  e 

1.242 machos .  F o r a m  r e a l i zadas  79 c ap tu ra s ,  sendo 43 no per idomic í l io ,  

e 36 no domicí l io .  As c a p t u r a s  r ea l i zadas  no pe r idomic í l io  r e ceb er am  

uma n u m e ra çã o  a n t e c e d i d a  pe la  l e t ra  “P ” e as rea l i zadas  no domicí l io  

a n t e c e d i d a  da  l e t ra  “D ” . Os r e su l t a d o s  m o s t r a r a m  o baixo índice de 

f l e b o t o mí n eo s  no domicí l io ,  que p od e  ser  exp l i cado  pelo fato de na 

reg i ão  p r e d o m i n a r  a espéc i e  L u t z o m y i a  whi tmani ,  que f r eqüen ta  pou co  o 

domicí l io  e t em g rande  avidez  pa r a  p icar  o homem e os animais  

d o m és t i co s ,  no pe r idomi cí l i o  ( Tabe l a  1).

TABELA 1 -  Captura de f l ebotomíneos  (fêmeas)  no domicí l io e 

peridomicí l io  de 45 pacientes

4 R E S U L T A D O S

N” de 

capturas

N" de 

horas  

trabalhadas

N” de 

f lebótomos  

coletados

% de 

f lebótomos  

coletados

Peridomicí l io 43 55 4007 99,5

Domicí l io 36 7 20 0,5

TOTAL 79 62 4027 100

34



F o r a m c a p t u r a d o s  1.242 f l eb o t omí neo s  machos ,  sendo 1.231 no 

pe r idomi cí l i o  e 11 no domicí l io .  H ouv e  a p r ed omi nâ nc i a  de 

L u t z o m y i a  ( Nys somy i a )  w h i tm an i  no domicí l io  e per i domic í l io ,  seguido 

p o r  L u t z o m y i a  ( Nys so my i a )  in t ermedia .  Foi  o bs e r vad o  o predomín i o  de 

L. w h i t m a n i  no pe r idomic í l io  e domicí l io ,  r e sp ec t i va me n t e  92 , 8% e 

63>,1%, e em me nor  f r eq üênc i a  L. i n t e r me d i a  no domicí l io  ( 36 ,3%)  e 

p e r idomi cí l i o  ( 6 , 9%) .  Em um pequeno  número  de f l e bó t om os  foi  poss íve l  

i den t i f i ca r  apenas  o gênero  e s u b- gêne r o  por  e s t a r e m  dan i f icados .  Os 

r e s u l t a d o s  es t ão  a p r e s e n t a d o s  na Tabe la  2. A f ina l idade foi  ob t e r  um 

c o nh e c i m e n t o  a p r ox ima do  da fauna f l e bo tomín i ca  nos  locais  das 

c a p t u r a s ,  uma vez que,  as fêmeas  não f oram ident i f i cadas .

TABELA 2 - Flebotomíneos  machos capturados  no domicí l io e 

peridomicí l io

ESPÉCIE N“ f lebótomos % N" f lebótomos %

no domici l io no peridomicí l io

L utzo my ia(N) whitm ani 7 63,7 1142 92,8

L utzom yia(N )  in ter  media 4 36,3 85 6,9

L utzom yia (N yssom y ia )sp - - 4 0,3

TOTAL 11 100 1231 100

4.2 As amostras  para d iagnóst ico pelo PCR

No pe r í odo  de se t e mb ro  de 1995 a março  de 1996,  f oram co le t ad as  

no pe r idomi cí l i o  e domicí l io  de pa c i e n t e s  com infecção r ecen t e ,  um t o t a l  

de 335 a m o s t r a s  sendo 236 g r up os  c on t e n d o  no máximo 10 f l e bó tomo s
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cada  e 99 g r up o s  c o n t en d o  no máximo 20 f l eb ó t omos  cada  (a lguns  

g r u p o s  con t in h am  menos  de 10 ou 20 f l e bó to mo s  (Tabe l a  3).

TABELA 3 - Número de amostras  coletadas e a data da captura.

MÊS/ANO Grupos de 

20 f lebótomos

Grupos de 

10 f lebótomos TOTAL

09 / 95 38 - 38

10 / 95 61 - 61

11 / 95 - 156 156

02 / 96 - 40 40

03 / 96 - 40 40

TOTAL 99 236 335

Das  79 c a p t u r a s  r ea l i zadas ,  50 f oram pos i t ivas  pa r a  a c o l e t a  de 

f l e b ó t o m o s  e os pa c i e n t e s  eram p r o c e d e n t e s  de 22 loca l idades  d i fe ren tes  

(Tab e l a  4),  sendo que foi  obs e rv ad o  um maior  número  de f l e bo tomí neos  

na l oca l idade  Riachão  das  T o u c e i r a s  e Jul ião ,  e um maior  número  de 

p ac i e n t e s  da loca l idade  Jul ião e T e s o u r a  1. Quando  c omp ar a mo s  o 

númer o  de p ac i en te s  no mês da co l e t a ,  no mês a n t e r i o r  e p o s t e r i o r  à 

co l e t a ,  não foi pos s í ve l  e s t a b e l ec e r  r e l açõ es  ( Tabe l a  5).
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T A B E L A  4 - D a t a  da  c a p t u r a ,  l o c a l i d a d e  e n ú m e r o  da  a m o s t r a

D A T A  D A  C A P T U R A L O C A L I D A D E N o  A M O S T R A

0 9 / 9 5 K m  85 17,  20

0 9 / 9 5 J U L I A O 2 1 , 3 4

0 9 / 9 5 T E S O U R A  1 1 , 8 , 1  2 , 1  3 , 1 6 , 2 5 , 3 3 , 3 5 , 3 6 , 3 8

0 9 / 9 5 T E S O U R A  1 2 7

0 9 / 9 5 J U L I A O 4 , 5 , 9 1 4 , 1  8 , 1 9 , 2 3 , 2 8 , 2 9 , 3 0 , 3  1

0 9 / 9 5 L I M O E I R O  2 1 1

0 9 / 9 5 T E S O U R A  I 2 , 3 , 6 , 1  0, 1  5 , 2 2 , 2 4 , 2 6 , 3 2 , 3 7

0 9 / 9 5 T E S O U R A  2 7

1 0 / 9 5 I P I R A N G A 91

1 0 / 9 5 P A O 9 2 , 9 3 , 9 4 , 9 5 , 9 6

1 0 / 9 5 P E D R A 8 2 , 8 3 , 8 4 , 8 5 , 9 7 , 9 8 , 9 9

1 0 / 9 5 P B D R A 86

1 0 / 9 5 P A O 87

1 0 / 9 5 P E D R A 8 8 , 8 9

1 0 / 9 5 T E S O U R A  I 7 3 , 9 0

1 0 / 9 5 J U L I A O 3 9 , 4 0 , 4  1 , 4 2 , 4 3 4 6 . 4 7 , 4 8 , 4 9 , 5  1 , 5 2 , 5 3 , 5 4 , 5 5 , 5 6  

5 7 , 5 8 , 5 9 , 6 0 , 6 1 , 6 2 , 6 3 , 6 4 , 6 5 , 6 6 , 6 7 , 6 8 , 6 9 , 7 0 , 7 1  

