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RESUMO

O municipio de Ipatinga, MG, foi caracterizado pelo Ministério da Satude como
area de intensa transmissdo de leishmaniose visceral (LV), inclusive com
ocorréncia de ébitos. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos
ecoepidemiolégicos da LV (fauna flebotominica, infeccéo natural, reservatério
doméstico e casos humanos). Para o estudo entomolégico, foram selecionados
10 bairros com maior ocorréncia de casos humanos de LV. As capturas
entomoldégicas foram realizadas durante 12 meses (03/2015 a 02/2016) e todas
as fémeas capturadas foram submetidas a Nested/PCR e sequenciamento
para deteccéo e identificagcdo da espécie de Leishmania. Para o estudo canino,
foi realizado inquérito sorolégico utilizando como diagnéstico o Dual Path
Plataform (DPP) (triagem) e o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(confirmatério). 44 caes soropositivos foram necropsiados e com amostras de
pele e medula foram realizados imprints/esfregacos, mielocultura e PCR. Todos
os casos humanos e caninos de LV ocorridos no periodo de estudo foram
georreferenciados e construidos mapas de distribuicdo, visando identificar as
areas de risco para LV. Foram capturados 1.501 exemplares de flebotomineos,
distribuidos em 16 espécies. Ressaltamos o encontro de Lutzomyia longipalpis
(61,9%), Nyssomyia whitmani (1,2%) e Nyssomyia intermedia (0,9%), espécies
de importancia médica. A taxa minima de infecgdo natural por Leishmania em
flebotomineos ficou em 0,3%. Foram examinados 9.136 caes, destes 1.355
foram soropositivos para LV (14,8%). Nos estudos moleculares e
parasitolégicos, a pele apresentou maior positividade (95,5% e 54,5%) em
relacdo a medula (68,2%, e 50,0%), ja na mielocultura a positividade foi de
66,67%. Apds o sequenciamento confirmamos que a espécie encontrada nos
flebotomineos e reservatérios foi Leishmania infantum. Portanto, devido a alta
densidade vetorial, infeccdo por Leishmania, expressiva taxa de infeccéo
canina e registros de casos humanos de LV, & importante intensificar/modificar
as acgOes de controle, principalmente nos bairros com maior risco de
transmisséo.

Palavras-chave: Ecoepidemiologia, leishmaniose visceral, Lutzomyia

longipalpis, Leshmania infantum.



ABSTRACT

The municipality of Ipatinga, MG, was characterized by the Ministry of Health as
an area of intense transmission of visceral leishmaniasis (VL), including deaths.
Thus, the objective of this work was to study the ecoepidemiological aspects of
VL (phlebotomine fauna, natural infection, domestic reservoir and human
cases). For the entomological study, 10 neighborhoods with the highest
occurrence of human cases of VL were selected. The entomological catches
were carried out for 12 months (03/2015 to 02/2016) and all the females
captured were submitted to Nested/PCR and sequencing for detection and
identification of the Leishmania species. For the canine study, a serological
survey was performed using Dual Path Platform (DPP) (screening) and
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (confirmatory). 44 seropositive
dogs were necropsied and with skin and marrow samples imprints/smears,
myeloculture and PCR were performed. All human and canine VL cases
occurred during the study period were georeferenced and distribution maps
were constructed, aiming to identify the risk areas for VL. 1,501 specimens of
sand flies were captured, distributed in 16 species. We highlight the finding of
Lutzomyia longipalpis (61.9%), Nyssomyia whitmani (1.2%) and Nyssomyia
intermedia (0.9%), species of medical importance. The minimum rate of natural
infection by Leishmania in sandflies was 0.3%. 9,136 dogs were examined, of
which 1,355 were seropositive for VL (14.8%). In the molecular and
parasitological studies, the skin presented a higher positivity (95.5% and 54.5%)
in relation to the bone marrow (68.2%, and 50.0%); in myeloculture, positivity
was 66.67%. After sequencing we confirmed that the species found in sandflies
and reservoirs was Leishmania infantum. Therefore, due to the high vector
density, Leishmania infection, significant canine infection rate and human case
records of VL, it is important to intensify/modify control actions, especially in

neighborhoods with a higher risk of transmission.

Keywords: Ecoepidemiology, visceral leishmaniasis, Lutzomyia longipalpis,

Leishmania infantum.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas de grande importancia no contexto da
salde publica mundial, levando a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
inclui-la entre as seis doengas consideradas prioritarias em seu programa de
controle (WHO, 1990).

Trata-se de uma zoonose que acomete os seres humanos e outras
espécies de mamiferos, sendo transmitida através da picada de flebotomineos
infectados com parasitos do género Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae). Somente as fémeas participam diretamente do processo
de transmissao, uma vez que sdo hematéfagas (FORATTINI, 1973).

De acordo com Killick-Kendrick (1991), os flebotomineos sao dipteros
da familia Psychodidae; subfamilia Phlebotominae, e os de importancia médica
pertencem aos géneros Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho
Mundo. Entretanto, existe outra proposta de classificagdo que inclui uma
diversidade de géneros envolvidos na transmisséo das leishmanioses (GALATI,
2003).

Neste trabalho iremos adotar a abreviacdo das espécies de acordo com
Marcondes et. al (2009), na qual escreve-se as duas primeiras letras do epiteto
genérico para abreviagdo de espécie, ao invés de somente uma letra.

No Novo Mundo, sédo descritas duas formas clinicas basicas: a
leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV), cada uma com
um perfil epidemiolégico distinto. Os sintomas clinicos das leishmanioses
variam consideravelmente, dependendo da espécie de Leishmania, da
resposta individual, da distribuicdo geografica, dos hospedeiros e vetores
envolvidos, dentre outros fatores (MARZOCHI & MARSDEN, 1991). ALV é a
forma considerada mais grave devido a sua ampla distribuicdo geografica e alta
letalidade, sendo uma doenca crdnica grave e potencialmente fatal para o
homem, quando nao se institui o tratamento adequado (GONTIJO & MELO,
2004).
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Nas Américas, as leishmanioses ocorrem desde o México até a
Argentina, sendo que o Brasil esta entre os seis paises que concentra mais de
90% dos casos no mundo (SOUZA GOMES, 2017). A LV esta notificada em
quase todos os estados brasileiros, exceto o Acre (SINAN, 2018). Em 2009, o
Rio Grande do Sul registrou o primeiro caso de leishmaniose visceral humana
(LVH) em Séo Borja (Nota Técnica conjunta N° 01/2014 — CEVS — IPB-LACEN
— SES/RS Leishmaniose Visceral no estado do Rio Grande do Sul); em 2015,
houve o primeiro caso autéctone no Parana, em Foz do Iguagu (Nota técnica
NT/SESA/CEVADVDTV/2018. Vigilancia Epidemiolégica da leishmaniose
visceral humana no Parand); em 2017, Santa Catarina registrou o primeiro
caso autoéctone de LVH (Nota Técnica Conjunta de Leishmaniose Visceral
Humana N°03/SMS/DVS/GVE/2017). Nesses estados, até poucos anos atras,
nao havia registros de casos humanos autéctones de LV.

Sob o ponto de vista epidemiolégico, diversos fatores contribuem para a
modificagéo na distribuicdo da doenga, como invasao de focos zoonéticos pelo
homem, adaptagéo de hospedeiros e vetores, transmissdo da infecgéo para o
homem e animais domésticos, mudangas na susceptibilidade do homem a
infeccdo, associado as mudangas ambientais. Estas caracteristicas confirmam
que as leishmanioses representam um modelo de doenga reemergente
(ASHFORD, 2000, AFONSO et al., 2010).

Além disso, o crescimento desordenado das cidades, que culmina na
destruicdo do meio ambiente, tem sido apontado como principal causa das
condigbes adequadas para ocorréncia da LVH na area urbana (FUNASA,
2002), e por ultimo, a caréncia de informacéo e treinamento adequados para os

profissionais da saude, levando atraso na identificagdo de casos.

1.1 Leishmaniose Visceral (LV)

A forma clinica da leishmaniose onde ocorre a visceralizagao do parasito
é conhecida por leishmaniose visceral (LV) ou calazar, uma enfermidade de

evolugdo cronica, caracterizada por febre irregular, hepatoesplenomegalia,



22

linfadenopatia, anemia e uma debilidade progressiva, que pode levar o
paciente a morte se este ndo receber o tratamento especifico (WHO/TDR,
2007). A leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPC), uma forma distinta comum
na india, se caracteriza por manifestacées cutadneas que surgem apds o
tratamento e cura da leishmaniose visceral classica (ASHFORD, 2000).

A LV foi descrita primariamente na Grécia em 1835, quando entéo foi
denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Em 1869, na india, recebeu o nome de
“kala-jwar” ou Kala-azar, em virtude do discreto aumento da pigmentacéo da
pele nos acometidos, sendo essa caracteristica o tipo classico da doenga,
denominada doenca negra. William Leishman (1900) identificou um protozoario
no bago de um soldado que faleceu na india, em decorréncia de uma febre
local conhecida como febre “Dum-dum” ou “Kala-azar. Donovan (1903)
encontrou o mesmo parasito em outro paciente. Porém, o nome do género
Leishmania foi criado pelo médico inglés Ronald Ross em homenagem a seu
descobridor (PESSOA, 1958).

No mundo existem dois ciclos de transmissdo da LV: o zoonético, no
qual o vetor realiza o repasto em um reservatério animal e transmite o parasito
ao homem; e o antroponético, encontrado em éreas de transmissdo de
Leishmania donovani (CHAPPUIS et al., 2007), onde a doenga é transmitida
pelo vetor de homem para homem, que é o caso da india. Nas Américas, a
transmissdo da Le. infantum se da pelo ciclo zoonético, sendo o homem
considerado o hospedeiro acidental da doenga, e os caes, os principais
reservatorios domeésticos do parasito (ALVAR et al., 2004).

O primeiro registro de caso autéctone da LV no territério brasileiro foi
realizado por Migone, em 1913, onde descreveu o caso em material de
necropsia de paciente oriundo de Boa Esperanca, Mato Grosso (MIGONE,
1913). Em 1934, Penna relatou o primeiro caso de LV no Brasil quando foram
observados cortes histolégicos de figado de pessoas que vieram a 6bito com
suspeita de febre amarela. Em 1955, Deane & Deane, publicaram um estudo
classico sobre a epidemiologia da doenca no estado do Ceara, quando houve o
primeiro surto da doenca.
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No Brasil, a transmissédo da LV se da através da picada das fémeas de
Lu. longipalpis infectados pela espécie Leishmania (Leishmania) infantum.
Entretanto, em 1998, Lutzomyia cruzi foi considerada a espécie vetora de LV
nos municipios de Ladario e Corumba (MS) (SANTOS et al, 1998;
ELKHOURY, 2005; LAINSON & RANGEL, 2005). Alguns autores acreditam na
transmissdo entre cdes através de ectoparasitos, sugerindo a capacidade
vetorial de pulgas e carrapatos (COUTINHO & LINARDI, 2007; PAZ et al,
2010). Outros autores sugerem que a transmissdo possa ocorrer através de
mordeduras, cépula ou transmissdo vertical entre os caes, porém ndo existem
evidéncias sobre a importancia epidemiolégica destes mecanismos de
transmisséao (SILVA et al., 2009).

A sintomatologia da doenca humana é semelhante a de outras doencas,
como febre amarela, doenca de chagas, malaria, toxoplasmose,
esquistossomose, o que dificulta o diagndstico correto e em tempo habil para
obtengdo da cura. Quando presentes, os sintomas podem se agravar
progressiva ou bruscamente: febre intermitente, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia e/ou linfadenopatias e anemia, configurando-
se como a forma mais severa dentre as leishmanioses, potencialmente fatal
(BORGES, 2006; SILVA et al., 2013). A LV nao tratada acarreta uma
mortalidade de 75 a 95%, sendo seu periodo de incubagao variavel, de 3 a 8
meses (PISCOPO & MALLIA, 2006).

1.2 Vetor

Os flebotomineos sao insetos cor-de-palha ou castanho-claro, de
pequeno porte (2 a 3 mm), olhos proeminentes, arredondados e bem
separados, e as antenas sdo longas, formadas por 16 segmentos. O corpo &
coberto de cerdas, sendo facilmente reconhecidos pela posicéo de pouso, asas
se mantém divergentes em posicdo semiereta, conferindo-lhe caracteristica
peculiar (FORATTINI et al., 1973).

Varios nomes populares podem ser atribuidos aos vetores, segundo os

paises, estados e regides, como: mosquito palha, asa dura, asa branca,
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tatuquira, birigui, cangalha, cangalhinha, ligeirinho, pela égua, arrupiado
(REBELO, 1999). Taxonomicamente pertencem a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, e a varios géneros de importancia
médica (GALATI, 2003).