7 2  7 4 , 7 5 , 7 6 , 7 7 , 7 8 , 7 9 , 8 0 , 8 1

1 0 / 9 5 V I L A  S A O  L U I Z 4 4 , 5 0

1 0 / 9 5 T A B U L E I R O 45

1 1 / 9 5 P I A U 100

1 1 / 9 5 P E R I F E R I A  ( P T N  ) 1 0 1 , 1 0 2

1 1 / 9 5 R I A C H Ã O  D A S  T O U C E I R A S 1 3 1 , 1 3 2 , 1 3 3 , 1 3 4 , 1 3 5 , 1 3 6 , 1 3  7 , 1 3 8 , 1 6 8 , 1 6 9

1 7 0 . 1 7 1 . 1 7 2 . 1 7 3 . 1 7 4 . 1 7 5 . 1  7 6 , 1 7 7 , 1 7 8 , 1 7 9

1 8 0 . 1 8 1 . 1  8 2 , 1  8 3 , 1  8 4 , 1  8 5 , 1  8 6 , 1  8 7 , 1 8 8 , 1  89  

1 9 0 , 1 9 1 , 1 9 2 , 1 9 3 , 1 9 4 , 1 9 5 , 1 9 6 , 1 9 7 , 1 9 8 , 2 4 3  

2 4 4 , 2 4 5 , 2 4 6 , 2 4 7 , 2 4 8 , 2 4 9 , 2 5 0 , 2 5  1 , 2 5 2 , 2 5 3  

2 5 4 , 2 5 5

1 1 / 9 5 J U L I A O 103

1 1 / 95 J U L I A O 104

1 1 / 9 5 R I A C H Ã O  D A S  T O U C E I R A S 1 9 9 , 2 0 0 , 2 0 1 , 2 0 2 , 2 0 3 , 2  0 4 , 2 0 5 , 2 0 6 , 2 0 7 , 2 0 8  

2 0 9 , 2 1 0 , 2 1  1 , 2 1 2 , 2 1 3 , 2 1 4 , 2 1 5 , 2 1 6 , 2 1 7 , 2 1 8  

2 1 9 , 2 2 0 , 2 2 1 , 2 2 2 , 2 2 3 , 2 2 4 , 2 2 5 , 2 2 6 , 2 2 7 , 2 2 8  

2 2 9 , 2 3 0 , 2 3 1 2 3 2 , 2 3 3 , 2 3 4 , 2 3 5 , 2 3 6 , 2 3 7 , 2 3 8  

2 3 9 , 2 4 0 , 2 4 1 , 2 4 2

1 1 / 9 5 T A N Q U E  G R A N D E 1 0 5 , 1  0 6 ,  1 0 7 , 1 0 8 , 1 0 9 , 1  10,  11 1,1 12 , 1  1 3 , 1 1 4  

1 1 5,  1 1 6 , 1  1 7,  1 1 8, 1  1 9,  1 2 0 , 1 2  1 , 1 2 2 , 1 2 3 , 1 2 4

1 1 / 9 5 T A B U L E I R O 1 2 5 , 1 2 6 , 1 2 7 , 1  2 8 , 1 2 9 , 1  3 0 , 1 5  1

1 1 / 9 5 K m  100 1 39 ,  140 ,  14 1,1 4 2 , 1 4 3 , 1 4 4 , 1 4 5 , 1 4 6 , 1  4 7 ,  148 

1 4 9 , 1 5 0 , 1 5 2 , 1 5 3 , 1 5 4 , 1 5 5 , 1 5 6 , 1 5 7 , 1 5 8 , 1 5 9  

1 6 0 , 1 6 1 , 1 6 2 ,  1 6 3 ,  1 6 4 , 1 6 5 , 1 6 6 , 1 6 7

0 2 / 9 6 T A B U L E I  R O 2 5 6 , 2 5 7 , 2 5 8 , 2  5 9 . 2 6 0 , 2 6 1 , 2 6 2 , 2 6 3 , 2 6 4 , 2 6 5  

2 6 6 , 2 6 7 , 2 6 8 , 2 6 9 , 2 7 0 , 2 7 1 , 2 7 2 , 2 7  3 , 2 7 4

0 2 / 9 6 T A B U L E I R O 2 7 5 , 2 7 6 , 2 7 7 , 2 7 8 , 2 7 9 , 2 8 0 , 2 8 1 , 2 8 2 , 2 8 3 , 2 8 4  3 0 3

0 2 / 9 6 T A B U L E I R O 2 8 5 , 2 8 6 , 2 8 7 , 2 8 8 , 2 8 9 , 2 9 0 , 2 9 1 , 2 9 2

0 2 / 9 6 L A M A 2 9 3

0 2 / 9 6 L A M A 2 9 4

0 3 / 9 6 L A M A 2 9 5 , 2 9 6 , 2 9 7 , 2 9 8

0 3 / 9 6 L A M A 2 9 9 , 3 0 0 , 3 0 1  , 3 0 2 , 3 0 4

0 3 / 9 6 T A N Q U E  G R A N D E 3 0 5

0 3 / 9 6 T A N Q U E  G R A N D E 3 0 6

0 3 / 9 6 T A B U L E I R O  D E  I T A B A I N A 3 0 7
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0 3 / 9 6 C A B E C E I R A  D O  M A I A 3 0 8

0 3 / 9 6 V A R Z E A 3 0 9

0 3 / 9 6 V A R Z E A 3 10

0 3 / 9 6 B A T A T E I R A S 31 1 , 3 1 2 , 3 1 3

0 3 / 9 6 K m  100 3 1 4 , 3 1 5

0 3 / 9 6 K m  100 3 16

0 3 / 9 6 V A R Z E A 3 1 7 , 3 1 8 , 3 1 9 , 3 2 0

0 3 / 9 6 V A R Z E A 321

0 3 / 9 6 V A R Z E A 3 2 2 , 3 2 3 , 3 2 4

0 3 / 9 6 V A R Z E A 3 2 5

0 3 / 9 6 J U L I A O 3 2 6 , 3 2 7 , 3 2 8 , 3 2 9 , 3 3 0

0 3 / 9 6 A G U A S  C L A R A S 33 1 , 3 3 2 , 3 3 3 , 3 3 4

0 3 / 9 6 B A I X I N H A 3 3 5
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TABELA 5 - Local idades  com f lebotomíneos  coletados,  pacientes  e 

população

L O C A L I D A D E

m u n i c í p i o

N o .