O ciclo de vida dos flebotomineos é constituido de ovo, larva (quatro
estadios), pupa e adulto, sendo, portanto, holometabolos. As larvas sao
terrestres e bastante ativas, movimentando-se com rapidez para buscar
alimento, com isso, provavelmente, se disseminam em uma grande area
(SHERLOCK, 2003). Apesar de se conhecer os habitos alimentares das formas
imaturas, pouco se sabe sobre os criadouros naturais das larvas de
flebotomineos no Novo Mundo. O conhecimento especifico desses locais de
criagdo pode facilitar o controle destes vetores, respondendo algumas lacunas
existentes (FELICIANGELI, 2004).

Atualmente existem duas classificagdes taxonémicas dos flebotomineos
das Américas. A primeira foi proposta por Young & Duncan (1994), intitulada
“Guia para identificacdo e distribuicdo geografica de Lutzomyia no México,
América do Sul e Central e oeste da india”. Nesta proposta, os autores
subdividem aproximandamente 400 espécies do género Lutzomyia em 15
subgéneros e 11 grupos de espécies. Esta classificacdo € bastante pratica e
prioriza a identificagdo a partir da observagao de estruturas essenciais como:
genitalia masculina, genitdlia feminina e espermateca, cibario em fémeas,
presenga ou ndo de espinhos femurais, tamanho dos segmentos da antena,
entre outras. J& Galati, em 2003, propdés uma nova abordagem para
classificagdo de flebétomos do Novo Mundo, onde s&o relatadas
aproximadamente 264 espécies de flebotomineos sul-americanos, sendo que
mais de 243 ja foram registradas no Brasil. Nesta, a autora utiliza caracteres
morfolégicos, priorizando o uso das cerdas ao longo do corpo do inseto, além
das outras estruturas para uma melhor distribuicdo entre os grupos. Alguns
grupos e subgéneros anteriores a classificacdo foram elevados a género, mas
a maior mudanca ficou na fragmentacdo do género antes conhecido como

Lutzomyia (BEATI et al., 2004). Esta recente classificagdo publicada em
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“Flebotomineos do Brasil” (RANGEL & LAINSON, 2003), traz alteragbes na
classificagdo de quase todas as espécies em relagdo a publicagdo anterior.

Das espécies encontradas no Brasil, 19 delas sao vetoras de
leishmanioses no pais (SANTOS et al., 1998; RANGEL & LAINSON, 2003).
Em apenas nove anos apés esta publicagdo, o nimero de espécies descritas
de flebotomineos no mundo praticamente dobrou, atingindo o patamar de 927
espécies conhecidas, sendo que 260 delas ocorrem no Brasil (SHIMABUKURO
& GALATI, 2011).

Os flebotomineos utilizam como abrigos uma grande variedade de
locais, com pequena variagdo de temperatura e umidade, pouca ou nenhuma
luminosidade e movimentacéo de ar, o que favorece a presenca destes insetos
(AGUIAR & MEDEIROS, 2003). Podemos encontra-los em espagos existentes
entre folhas caidas e o solo, tocas de animais, etc (AGUIAR et al., 1985;
ALEXANDER et al., 1992; AZEVEDO et al., 1993).

Em estudo realizado na regido semiarida da Bahia, a ocorréncia de
criadouros em microambientes especificos foi investigada em amostras de solo
coletadas de casas, que foram utilizadas também para o levantamento da
populagdo de adultos. Todos os microambientes amostrados no estudo foram
identificados como criadouros naturais. As formas imaturas de flebotomineos
foram encontradas em solo coberto com fezes de galinha; tronco caido e entre
raizes de arvores; solo acumulado entre cavidades rochosas e em rachaduras
em torno de tanques de agua e no interior das residéncias. Flebotomineos
adultos também foram capturados nos mesmos locais, tanto no intra como no
peridomicilio (SANGIORGI et al., 2012).

Os flebotomineos em geral, permanecem durante a maior parte do dia
em seus abrigos, iniciando sua atividade durante a tarde ou a noite (BRAZIL &
BRAZIL, 2003). Sabe-se que existe uma variagdo entre espécies, sendo que
umas preferem o fim da tarde, outras o inicio da noite ou mesmo a madrugada
(GALATI et al., 1996; TEODORO et al., 1993). Em funcdo de sua hematofagia
para maturagdo dos ovarios, as fémeas possuem proboscide desenvolvida, do
tipo picador-pungitivo, constituida de um labro e um par de mandibulas,
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hipofaringe, um par de maxilas e um labio. J& os machos possuem mandibulas
rudimentares (GALATI, 2003).

A espécie Lu. longipalpis é considerada a principal vetora de Le.
infantum no Novo Mundo, embora as espécies Lu. evansi (Nufiez-Tovar, 1924)
(ZULUETA et al., 1999; TRAVI et al., 1990) e Lu. cruzi (Mangabeira, 1938)
(SANTOS et al., 1998) sejam implicadas como possiveis vetoras em areas
restritas, na Colémbia e no Brasil, respectivamente. Outras espécies podem
abrigar, mesmo que experimentalmente, a Le. infantum, mas sem efeito sobre
a transmisséo da doencga, pois acredita-se na existéncia de certa especificidade
do vetor para as leishmanias (SHERLOCK, 1997; LAINSON & SHAW, 1998).

Muitas espécies tém sido incriminadas na transmissdo da LT, porém
somente algumas tém sido consideradas importantes vetoras, com base no
grau de antropofilia, infecgdo natural por Leishmania e distribuicdo espacial
coincidente com a da doenga (RANGEL & LAINSON, 2003). Os principais
flebotomineos transmissores da LT no Brasil sdo Lutzomyia (Nyssomyia)
intermedia (Lutz & Neiva, 1912); Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani (Antunes &
Coutinho, 1939); Lutzomyia migonei (Franga, 1920); Lutzomyia (Nyssomyia)
umbratilis (Ward & Fraiha, 1977); Lutzomyia (Psychodopygus) wellcomei
(Fraiha, Shaw & Lainson, 1971); Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata
(Mangabeira, 1942). Embora ainda nao tenha sido comprovado o papel da
Lutzomyia (Nyssomyia) neivai e Lutzomyia (Pintomyia) fisheri como vetores da
LT, estas espécies tém sido encontradas com frequéncia em ambientes

domiciliares em areas de transmissao da doenca (BRASIL, 2010a).

1.2.1 Fatores que influenciam a transmisséao da LV

As variaveis climaticas podem influenciar na densidade vetorial, e
consequentemente na transmissdo da LV. Assim, o padrédo de sazonalidade
dos flebotomineos vem sendo estudado ha bastante tempo. Segundo Dias-

Lima et al. (2003), os flebotomineos apresentam uma nitida variagédo sazonal,
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sendo que as chuvas em niveis moderados, temperatura, insolagdo e
evaporacdo mais baixos e umidade alta, favorecem o aumento da densidade
de flebotomineos. Nos estados do Ceara, Bahia, Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais foram observadas maiores densidades populacionais de flebotomineos
durante a estagdo chuvosa (DEANE, 1956; SHERLOCK & GUITTON, 1969;
GALATI et al., 1997; BARATA et al., 2004; MONTEIRO et al., 2005). Outros
autores observaram que ha um aumento na densidade desses insetos apds o
periodo de chuvas (MISSAWA & DIAS, 2007; DIAS et al., 2007; MICHALSKY et
al., 2009a).

Em éreas tropicais, a densidade populacional de flebotomineos aumenta
durante ou apés periodos chuvosos, pois € a alta umidade resultante das
primeiras chuvas que proporciona a eclosdo dos ovos, como também ha maior
atividade destes insetos fora de seus abrigos nesse periodo (ALMEIDA et al.,
2010). Em contrapartida, € comum haver uma redug¢éo populacional durante
longos periodos secos (TESH, 1998), o que configura um complexo
dependente de fatores bioticos, fisicos e ambientais (LEWIS, 1974).

O estudo da variagdo sazonal da fauna flebotominica se faz necessario
para melhor compreensdo da biologia do vetor, da sua importancia
epidemiolégica na transmisséo da LV, da relagédo entre a espécie e seu habitat,
podendo contribuir no estabelecimento de medidas de controle da
leishmaniose, visando a redugéo da densidade populacional de flebotomineos
em determinados locais (MACEDO et al., 2008).

Outro fator que influencia a transmissado da LV é a abundancia de Lu.
longipalpis em areas urbanas. Esta espécie é encontrada em abundancia em
areas de alta vulnerabilidade (VIANNA et al., 2016). Diversos fatores sao
determinantes para o encontro de alto nimero de flebotomineos capturados,
como: baixa condigdo socioeconémica da populagdo, ambiente propicio para
reproducdo dos flebotomineos, com acimulo de matéria organica, arvores
frutiferas e presenca de animais domésticos (LIMA, 1986; XIMENES et al,,
1999; OLIVEIRA et al., 2012).

A presencga de Lu. longipalpis no meio urbano se deve principalmente a



28

sua alta adaptabilidade ao ambiente modificado pelo homem, o que Ihe confere
um papel importante na epidemiologia da LV. Além disso, esta espécie tem
ampla distribuicdo geografica ao longo do pais, que em geral, coincide com a
da LV (GALATI, 2003; MISSAWA & DIAS, 2007).

Observa-se que as fémeas de Lu. longipalpis se concentram
principalmente em galinheiros, o que tem consideravel importancia
epidemiolégica, ja que estes ambientes nado sédo borrifados comumente
(LAINSON & RANGEL, 2003). Sabe-se que existe uma correlagdo entre a
densidade de Lu. longipalpis e as condi¢des observadas no peridomicilio e que
esta especie de flebotomineo é frequentemente associada a presenca de
animais domésticos (LIMA, 1986; XIMENES et al., 1999; CAMARGO-NEVES
et al., 2001; MORENO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2012).

Geralmente, a maior parte dos exemplares é encontrada no
peridomicilio, mas é importante salientar a presenca de um nUmero
consideravel de flebotomineos no interior das residéncias, ilustrando o carater
endofilico desta espécie, indicando que a transmissdo da LV pode estar
ocorrendo no ambiente intradomiciliar (SOUZA et al., 2004; BARATA et al,,
2005; MONTEIRO et al., 2005; MICHALSKY et al., 2009 a, DIAS et al., 2011).

Ja o carater antropofilico de Lu. longipalpis pode ser evidenciado pelo
seu habito alimentar eclético, pois as fémeas desta espécie invadem o
domicilio e peridomicilio das habitagées com facilidade e rapidez, alimentando-
se de sangue do homem, de céo, de galinha, de equideos, suinos e caprinos
(SHERLOCK & GUITTON, 1969; PASSOS-DIAS et al., 2003; MISSAWA et al.,
2008). O carater oportunista, podendo sugar ampla variedade de vertebrados,
foi também relatado em Porteirinha, MG, (BARATA et al., 2005), onde foi
observada a preferéncia de fémeas de Lu. longipalpis por aves e cavalos, mas
também se alimentando de sangue de roedores, cées, bois € do homem.

Diversos inquéritos entomoepidemioldgicos realizados em Minas Gerais
(MG) revelaram a predominancia de Lu. longipalpis em areas endémicas para
LV, mostrando sua alta adaptagdo ao ambiente modificado pelo homem (DIAS
et al.,, 2007; MONTEIRO et al., 2005, LARA-SILVA et al., 2015; VIANNA et al.,
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2016). Semelhantemente, Garcez et al. (2010) em Juruti, Para, revelaram a
presenca de reservatérios domésticos infectados e alta abundancia de Lu.
longipalpis. Em outro estudo, no mesmo municipio, Lu. longipalpis foi a espécie
mais abundante e sua distribuicdo sazonal foi correlacionada com o aumento
da precipitacdo. Além disso, esta espécie foi encontrada no intradomicilio
infectada por Leishmania sp., sugerindo que a LV estava sendo transmitida
dentro da residéncia (CHAGAS et al., 2016).

1.3 Reservatoérios

Para que um animal seja considerado reservatério de um parasito ele
deve ser capaz de manter populagdes do parasito que consigam sobreviver por
muito tempo, mantendo alta carga parasitaria e podendo transmitir o parasito a
um hospedeiro susceptivel. Alguns fatores determinam a susceptibilidade de
um hospedeiro ao parasito, como densidade populacional do hospedeiro,
duragdo da infecgdo de acordo com a longevidade do hospedeiro, localizagéo
do parasito no seu interior e estado imunolégico do hospedeiro apés a cura. O
hospedeiro alberga o parasito em seu corpo, mas nado consegue transmiti-lo a
outros animais (ASHFORD, 2000).

No ambiene silvestre, os reservatérios da Leishmania infantum sao
principalmente raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) (DEANE, 1956;
LAINSON et al, 1990) e marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis
marsupialis) (SHERLOCK, 1996; CORREDOR et al.,1989). Nas regides rurais,
periurbanas e urbanas, o cdo domeéstico (Canis familiaris) € o principal
reservatorio do parasito para o homem (DEANE & DEANE, 1955; ABRANCHES
et al., 1991; RAMIRO et al., 2003; ALVAR e al., 2004; REIS et al., 2009).