G R U P O S

C O L E 

T A D O S

N o .  

P A C I E N T E S  

N O  M E S  

D A  C O L E T A

N o .  

P A C I E N T E S  

N O  M Ê S  

A N T E R I O R

N o

P A C I E N T E S  

N O  M Ê S  

P O S T E R I O R

P O P U 

L A Ç Ã O

k m  85 -  T E 2 1 50

J U L I Ã O  -  P T N 58 10 5 6 3 0 0

T E S O U R A  1 -  P T N 23 4 3 110

L I M O E I R O  -  T E 1 3 1 2 2 0

T E S O U R A  2 -  P T N 1 1 80

P A U  D A  L E T R A - P T N 1 1 80

I P I R A N G A  -  P T N 1 I 60

P A Ó  -  P T N 6 2 3 1 5

P E D R A  -  P T N 10 2 2 180

V I L A  S. L U I Z  -  W G 2 1 60

T A B U L E I R O  D A  

S E R R A  D O  S A L - P T N 2 2 1 2 5 0

P I A U  -  P T N 1 1 70

P E R I F E R I A  -  P T N 2 2 12 0 0

R I A C H Ã O  D A S  

T O U C E I R A S  -  P T N 96 1 110

T A N Q U E  G R A N D E - T E  22 3 2 150

T A B U L E I R O  D E  

S I L V I N O  -  P T N 45 2 80

K m  100  -  W G 3 I 2 . 3 0 0

L A M A  -  W G 1 1 2 1 60

C A B E C E I R A  M A I A - P T N  1 1 . 60

V Á R Z E A  -  V A 1 1 1 1 2 5 0

B A T A T E I R A  -  T E 3 1 120

A G U A S  C L A R A S  -  T E  4 1 1 160

B A I X I N H A  -  T E 1 1 1 140

T O T A L 335 45 12 9 4405
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4.3 Padronização do PCR para detecção de Leishm ania  braz i l iensis  

em f lebótomos

A p r es e n ç a  de l e i shmania  nos  f l e bó t om os  c a p t u r a d o s  na zona  

en dêmi ca  foi  an a l i s ada  por  PCR,  u sa nd o -s e  p r imer s  e s pec í f i cos  pa r a  a 

reg i ão  c o n s e r v a d a  do minic í rculo  de DNA m i to cond r i a l  do pa r as i to .  No 

p r o c e s s o  de p a d r o n i z a ç ã o  da t écn i ca ,  amos t r a s  de 10 e 20 f l ebo tomí neos ,  

v indos  da co l ôn ia  de l a bo r a t ó r io ,  fo ram m i s t u ra do s  com ZERO,  10, 100 e 

1000 l e i shmanias  e o DNA t o t a l  foi  ex t r a í do  e s ubmet ido  à ampl i f i cação 

c o n f o rm e  des cr i t o  em mater ia i s  e mé t od o s .  Nesse  p r oc es s o ,  t ambém 

fo ram t e s t a d o s  t am p õ e s  com d i fe ren t es  pHs  (Tr is  -  HCl  lOmM, pH: 8.3,

8.8 e 9.2)  e d i f e ren te s  c o n c e n t r a ç õ e s  dos  seus  c ons t i t u i n t e s  ( M g C h  

l , 5 m M  e 3 , 5m M; KCl  25mM e 75mM).  O melhor  r esu l t ad o  foi  ob t ido  na 

r eação  con t en do :  T r i s - H C l  lOmM, pH 9.2;  M g C h  l , 5 m M ;  KCl  75mM e 

lOOwg/ml de B S A( S i gm a) ;  0 ,2mM de cada  dNTP;  0 , 5p mo l  do pr imer  150;

0 ,5 pmo l  da mi s t u r a  c on t e n d o  0 , 25 p mo l  do pr imer  152 A e 0 , 25 pmol  do 

p r imer  152 B; 2,5 U de Taq DNA P ol imeras e  ( Perk i n  Elmer ) ;  H 2O para  

c om p l e t a r  o vo lume final  e 2m1 do DNA ext ra í do  de f lebó tomos .  F or am 

r ea l i za do s  35 c i c los  de 9 4 “ C por  3 0 ” pa r a  a d e s n a t u r aç ão ;  50° C por  3 0 ” 

p a r a  o p a r e a m e n t o  dos  p r imer s  às s eqüênc i as  a lvos  e 72° C por  3 0 ” pa r a  

a ex t en s ão ;  uma e t ap a  inicial  de d e s n a t u r a ç ã o  9 4 “ C por  4 ’ e uma final  de 

12° C por  1 0 ’ . P a r a  ev i t a r  a o co r r ê n c i a  de auto  h ibr id ização  e 

ampl i f i cação  dos  p r imers ,  foi  r ea l i zado  hot  s ta r t  PCR.  Os p r o d u t o s  

d e s ta s  r e aç õe s  f o ram f r a c i o na do s  em gel  de ag ar ose  a 2% e os r e s u l t ad os  

ó t i mo s  es tão  d i s p o s t o s  na Fig.  5. Como co n t r o l e  pos i t i vo  p ar a  a de t ecção  

e c a r a c t e r i z a ç ã o  da espéc ie  de l e i shmania ,  fo ram u t i l i zados  f l e bó tomos  

i n f e c t ad os  em l a b o r a tó r i o  por  L. braz i l i ens i s ,  em hamster .  Como 

c o n t r o l e  neg a t i vo ,  f oram u t i l i zados  f l eb o t omí neo s  c r iados  em l abor a tó r i o  

de uma co l ôn i a  p r o c e d e n t e  da r eg ião  em es tudo  ( Fig.  6 ).
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FIGURA 5 -  Aval iação da sens ibi l idade  do teste PCR