Os
caes apresentam elevado parasitismo cutdneo observado até mesmo nos

animais assintomaticos que sado considerados, dessa maneira, importantes
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reservatorios domésticos do parasito (DEANE & DEANE, 1955; MADEIRA et
al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2006; MICHALSKY et al., 2007; NUNES et al,,
2010; DE QUEIROZ et al., 2011).

A alta prevaléncia da infeccdo canina em areas endémicas, estreita
convivéncia entre humanos e caes e mesma identidade dos parasitos isolados
de casos humanos e caninos, reforcam a participagdo destes animais como
reservatorios da infecgdo (Oliveira et al., 2001).

Segundo CALDAS et al. (2002), os roedores constituem um dos grupos
de animais sinantrépicos mais procurados pelos flebotomineos. Um estudo em
uma area endémica de LT e LV mostrou que as espécies Rattus rattus e
Thrichomys apereoides foram encontrados naturalmente infectados por
espécies de Leishmania (OLIVEIRA et al., 2005). Evidéncias epidemiolégicas
indicam roedores em geral, como possiveis reservatérios de Le. infantum,
constituindo um importante elo entre o ambiente silvestre e o domiciliar
(CORREDOR et al., 1989). R. rattus foi encontrado naturalmente infectado por
Le. donovani e Le. infantum no Velho Mundo (IBRAHIM et al., 1992; DI BELLA
et al., 2003); e por Le. mexicana, Le. braziliensis,e Le. complexos donovani no
Novo Mundo (ALENCAR et al, 1990; LARA-SILVA et al, 2014; OLIVEIRA et al,
2005; ZULUETA et al, 1999). Assim, os resultados sugerem que R. rattus & um
potencial reservatério para leishmanias que causam tanto LT e LV. Gatos
também tém sido encontrados naturalmente infectados (SAVANI et al., 2004;
FIGUEIREDO et al, 2009), mas pouco se sabe sobre a importancia
epidemiolégica desses felinos como reservatérios da Le. infantum.

A cadeia epidemiolégica da LV inclui, numa area endémica, a presencga
concomitante do vetor, do reservatério e do hospedeiro susceptivel. O papel do
cdo na transmisséo da LV no Brasil foi elucidado com os trabalhos de Deane &
Deane (1954, 1955, 1956) em Sobral, Ceard, onde descreveram a
leishmaniose visceral canina urbana e o papel definitivo do cdo como
reservatério doméstico. Mais tarde, diversos trabalhos reforcaram a importancia
do cdo desempenhando tal papel (MADEIRA et al., 2004; GIUNCHETTI et al,,
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2006; MICHALSKY et al., 2007; NUNES et al., 2010; DE QUEIROZ et al.,
2011).

1.4 Leishmaniose Visceral Canina (LVC)

O primeiro foco de leishmaniose visceral canina no mundo ocorreu em
Tanis. Em 1908, na Tunisia, apds Nicolle anunciar que havia conseguido
infectar um céo jovem com o parasito da LV e verificar numerosos parasitos na
medula dos mesmos, foi realizado um inquérito com 145 caes através do
exame de esfregacos da medula 6ssea, onde foram encontrados trés animais
positivos. Dessa forma, ficou evidenciado que a doenga ocorria naturalmente
entre estes animais, fato este consolidado pelo encontro posterior de outros
focos em outras regides (GENARO, 1993).

Classicamente, a LVC inicialmente é acompanhada por febre,
descamacgao e eczema, especialmente, no espelho nasal e na orelha. Muitas
vezes apresentam pélo opaco, pequenas Ulceras rasas localizadas,
frequentemente ao nivel das orelhas, focinho, cauda e articulagées. Com a
evolugao da doenca € comum ocorrer esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia,
dermatites, Ulceras de pele, onicogrifose, ceratoconjutivite, coriza, apatia,
diarréia, hemorragia intestinal, edema das patas, vomito, além do aparecimento
de areas de hiperqueratose, especialmente na ponta do espelho nasal. Em
geral, na fase final da infeccdo ocorrem a paresia das patas posteriores,
caquexia, inanicdo e morte (DEANE & DEANE, 1955; GENARO, 1993;
BRASIL, 2006).

Em funcdo da variedade de sinais clinicos, os animais podem ser
classificados em assintomatico (auséncia de sinais e sintomas clinicos
sugestivos de infeccdo por Leishmania), oligossintomatico (com até trés dos
sinais clinicos caracteristicos da infecgdo) e polissintomatico (mais de trés
sinais clinicos caracteristicos da infecgdo). Porém esta classificagdo tem valor
limitado, pois os pesquisadores a utilizavam com base nos resultados apenas
de exame fisico (MANCIANTI et al, 1988), ndo sendo -considerada

anormalidades e patologias clinicopatolégicas nos cées que tém disfungéo
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organica generalizada sem manifestagbes aparentes (SOLANO-GALLEGO &
BANETH, 2008). Assim, caées com infecgdo subclinica, ou caes infectados
clinicamente saudaveis, sdo definidos como aqueles que ndo apresentam
sinais clinicos no exame fisico nem anormalidades clinicopatolégicas nos
testes de rotina (hemograma, butalbital e urinalise), mas tém infeccéo por Le.
infantum confirmada.

A histéria natural e a evolugdo do calazar canino variam amplamente
entre os animais infectados. Muitos caes nunca evoluem para doencga, através
de mecanismos ndo muito bem conhecidos de autocura, outros ficam
gravemente afetados progredindo rapidamente para morte (GENARO, 1993).
Geralmente, os caes infectados apresentam um acentuado emagrecimento; por
outro lado, algumas vezes, apresentam-se aparentemente normais, mas com
alto grau de parasitismo na pele integra e visceras (DEANE & DEANE, 1955).

No Brasil, a prevaléncia da LVC vem aumentando, ndo s6 em numero de
casos, mas também na dispersdo geografica. No Brasil, do ponto de vista
epidemiolégico, normalmente a doenga canina antecede o acometimento de
casos humanos (MADEIRA et al., 2004; NUNES et al., 2010), sendo a infecgédo
nos cdes mais prevalente que nos humanos (DEANE & DEANE, 1955;
MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; GALIMBERTTI et al, 1999). Estudos
destacam o cdo no ciclo de transmissdo da LV para o homem associados a
altas taxas de soropositividade canina e presenca de LV humana, numa
determinada area (DEANE & DEANE, 1955; DYE et al., 1992).