Linha  1 - 1 0  f l eb ó t omo s  + ZE RO L e i s h m a n i a  

L inha  2 - 1 0  f l eb ó t omo s  + 1000 L e i s h m a n i a  

L inha  4 - 1 0  f l eb ó t omo s  + 100 L e i s h m a n i a  

L inha  6 - 1 0  f l e bó t om os  + 1 0  L e i s h m a n i a  

L inha  9 - 2 0  f l e bó t om os  + ZERO L e i s h m a n i a  

Linha  10 - 20 f l e bó to mo s  + 1000 L e i s h m a n i a  

Linha  1 1 - 2 0  f l e bó t om os  + 100 L e i s h m a n i a  

L inha  12 - 20 f l e bó to mo s  + 10 L e i s h m a n i a  

Linha  13 - m ar c ad or  - 100 pares  de base (pb)

Linha  14 - co n t r o l e  pos i t i vo  - cu l t u ra  de L e i s h m a n i a  

Linha  16 - con t ro le  n ega t ivo  - água

4.4 Detecção de L. braz i l iens is  em amostras de f lebótomos por PCR 

e Dot-Blot.

Das  335 a m o s t r a s  de f l e bó tom os  t e s t a d a s  pa r a  d e t ecção  de 

l e i shmania  por  PCR,  11 ( 0 ,7 4% )  f oram pos i t ivas  à o bs ervação  em gel  e 

3 0 ( 8 , 9 5 % )  f o ram pos i t ivas  ao D o t - B l o t . com sonda  es pec í f i ca  para  

L e i s h m a n i a  b ra z i l i e ns i s  ( Tabe la  6).
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TABELA 6 -  Aval iação dos grupos ut i l izados através da eletroforese  

em gel de agarose e hibridização

MÊS/ANO Grupos

testados

Grupos posi t ivos  

em agarose

Grupos posi t ivos  

na hibridização

09 / 95 38 10 25

10 / 95 61 - -

1 1 / 9 5 156 1 1

02 / 96 40 - -

03 / 96 40 - 4

TOTAL 335 11 30

Na Fig.  6 são v i sua l izadas  am os t r a s  pos i t ivas  em gel  e na Fig.  10 

exemplo  de D o t - B l o t . É i mpo r t an t e  no t a r  que,  328 am os t r a s  es tão  

r e l a c i o n a d a s  com c a p t u r a s  no per idomic í l io  e apenas  7 no domicí l io ,  

e n t r e t a n t o ,  2 das  c a p t u r a s  rea l izadas  no domicí l io  f oram pos i t i vas  ao 

D o t - B l o t  ( D -1 0 5 ,  a mo s t r a  27 e D- 189 ,  a m os t r a  310) ,  indicando que a 

t r a n s m i s s ã o  da d o e n ç a  t ambém o co r r e  no domicí l io  apesa r  do r eduz ido  

númer o  de f l e bo to mí n eo s  c o l e t a d o s  nesse  ambiente  (Tabe l a  7).  Além do 

mais,  na c a p t u r a  D- 105 ,  20% dos  exempl ar es  machos  iden t i f i cados  eram 

L u t z o m y i a  in t ermed ia ,  a pes a r  do p redomín i o  de L u t z o m y i a  whi tmani .  

A lgumas  c a p t u r a s  t i ve r am mais  de uma a mo s t r a  pos i t i va ,  t o t a l i za nd o  30 

a mo s t r a s  pos i t ivas .
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TABELA 7 - Flebotomíneos

peridomicí l io

posi t ivos  pelo PCR no domicí l io e

Número de Número de grupos Número de grupos

grupos posi t ivos  em posit ivos na

examinados gel de agarose hibridização

Peridomicí l io 328 11 28

Domicí l io 7 - 2

TOTAL 335 11 30
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FIGURA 6 -  Amostras em gel de agarose  

A

1 , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 , 9 , 1 0  - amo s t r a s  pos i t ivas  

2 , 3 , 1 1 , 1 2  - a m o s t r a s  nega t i vas

13 - co n t r o l e  nega t ivo  - f l e bó to mo s  não i nfec t ados

14 - co n t r o l e  nega t ivo  com água

15 - co n t r o l e  pos i t ivo  - f l e bó t om os  i n fe c t ados  com L e i s h m a n i a

16 - m a r c a d o r  - 100 pares  de base (pb)

B

1- c o n t r o l e  pos i t ivo  - cu l t u ra  de L e i s h m a n i a

5- a m o s t r a  pos i t iva

3 , 4 , 6 , 7 , 8 , 9 , 1 0  - a m o s t r a s  nega t i vas
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Das 22 loca l idades  em que r es i d i am os 45 p ac i en t es ,  8 a cu s a r am  a 

p r e s e n ç a  de f l e b o t om í ne os  i n fe c t ados  por  L e i s h m a n i a  braz i l i ens i s ,  ao 

D o t - b l o t . As l oca l i dades .  Tesoura 1 e Jul ião,  a p r e s e n t a r a m  o maior  

númer o  de c ap t u r a s  pos i t ivas ,  3 e 2 ca p t u ra s ,  r e spec t i vamen t e .  As ou t ra s

6 l oca l idades  com c a p t u r a s  p os i t ivas  a p r e s e n t a r a m  apenas  1 ca p t u ra  

p os i t i va  cada  uma,  t o t a l i z a n d o  11 c a p t u r a s  pos i t ivas  ( Tabe la  8).  Des t as ,

9 f oram no pe r idomi cí l i o  e 2 no domicí l io ,  sendo que as ca p t u r a s  P - 104  e 

D-105 f o r am  r e a l i zadas  no pe r idomic í l io  e domicí l io  do mesmo pacien te .  

P o r t a n t o ,  10 pa c i en te s  t i ve ra m os seus  domic í l ios  ou per idomi ci l i os  com 

f l e b ó t o mo s  i n f ec t ad os  por  leishmania.
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TABELA 8 - Local idades  que apresentaram capturas posi t ivas pela 
hibridização,  o número da captura e o número  
das amostras(*)

Local idade Número da 
captura

Número das 
amostras

Tesoura 1 P-104 1,8,13,33,35

Tesoura 1 D-105 27

Tesoura 1 P-110 2,3 ,6 ,10 ,15 ,26 ,32 ,37

Pau da letra P-102 34

Jul ião P-106 4,5 ,9 ,14 ,28 ,29 ,30 ,31

Jul ião P-198 326,328

Limoeiro 2 P-108 11

Tesoura 2 P-112 7

Tanque Grande P-144 110

Cabeceira do Maia P-186 308

Várzea D-189 310

(*) P e r t e n c e m  ao munic íp io  de P r e s i de n t e  T a nc r edo  Neves  as 

l oca l idades :  T e s o u r a  1, Jul ião ,  T e s o u r a  2 e Cab ece i ra  do Maia  (Fig.  7),  

ao munic íp io  de T e o lâ n d i a  pe r t encem:  Limoei ro  e Tanque  Grande  

(Fig.  8),  e ao munic íp io  de Va l ença  pe r t e nc e  a l oca l idade  Várzea ,  

r e p r e s e n t a d a  no Fig.  7, po r  ser  p róx im a  a divi sa  do município  de Pres.  

Ta n c r e d o  Neves .  O munic íp io  de Wen ces lau  Gui marães ,  não a p r es en t ou  

loca l i dades  com f l e b o to m ín eo s  p os i t i vos  (Fig.  9).
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Figuras, L a ca lid ad es em que fo r a n  eoletad«« flebotomiaeo« ( # )  

e lucalldades cohi- ca p ta ra s  positivas (#) ao m v u ic ip io  de Teolân dia.
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r a u a ic ip io  de W e n c e s la u  G u im a r ã e s .
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Em r e l ação  aos  munic íp ios  envo l v i dos  nes te  e s tudo ,  foi  obs ervad o  

que a ma i or i a  dos  pac i en t es  p r o c e d e r a m  do município  de P res iden t e  

T a n c r e d o  Neves ,  ass im como,  o númer o  de f l e bo t omí neo s  c o l e t a d os  e 

pos i t i vos .  O munic íp io  de Valença ,  apes ar  de a p r e se n t a r  o menor  número  

de p ac i e n t e s  e de f l e bo t omí neo s ,  a p r e s e n t o u  f lebó tomo pos i t ivo  

( Tabe l a  9).

TABELA 9 - Pos i t iv idade  de f l ebotomíneos  relacionada com o

Município .

No. Pac i en t es No.  g r upo s No.  g r upos %gr up os

M U N I C Í P I O no mês f l eb ó to mos f l eb ó to mos f le bó tomos

da c o l e t a c o l e t ad os pos i t ivos pos i t ivos

Pres .  T. Neves 29 247 27 10,9

T e o lâ n d ia 10 33 2 6,0

W. Gu i mar ães 5 44 - -

Va l ença 1 11 1 9,0

TOTAL 45 335 30 8,95
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Figura 10 -  Dot-blot  dos produtos de PCR das amostras

uti l izando sondas de Leishm ania  {Viannia) sp.

A l  a H l l ,  a m o s t r a s  p os i t ivas

Bl  e B3,  a m os t r a s  pos i t ivas

C3 a C8 e C l l ,  amo s t r a s  pos i t i vas

D l ,  a mo s t r a  po s i t iva

B2 e B4 a B l l ,  a m os t r a s  nega t i vas

C l ,  C2,  C4 a CS e CIO,  a m os t r a s  nega t ivas

D2 a D l l ,  a m o s t r a s  nega t ivas

E l  a H8,  a mo s t r a s  nega t i vas

H9 - co n t r o l e  nega t i vo  - f l e bó to mo s  não i nfec t ados

HIO - co n t r o le  pos i t i vo  - f l ebó tomo i nfec tado  com L e i s h m a n i a

H l l  - co n t r o le  pos i t i vo  - cu l tu ra  de L e i s h m a n i a

51



O índice de i n fecção  n a tu ra l  de f l e bo to mí neos ,  por  p r o m a s t i g o t a s  

de lei shmania,  em focos  endêmi cos  de LTA,  é baixo,  var ia  de 0 a 1,19%.  

Es t e  baixo índice de i nfecção  na tu ra l  não j us t i f i ca  a al ta  t ax a  de 

t r a nsmi ss ão  da d oe nç a  em áreas  endêmicas .  ANEZ et al.  (1994) ,  em 

M é r i d a - V e n e z u e l a ,  após  examinar  4 .592  fêmeas  de f l e bo tomíneos  em um 

foco de Le i s hman iose  Cu t â n e a  e n c o n t r o u  17 ( 0 ,4%)  fêmeas  in fec tadas  

por  le i shmania.  V E X E N A T  et al. ( 1986b) ,  na região de Três  Br aços -  

Bahia ,  após  exami nar  1.832 fêmeas  de f l e bo to mí neos  de d iversas  

e spéc i es ,  pe la  t écn ica  da d i s secção  do tubo d i ges t i vo ,  não e n c o n t r o u  

i nfecção  na tura l .  H OC H  et a l . ( 19 86 ) ,  na área  endêmi ca  pa r a  LTA no 

E s t ad o  da Bahia  ( Três  Br a ço s  e Cor te  de P ed r a  ), r ea l i za ram a 

d i s s ecção  de 23 . 00 0  f le b o t omí n eo s  c o l e t a d os  dur an te  3 anos  no 

domic í l io ,  pe r idomi c í l i o ,  f lo re s t a  e p l an t a çõ es  de cacau  e 

e n c o n t r a r a m  3 ( 0 ,0 1 % )  f l eb o to mí neos  pos i t ivos ,  i n fec t ados  por  

L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s  b r a z i l i e n s i s , sendo 2 L u t z o m y i a  wh i t man i  e 1 

L u t z o m y i a  ( B a r r e t t om y i a )  sp.

Na t e n t a t i v a  de e s c l a r ec e r  o e l evado  índice da doença  nos  focos  

end êmico s ,  e o baixo índice de infecção n a t ur a l  de f l e bo t omí neo s  nes tes  

f ocos ,  RYAN et al. ( 19 90) ,  em Três  Br a ço s  -  Bahia ,  examinar am 193 

f êmeas  de L u t z o m y i a  w h i t m a n i  co le t a da s  no per idomic í l io  de um pac ien te  

que havia  sido d i a g no s t i ca do  r e ce n t e me n t e  (15 dias após  o apa r ec i men t o  

da l esão) ,  e e n c o n t r a r a m  1 f l e bó tomo  pos i t i vo  (0 ,52  %),  mos t r a nd o  que o 

d i r e c i on am en t o  da c a p t u r a  pa r a  o local  onde  houve  t r ansmiss ão  r ecen te  

da d oença ,  pode  r e su l t a r  em um aument o  do índice de infecção na tura l  de 

f l eb o t omí neo s .