O diagnéstico da LVC compreende a associagéo entre dados clinicos,
laboratoriais e epidemiologicos. Os testes laboratoriais sdo utilizados para
evidenciar o parasito ou para detectar componentes da resposta imune, como
anticorpos especificos ou reagdes do tipo celular. Os testes disponiveis incluem
os métodos parasitolégicos, imunolégicos (sorolégicos) e moleculares, cada um
apresentando vantagens e desvantagens. Para o diagnéstico parasitolégico de
caes, o parasito é obtido a partir de aspirado de medula éssea, de bacgo, de
figado, de linfonodos, e em alguns casos, biépsias de pele integra. Entre os
métodos sorolégicos, existe uma grande variedade de métodos que empregam
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diversos antigenos. Porém, ainda ndo esta disponivel um antigeno altamente
especifico e que seja de facil execugéo.

Em 2011, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
preconizou a técnica de imunocromatografia rapida de duplo percurso Dual
Path Plataform (DPP®), visando ao diagnéstico da LVC (Ministério da Saude,
2011). Este teste consiste em uma proteina recombinante rkK28 (uma quimera.
combinando os antigenos K9, K26 e K39) de Le. infantum (PATTABHI et al.,
2010). Apesar dessas caracteristicas e da facilidade de aplicagéo, a discussédo
sobre a precisdo do DPP® persiste, especialmente quanto a sensibilidade para
deteccdo de infeccdo assintomatica dos animais (GRIMALDI et al.,, 2012).
Ainda assim, é o teste de triagem preconizado pelo Ministério da Saude, sendo
os reagentes neste enviados para confirmagao através do Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Em 2011, foram realizados trabalhos de
validagdo desta técnica para diagnostico da LVC, que se mostrou eficaz
(SCHUBACH, 2012; QUEIROZ-JUNIOR, 2011).

De acordo com Figueiredo et al. (2018) o desempenho do teste é
dependente da sintomatologia canina. Resultados favoraveis para sensibilidade
e especificidade podem ser obtidos mesmo em animais assintomaticos; no
entanto, & preciso cautela nessas avaliagbes, uma vez que o teste
imunocromatografico pode ser melhorado para uma investigacdo mais
adequada em caes assintomaticos. Em seus resultados, esses autores

confirmaram a utilidade do DPP® para aplicacdo em pesquisas soroldgicas.

1.5 Epidemiologia e controle da LV

Apesar de sua ampla distribuicdo, a notificagdo da LV s6 é obrigatéria
em 32 paises (WHO, 2010). Coldmbia, Bolivia, Equador, Peru, Venezuela e
Brasil apresentam as prevaléncias mais elevadas (AGUILLAR et al.,, 1998;
DAVIES et al., 2000).



Estima-se que a LV tem uma incidéncia de 500.000 novos casos €
60.000 mortes por ano (BELO et al, 2013), sendo que 90% dos casos ocorrem
em seis paises: Bangladesh, Brasil, india, Sudao, Sudao do Sul e Etiépia (Alvar
et al., 2012; WHO, 2014a). Em um levantamento realizado em 2011, a maioria
dos casos foi relatada em homens (61%), sendo a faixa etaria mais afetada as
criangas abaixo de cinco anos de idade (36,6%), seguida pela faixa entre 20 a
50 anos (30,9%) (PAHO, 2013).

Nas Ultimas décadas estudos demonstraram mudangas no perfil de
transmissdo da doenga, que antes era considerada uma zoonose de animais
silvestres e desde a década de 80, aproximadamente, esta presente em zonas
rurais desmatadas e regides urbanas, sendo encontrada em bairros bastante
urbanizados de grandes cidades como Teresina (Pl), Sdo Luis (MA), Belo
Horizonte e Montes Claros (MG), Campo Grande (BRASIL, 2009). Fortaleza
(CE) apresentou grande numero de casos em 2009 (309), contribuindo com a
elevada letalidade da LV no estado (5,6% em 2008 e 5% em 2009) (CEARA,
2009; CEARA, 2011). Pode-se explicar a maior ocorréncia de surtos urbanos
de leishmaniose, se comparada a outras parasitoses, pela sua capacidade de
acelerada expansdo quando introduzida em area ndo endémica
(WIJEYARATNE et al., 1994).

Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV
ocorreram na Regido Nordeste. A medida que a doenca se expandiu para as
outras regides e atingiu areas urbanas e periurbanas, esta situagdo se
modificou e, no periodo de 2000 a 2002, a Regido Nordeste apresentou uma
reducéo para 77% dos casos do pais (BRASIL, 2006). A proporgcdo dos casos
confirmados de LV no pais aumentou nas regides Sudeste, Centro-Oeste e
Norte. A regido Sul, embora com aumento, mantém um numero pequeno de
casos autoctones de LV (BRASIL, 2010b).

De acordo com o Ministério da Salude as agbes de controle para LV
devem ser baseadas em uma triade: tratamento e diagnéstico precoce de
casos humanos, controle do reservatério canino (inquérito sorolégico canino e

eliminagéo de caes soropositivos) e aplicagcdo de inseticidas para os vetores.
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Além disso, a vigilancia epidemiolégica € um dos componentes do Programa
de Controle da Leishmaniose Visceral (PCLV), ela compreende a vigilancia
entomoldgica, de casos humanos e caninos.

No Brasil, o tratamento de primeira escolha para todas as formas da
doencga se faz através de antimoniais pentavalentes, de forma sistémica. O
antimoniato-N-metil glucamina (Glucantime) pode ser administrado no nivel
ambulatorial, diminuindo os riscos relacionados a hospitalizagdo (COSTA et al.,
2007); j& a anfotericina B, € a Unica opgdo no tratamento de gestantes e
pacientes que tenham contraindicagbes ou que manifestem toxicidade ou
refratariedade em relagdo ao uso dos antimoniais pentavalentes (MISHRA et
al., 1994).

Apesar dos cées portadores de Leishmania serem considerados, de uma
forma geral, fonte de infeccéo para os flebotomineos e grandes responsaveis
pela persisténcia da LV em diversas regides (ABRANCHES et al., 1991), esta
questédo ainda é polémica e tem sido questionada por varios autores, tanto no
Brasil quanto em outros paises (ASHFORD, 1996; DIETZE et al., 1997;
MAGALHAES et al., 1980). Diante disso, recentemente, foi publicada a Nota
Técnica n° 11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA autorizando o registro do
produto milteforan (nome comercial da miltefosina), propriedade da empresa
VIRBAC SAUDE ANIMAL, para o tratamento da LVC, que pode ser realizado
em clinicas veterinarias particulares. Trata-se de uma das drogas mais
utilizadas na Europa para o tratamento da doenga canina.