A t écn i ca  n o r ma lm en te  u t i l i zada  pa r a  o d i agnó s t i co  da infecção 

na t u r a l  de f l e bo to m ín eo s  é a d i ss ecção  do apare lho  d iges t ivo  do d íp t e ro ,  

e exame en t r e  lâmina e l âminula .  P ER EZ  et al. ( 1994) ,  em Chaute ,  Lima-  

Peru ,  uma loca l idade  endêmi ca  pa r a  Le i s hmaniose  Cu t ân ea  Andina,  

e xa mi n ar a m 5.861 fêmeas  de f l ebo tomí neo s  pela  t écn ica  do PCR.  Es tes

5 D I S C U S S Ã O
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f l e b o t o mí n eo s  f o ram s e p a ra do s  em 713 g r upo s  e 8 e s t a vam pos i t ivos  

( 1 ,1 2 % ) .  Dos  8 g r u po s  p os i t i vo s ,  6 e ram de L u t z o m y i a  ve r r uc ar u m  e 2 

de L u t z o m y i a  p e r u e n s i s ,  sendo que foi  a p r imei ra  vez que 

L u t z o m y i a  v er r u c a r u m  foi  e n c o n t r a d a  n a t u r a l me n te  infec t ada  por  

l e i shmania.  C o ns i de ra n do  que em cada  grupo  havia  apenas  1 f lebó tomo 

i nfe c t ado ,  o índice foi  de 0 , 14% d e m o n s t r a n do  que a s ubs t i t u i ção  da 

t é cn ic a  de d i s s ecção  do apare lho  d iges t ivo  pelo PCR,  t ambém r es u l t ou  

em um mel hor  d i agn ós t i co  da infecção na t u r a l  de f l e bo tomí neos ,  em 

á r eas  endêmicas .  Em n ossos  e s tu do s  r ea l i zados  no foco endêmico de 

C or t e  de P ed r a  -  Bahia ,  exami namos  4 .027  fêmeas  pela  t écn i ca  de PCR.  

Es t e s  f l e b o to m í ne o s  f oram s e pa r ados  em 335 g ru pos  e 30 es t avam 

p o s i t i v o s  ( 8 ,9 %)  e c o ns id e ra nd o  que exi s t i a  apenas  1 f lebó tomo pos i t ivo  

em cad a  g r upo ,  o índice foi  de 0 ,74%.  Es tes  r e su l t ad o s  t ambém 

d e m o n s t r a r a m  que a t é cn ica  de PCR r e su l to u  em mel hores  r e s u l t ad os  que 

a t é cn i ca  de d i s s e cç ão  do apare lho  d iges t ivo .

A t éc n i ca  de P CR foi  in ic ia lmente  u t i l i zada  pa r a  o d i agnós t ico  da 

anemi a  fa l c i fo rme,  t a l a s s emi a  e o u t r o s  de fe i tos  do gene de B-g lob ina  

( SAI KI  et al . ,  1986) .  At ua l men te ,  é e m p r eg ad a  pa r a  d e t e c t a r  a p r es en ça  

do ag en t e  em vár ias  d o e nç as  i nfecc iosas  que a p r e s e n t a m  p o br e za  de 

a ge n t e s  e t i o l óg i co s  c i r cu l an t es ,  nos locais  das l esões  ou nos  l íquidos  

c o r p or a i s .

R O GE R S  et al. (1988)  em Manaus  -  AM, c o l e t a r a m 81 f l e bó tomos  

e r e a l i za ra m a h i br i d i zação  do DNA do c i ne t op l as t o  para  d e t ec t a r  

L e i s h m a n i a  e d i fe renc i a r  de E n d o t r y p a n u m  e d e t e c t a r a m  2 L ut zo my ia  

u m b r a t i l i s  que h i b r i d i za r am com sonda  de L e i s h m a n i a  b r a z i l i e n s i s . A 

sens i bi l i dade  do t e s t e  PCR par a  l e i shmaniose  foi  d e mo n s t r ad o  por  

W I LL IA M S et al. ( 19 91)  q uando  d i a g no s t i co u  o p r imei ro  caso a u t ó c t o n e  

de cabr as  d o m és t i ca s  no Kenya,  á rea  en dêmi ca  pa r a  ca l aza r  na África.  

S N O U N O U  et al. (1993)  d e t e r m in a r a m  a sens ib i l idade  do t es t e  PCR para

o d ia gn ó s t i co  de P l a s m o d i u m  ma l ar ia e  ap l i cado no sangue  humano e no 

mo sq u i t o  v e t o r ,  em uma vila da Guiné Bi ssau ,  onde a p r eva l ênc i a  na 

p o p u l a ç ã o  humana  era  a l t a  e o d i ag nós t i co  pelo exame m i cr os cóp i co  era
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s u bes t i mad o .  Na  Venezu e l a ,  F E L I C I A N G E L I  et al (1994)  examinaram 

4 .863 f le bo to mí n eo s ,  em área  endêmica  de l e i shmaniose  cu t ânea ,  e 

d e t e c t a r a m  po s i t i v i d ad e  pelo PCR em 51 ( 1 , 19%)  L u t z o m y i a  ova l l es i  e 2 

( 0 , 4 7 % )  L u t z o m y i a  g o me z i ,  sendo 49 L u t z o m y i a  ova l l es i  e 2 L ut z o m y i a  

g o m e z i  que f o ram h i br i d i zad os  com L. b ra z i l i e ns i s  e foi  o p r imei ro  r e la to  

de L u t z o m y i a  g o m e z i  i nfec tado  por  L. braz i l i ens i s .