Além disso, como profilaxia da LVC, existe uma vacina disponivel no
mercado, e outras em fase de testes dentro dos laboratérios. Atualmente a
Leish-Tec®, que utiliza o antigeno proteico A2, € a Unica vacina anti-LVC
licenciada pelas autoridades brasileiras de salde publica, para a venda e
administracdo por médicos veterinarios, restrito ao uso individual (REGINA-
SILVA et al., 2016).

Devido as dificuldades do controle da doenca, é indicado o manejo
ambiental adicionalmente a borrifagéo, pois certamente contribui para evitar ou

diminuir a proliferacéo do vetor, uma vez que age modificando o ambiente que
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propicia seu desenvolvimento. (BRASIL, 2006). Teodoro et al. (2003)
mostraram que tanto a borrifagdo quanto a reorganizacdo do ambiente
contribuem significativamente para reduzir a densidade de flebotomineos no
domicilio e peridomicilio. Ja Lara-Silva et al. (2017) mostrou que o manejo pode
ser até mais efetivo que a borrifacdo. Assim, a limpeza de matéria organica
acumulada no solo, representada por frutos e folhas em decomposicéo, corte
de algumas arvores ao lado das residéncias e drenagem do solo com elevada
umidade constituem medidas complementares que podem auxiliar no controle
destes insetos.

E importante salientar que as medidas, aplicadas isoladamente, nao se
mostram efetivas para a redugédo da incidéncia da doenca (BRASIL, 2006),
entdo devem estar sempre integradas, para que se obtenha a eficiéncia
desejada (GONTIJO & MELO, 2004). A efetividade destas acdes depende de
mudanga de comportamento, que levam a resultados alcangados de médio a
longo prazo (OLIVEIRA et al., 2008).

A complexidade do controle fica clara quando consideramos que existem
“gaps” no conhecimento sobre a distribuicdo geografica do parasito, insetos
vetores, fontes de infeccéo, fatores histéricos e socioecondmicos, integracéo
dos servicos de saude, técnicas utilizadas para o diagnédstico, tratamento e
imunoprofilaxia (FRANCA-SILVA,1997). Desta forma, as caracteristicas
particulares de cada elemento da cadeia de transmissdo aliadas as varias
situagées epidemiolégicas, tém mostrado que estratégias de controle devem
ser flexiveis e designadas, especialmente, para cada é&rea endémica
(MARZOCHI,1992).

1.6 Geoprocessamento como ferramenta de monitoramento e controle de

doencgas parasitarias

A utilizacdo de mapas relacionando-os com a distribuicdo geografica de

doencgas teve inicio em um passado remoto. Hipocrates ha 480 a.C no seu livro
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“Dos ares, dos mares e dos lugares” destacou a importancia do modo de vida
dos individuos, analisou a influéncia dos ventos, agua, solo e localizagcéo das
cidades em relagdo ao sol, na ocorréncia de doengas (MEDRONHO, 1995;
COSTA & TEIXEIRA, 1999).

Com o avango tecnoldgico, a cartografia passa a ser dindmica, a coleta
de informacgdes sobre distribuicdo geografica deixa de ser analisada somente
com documentos e mapas de papel, hoje ela conta com a ajuda de
computadores, o que é promissor para setores de saude publica. Nesse
sentido, técnicas de analise espacial tém recebido destaque.

O geoprocessamento € um termo amplo, que envolve um conjunto de
técnicas de coleta, tratamento de imagens e exibicdo de informagdes
georreferenciadas que permitem identificar variaveis relacionadas as estruturas
sociais, econémicas e ambientais que podem oferecer risco a salde
(MEDRONHO & PEREZ, 2002; BARCELLOS & BASTOS, 1996).

Dentre as tecnologias de georrefrenciamento se destacam: o
sensoriamento remoto, a digitalizacdo de dados, a automacédo de tarefas
cartograficas, a utilizacdo de Sistemas de Posicionamento Global — GPS, os
Sistemas de Informacdes Geograficas — SIG e a utilizacdo de modelos
matematicos inseridos na estatistica espacial (KITRON, 1998; UMUNBO et al.,
2002; MARGONARI et al.,, 2006). Com essas tecnologias disponiveis e
integragdo de dados, pode-se realizar analise dos padrées de distribuicdo
espacial e temporal das doencas; mapeamento das doencas; ecologia das
doengas; e aplicacdo de conceitos geograficos ao planejamento para a
localizagdo e administracédo de servigos de salde.

Muitas doencas podem ser entendidas desvinculadas da questdo
espacial, mas quando o processo de transmisséo esta ligado ao meio, como &
o caso de algumas doengas parasitarias, neste caso a leishmaniose, ndo se
pode deixar de entender o espaco. Este se coloca como ponto estratégico na
construcdo dos eventos do ambiente que envolve as doengas.

Estudos utilizando técnicas de andlise espacial permitem aos
epidemiologistas 0 mapeamento de vetores e analises de fatores ambientais
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que afetam a distribuicdo espacial e temporal dos insetos. Assim, diversos
estudos foram realizados: com mosca Tsé-ts€, Glossina spp. (ROGERS, 1991),
Aedes (MEDRONHO, 1995; GLEISER et al.,, 1997), Anopheles gambiae
(THOMSON et al. 1997), Phlebotomus papatasi (CROSS et al,. 1996), todos
eles artrépodes de importancia médica. Essas técnicas também tém sido
utilizadas para monitorar doengas como maldria, tripanossomiases e
leishmanioses (ELNAIEM et al., 2003; THOMSON & CONNOR, 2000;
UMUNBO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2001; MARGONARI et al., 2006;
DANTAS-TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006; ARAUJO et al., 2013).

No Sudao, a partir de resultados de estudos que utilizaram técnicas de
geoprocessamento relacionando LV, fatores ecoldgicos e pluviométricos,
criaram um mapa de risco de se adquirir LV no pais (THOMSON et al., 1999;
ELNAIEM et al., 2003). Semelhantemente, no Brasil, e Peterson & Shaw (2003)
demonstraram a distribuicdo dos principais vetores de LT em seu cenario
geografico e climatico em um periodo de 30 anos.

Diversos estudos em varias regides do Brasil utilizaram analises
espaciais para relacionar a LV com seus fatores determinates (ambientais,
socioeconémicos ou ocupacionais) (ANTONIALLI et al.,, 2007; WERNECK &
MAGUIRE; 2002). Essas andlises também tém sido realizadas para associar
prevaléncia da doenca canina com casos humanos (ARAUJO et al., 2013;
FRANCA-SILVA et al., 2003; PRADO et al., 2011).