B R E N I E R E  et  al. ( 1995) ,  co l e t a r a m 345 amo s t r a s  de fezes  de 

t r i a t o m í n e o s  v e t o r e s  da d oença  de Chagas ,  na Bol ívia ,  e r ea l i za ram o 

t e s t e  P CR e exame m i cr os cóp ico  pa r a  ver i f i car  a infecção por  

T r i p a n o s o m a  cruz i .  Pa r a  o Tr i a t oma in fe s t ans ,  p r inc ipa l  ve t o r  na 

Bol ív ia ,  as t éc n i ca s  fo ram c o n c o r d a n t e s  em 85% das vezes ,  po r ém,  para  

as o u t r a s  t r ê s  espéc i es ,  R h o d n i u s  p ic t i pe s ,  E ra t yr us  m u c r o na t us  e 

T r i a t o m a  s ó r d i d a ,  t o d as  as am os t r a s  fecais  f oram nega t ivas  no exame 

m i c r o s c ó p i c o ,  e nq ua n t o  os r e su l t ad o s  com PCR m o s t r a r a m  d iver sos  

i ns e t os  i n f e c t a do s  pelo T r i p a no s om a  cruz i

Dec i d i mo s ,  en t ão ,  r ea l i za r  o d i r e c i on am en to  das cap tu ra s  pa r a  os 

p er i domi c i l io s  e domic í l ios  de pac i en t es  na fase inicial  da doença ,  e 

u t i l i za r  a t écn i ca  do PCR par a  o d i ag nós t i co  da infecção na tu r a l  dos  

f l e bo to mí n eo s ,  d e m o n s t r a n d o  assim,  o c o r r e r  um índice mais  e l evado da 

in fecção  n a t ur a l  des ses  d í p t e ros ,  por  le ishmania.  Na  á rea  em es tudo  

p r e d o m i n a  a L e i s h m a n i a  br az i l i ens i s ,  apesa r  de haver  casos  des c r i to s  de 

L e i s h m a n i a  a m a z o n e n s i s  ( BARRAL et al . ,  1991).

Com r e lação  ao p r o vá ve l  v e t o r  da L. b r a z i l i en s i s  no Sul  do Es t ado  

da Bahia ,  RA NG EL  et al. ( 1996)  i nc r iminaram L u t z o m y i a  wh i tma n i  como

o v e t o r  na Bahia  e Ceará .  V E X E N A T  et al. (1986b) ,  i den t i f i ca r am a 

f auna  de Três  Br a ç o s  -  Bahia  com 99% de L u t z o m y i a  whi tmani ,  no 

pe r idomic í l io .  No Su d es te  do Bras i l ,  em focos  de l e i shmaniose  cut ânea ,  

G O M ES  et al. ( 1986)  e RA NG EL  et al. ( 1990)  i nc r iminaram L ut z o m y i a  

i n t e r m e d i a  com v e t o r  p e r i do mé s t i co  de L. braz i l i ens i s .  No Es tado  de 

São Pau l o ,  GO MES  et al. (1989)  i den t i f i ca r am 85% da fauna como sendo
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L u t z o m y i a  i n t e r m e d i a  e o p r inc ipa l  ve t o r  da l e i shmaniose  cu t ânea ,  nes te  

Es t ad o .

M A R Z O C H I  (1989)  c i t a  que em r eg i ões  onde  o c o r r e m  as espéc ies  

L u t z o m y i a  w h i t m a n i  e L u t z o m y i a  in t ermedia ,  es ta  ú l t ima t em grande  

i m p o r t â n c i a  por  se a d ap t a r  mais  fac i lmente  ao ambiente  d omés t ico ,  

g a r a n t i nd o  a t ra nsmi ss ão  pa r a  o homem.  P E R E I R A  e HOC H (1990) ,  

u t i l i zando  isca humana  nas c a p t u r a s  no pe r idomi cí l i o ,  na reg ião  de Três  

B r a ç o s  - Bahia ,  ver i f i ca r am que o número  de L u t z o m y i a  i n t erme d i a  

ex ce d e u  o de L u t z o m y i a  whi tmani ,  e s ug e r em  que L u t z o m y i a  i n t e rme di a  

p od e  ser  um p o t enc i a l  ve tor .

Segu ndo  M A RZ O C H I  ( 1989) ,  na r eg ião  N o r d e s t e  e Sudes te ,  o 

v e t o r  mais  f r eqü en te  é a L u t z o m y i a  wh i t ma ni ,  mas a L u t z o m y i a  

i n t e r m e d i a  é i mp or t a n t e  p o r q ue  t em e s t r e i t a  re l ação  com o ambiente  

domic i l i a r ,  com t e nd ên c i a  a s obrev ive r  em ambien tes  modi f i cados  pelo 

homem,  ga r a n t i nd o  a infecção humana.  V E X E N A T  et al. ( 19 86b) ,  em 

Três  B r a ç o s - B A ,  ver i f i cando  a f auna  f l ebo tomín ica ,  c o n s t a t a r a m  99 , 5% 

de L u t z o m y i a  w hi t man i ,  c o n t ud o ,  L u t z o m y i a  i n t e r me d ia  e s t ava  p r esen te .  

P E R E I R A  & H OC H  ( 1990) ,  no Es t ad o  da Bahia ,  m o s t r a r a m  que a 

d en s id a de  de L u t z o m y i a  i n t e r me d ia  foi  s uper i or  a de L u t z o m y i a  wh i tmani  

em d e t e r m i n a d a s  é p o ca s  do ano,  p r inc ipa lmen te  nos  meses  mais quentes .

D i ve r so s  a u t o r e s  ( ARAGÃO,  1975;  GOM ES ,  1986;  M A RZ OCHI  & 

M A R Z O C H I ,  1994) ,  c i tam que L u t z o m y i a  wh i t ma n i  e s t á  r e l ac i on ad a  a 

á r eas  r ura i s  secas ,  e nqu an t o  L u t z o m y i a  i n t e rme d ia ,  a r eg iões  l i to râneas ,  

úmidas  e vales  de r ios ,  em áreas  rura i s  e pe r idomic i l i a res .

No p e r í odo  em que r ea l i zamos  ca p t u r a s  em Cor te  de P ed ra  -  Bahia,  

foi  c o n s t a t a d o  que no ve r ão ,  apes a r  de L u t z o m y i a  wh i t ma ni  ser  a espécie  

p r e d o m i n a n t e ,  o c o r re  um a ument o  na dens idade  de L u t z o m y i a  i n t e r me d i a  

e em uma c a p t u r a  domic i l i a r  na l oca l idade  de Várzea ,  munic ípio  de 

Va l ença ,  foi  c a p t u r a d o  um único f l ebó tomo no ambien te  i n t ra -domi ci l i a r  

e o r e s u l t a d o  foi  pos i t ivo  pelo PCR.  Os exempl ar es  machos  des ta  cap t u r a
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f o r am id en t i f i cados  como L u t z o m y i a  in t ermedia ,  l evando a s uspe i t a  de 

que e s t a  espéc i e  es t á  envo l v i da  na t r a nsmiss ão  da Le ishmani ose  

T e g u m e n t a r  no domicí l io ,  nes ta  reg ião .  E mb o ra  o c o r r a  a p redo mi nâ nc i a  

da v e t o r a  L u t z o m y i a  whi tmani ,  o a pa r ec i men t o  da L u t z o m y i a  i n t e rme di a ,  

p r in c i pa lm en t e  no domicí l io ,  é um as pec t o  i mpo r t an t e  a ser  e sc la rec ido .

Apes ar  da iden t i f i cação  t a x o n ô m i c a  dos  exempl ares  fêmeas  não ter  

s ido r ea l i zada ,  pelo mot ivo  de que au me n t a r i a  o r i sco de c on t aminação  

da r eação  de PCR,  a i den t i f i cação  dos  ex emp la r es  machos  fo rneceu  uma 

visão a p r o x i m a d a  da fauna  nos  locais  das  c ap t u r as ,  isto p or q ue  exis te  

uma t e nd ê nc i a  n a t ur a l  dos  ex emp la r es  machos  a c o m pa nh a r e m  as fêmeas  

ou  v i ce -ve rsa .

Di f ic i lmente  os f le b o t om ín eo s  p ou s a m  em móvei s  e quando eram 

o b s e r v a d o s  nas p o r t a s  e j ane l a s  de madei ras  s igni f icava  que es t avam 

c he ga n d o ,  naque l e  m omen t o ,  no in t er i or  do domicí l io .  Um fato 

o b s e r v a d o ,  foi o de que nas po uc as  res i dênc i as  que p os su íam apare lho  de 

t e l ev i são  foi  c o n s t a t a d a  uma dens idade  mais e l evada  de f l ebo tomí neos .  

P r o v a v e l m e n t e ,  a luz emi t ida  pe los  t e l ev i so r es  func iona  como a t ra t ivo  

p a r a  os f l e bo tomí neos .  Por ém,  o u t r o s  e s tu d os  dever ão  ser  r ea l i zados  

p a r a  co nf i rmar  essa  o bs e rv aç ão .
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A r eação  de p o l i mer as e  em cade ia  ( PCR)  foi  capaz  de d e t e c t a r  no 

mínimo 10 p r o m a s t i g o t a s  de l e i shmanias  em g rupos  de 10 e 20 

f l e bó to mos .

Em 335 g r u po s  de f le b o t om ín eo s  examinados ,  30 ( 8 ,9%)  t i ve ram a 

r eação  p o s i t i va  pa r a  l e i shmania  pelo D o t - b l o t  dos  p r o d u t o s  de PCR.  

C o n s i d e r a n d o  que apenas  um f l e bó to mo  es ta va  infec tado  em cada  grupo 

p os i t i vo ,  a t axa  de f le bo to mí n eo s  i n fe c t ados  foi  0 , 74% nas 4027 fêmeas  

de f l e b o to m í ne os  co le t adas .

Os p r o d u t o s  do P C R  h ib r i d i za r am soment e  com sondas  de 

L e i s h m a n i a  ( Viannia  ) sp.

Os r e s u l t a d o s  m o s t r a m  que o d i r e c i onam en to  das ca p t u ra s  p ar a  o 

pe r i domi c í l io  e domicí l io  de pac i en te s  r ecen t es  de Le ishmaniose  

T e g u m e n t a r  e o uso do PCR,  me l ho r am a d e t e cção  de f l e bo tomí neos  

i n f ec t ados  por  l e i shmania,  em áreas  endêmi cas  e pode  ser  uma f e r r amen t a  

út i l  pa r a  ava l ia r  p a d r õ e s  de infecção por  le ishmania.
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P R O J E T O  L E I S H M A N I O S E  T E G U M E N T A R
(FIOCRUZ/UFBA) 

nC H A  DE CAPTURA DE FLEBOTOMÍNEOS

I - LOCALIZAÇÃO DO DOMICILIO:
Endereço:

Município: 

Localidade: 

Proprietário: 

Chefe da família;

Distância do posto médico (Km);

II - CAPTURA PERIDOMICILIAR:

Localização:

Hora do início;

Tipo de isca: Humana [ ]

Tipo de armadilha; Shannon [ ]

Data: / / Código da captura;

Distânciada casa (metros):

Tempo de captura:

Luminosa [ ] Animal [ ] Especificar;_

CDC-lxuninosa [ ] Capturador de castro [ ] Falcão [ ]

Resultado da captura: 

Coletor:

Positiva [ ] Negativa [ ] N° aproximado de fêmeas:

III - CAPTURA DOMICILIAR: Data;_

Localização;

Hora do inicio:

Tipo de isca: Humana [ ] Luminosa [ ]

Tipo de armadilha: CDC-luminosa [ ]

/ / Código da captura:

Resultado da captura: 

Coletor:

Positiva [ ] Negativa [

Tempo de captura:

Animal [ ] Especificar:

Capturador de castro [ ] 

N° aproximado de fêmeas;

Falcão [ ]

IV - CARACTERISTICAS LOCAIS:
Característica da área: Cacaueiro [ ]

Condições metereológicas; 

Fase da lua;

Chuva [ ]

Aplicação de inseticida: 
Sim [ ] Não [ ] Tipo:

Mata fechada [ ] Descampada [ ]

Vento forte [ ] Vento médio [ ] Vento fraco [ ] 

Umidade relativa do ar:_________________

_______  Quanto tempo: ____________________

Animais no peridomicílio: Galinhas [ ]
Cães [ ]

N° de pessoas na casa
N“ de pessoas que tiveram leishmaniose
N" de pessoas que estâo com lesão
Quanto tempo iniciou
N° pessoas que estão com íngua
Quanto tempo iniciou

V - CARACTERÍSTICAS DO CASO CLÍNICO:

Eqüinos [ ] 
Porcos [ ]

Gatos [ ] 
Outros;

Paciente: Apelido: LTCP:

Idade: Sexo; Ocupação: Tempo de moradia:

Local provável de contágio: Lesão [ ] Cicatriz [ ] íngua [ ]

fiO



R E S U L T A D O S

CAPTURA PERIDOMICILIAR Código:

ESPÉCIES
N" d e  e x e m p l a r e s N" p o s i t i v a s

Machos Fêmeas Dissecção PCR

Examinados por:

CAPTURA DOMICILIAR Código:

ESPECIES
N® d e  e x e m p l a r e s N" p o s i t i v a s

Machos Fêmeas Dissecção PCR

Examinados por:

Data: / /
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