Assim, os métodos geocomputacionais demonstram extrema relevancia
para analise de um grande volume de dados de saude, permitindo analisar os
padrées de distribuicdo das doencas e as possibilidades de uso dos dados

coletados.

2. JUSTIFICATIVA

Recentemente o municipio de Ipatinga foi caracterizado pela Secretaria

de Vigilancia em Salde do Ministério da Salude, como area de intensa
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transmissdo de LV, de acordo com o manual de Vigilancia e Controle de LV. No
periodo anterior ao ano de 2011 nédo havia sido notificado nenhum caso
autéctone de LV no municipio, entretanto, de 2011 em diante, iniciou-se uma
expansao progressiva de casos caninos e humanos, totalizando mais de 140
casos humanos entre 2011 e 2017, com 6bitos ocorrendo em todas as faixas
etérias.

O ano de 2014 obteve destaque devido ao grande numero de casos
notificados, mais de 40 casos (SINAN, 2018). Neste mesmo ano, o municipio
entrou em contato com nosso laboratério para que fossem identificados
exemplares de flebotomineos capturados por eles. A partir de entdo, houve um
interesse mutuo do municipio e do laboratério para estabelecer uma parceria
para o estudo da LV em Ipatinga.

Diante do numero crescente de notificagbes de casos humanos de LV e
da caréncia de dados ecoepidemiolégicos a respeito da doenga no municipio, a
proposta geral do projeto foi estudar, de forma conjunta, os varios aspectos
relacionados a epidemiologia da LV (fauna flebotominica, infecgdo natural,
reservatério doméstico, além de casos humanos) em Ipatinga. Dessa forma,
contribuir para a identificagdo das principais areas de risco, podendo-se assim
direcionar as agdes de controle da LV no municipio de Ipatinga, area recente

de transmisséao intensa.

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Estudar os aspectos ecoepidemiolégicos envolvidos na transmissdo da

leishmaniose visceral em area de alta transmissao do municipio de Ipatinga.
3.2 Especificos
a) Estudo de flebotomineos

- Determinar a fauna de flebotomineos das areas selecionadas.
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- Estabelecer a flutuagdo mensal das espécies de flebotomineos e

correlaciona-la com variaveis climaticas.
- Investigar a infecgao natural dos espécimes capturados.
b) Estudo da leishmaniose visceral em caes

- Determinar a soropositividade da leishmaniose visceral canina nas areas

selecionadas.

- Investigar a infecgcdo e identificar a espécie de Leishmania nas diferentes

amostras dos caes soropositivos.
c) Epidemiologia descritiva
- Georreferenciar os casos humanos, caninos e os pontos entomolégicos

- Demonstrar a distribuicdo espacial dos casos humanos e caninos de
leishmaniose visceral na cidade de Ipatinga.

- Apontar as areas de risco para transmissao da LV visando direcionar as acdes

de controle.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

Ipatinga € um municipio pertencente a regido do Vale do Rio Doce,
localizada a cerca de 210 km da capital mineira. Segundo a classificagédo de
Képpen (1948), a regido tem clima tipo Aw, com invernos secos e amenos
(raramente frios) e verdes chuvosos com temperaturas moderadamente altas.
O municipio é banhado pelo ribeirdo Ipanema, que desagua no Rio Doce e esta
situado na margem esquerda do Rio Piracicaba (IBGE, 2010). Quanto a
cobertura vegetal, o Vale do Ac¢o faz parte do Bioma Mata Atlantica classificado
como formacéo de Floresta Estacional Semidecidual Montana (acima de 500m
de altitude) e Submontana (abaixo de 500m de altitude) (UNILESTE, 2014).

Desta vegetacédo, restam alguns fragmentos com plantagées de eucalipto,
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pastagens e nucleos urbanos. O maior remanescente de Mata Atlantica de MG,
o Parque Estadual do Rio Doce, uma Unidade de Conservagdo com area de
36.970 hectares, esta localizado no Vale do Ago nos municipios de Marliéria,
Dionisio e Timoteo (UNILESTE, 2014).

O desenvolvimento da regido deve-se as grandes empresas locais,
como a Cenibra, a Aperam South America e principalmente a Usiminas,
localizada no proprio municipio. A cidade faz parte da Regido Metropolitana do
Vale do A¢o, que ultrapassa os 449.340 habitantes. Além das quatro principais
cidades (Coronel Fabriciano, Ipatinga, Santana do Paraiso e Timoéteo), ha
outras 22 no colar metropolitano. Apesar de ser a cidade mais populosa da
Regido Metropolitana do Vale do Acgo, é a que possui a menor quantidade de
bairros (32) dentre os trés principais municipios; Coronel Fabriciano possui 63
e Timéteo 39. Segundo Dias (2013), a origem da cidade de Ipatinga é
intrinseca ao momento politico que o pais vivia em meados de 1950 a 1960,
marcado pela abertura a empresas estrangeiras e a industrializacdo. A
implantagdo da Usiminas foi o marco que deu origem a cidade.

Segundo o Plano Diretor de Ipatinga, a cidade é composta por nove
regionais, sendo oito localizadas no perimetro urbano e 32 unidades
administrativas, sendo 28 bairros residenciais e comerciais somados a
unidades néo residenciais perfeitamente delimitadas como o parque industrial
da Usiminas, Usipa, Parque Ipanema e Industrial, além de povoados rurais, de
loteamentos e bairros nao-oficiais (PREFEITURA MUNICIPAL DE IPATINGA,
2014). Segundo o IBGE (2010), o bairro mais populoso € o Cana3, localizado
na Regional V, reunindo 28.284 habitantes, sendo seguido pelo Bethania
(Regional VI), com 27.857 pessoas, e pelo Veneza (Regional 1V), com 20.793.
Com 50,4 km?, o Ipaneminha possuia a maior area, sendo que a Regional IX, a
qual esta situado, compde a zona rural ipatinguense. A maior renda domiciliar
média mensal era de R$ 7.277,73, do bairro Castelo.

Em 2010, a populagdo do municipio foi contada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) em 239.177 habitantes, sendo o décimo mais
populoso do estado e apresentando uma densidade populacional de 1.4451
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habitantes por km2. Segundo o censo de 2000, 48,98% da populagdo eram
homens (104.089 habitantes), 51,02% (108.407 habitantes) mulheres, 99,25%
(210.895 habitantes) vivia na zona urbana e 0,75% (1.601 habitantes) estavam
na zona rural. O indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDH-M) de
Ipatinga é considerado elevado pelo Programa das Nacdes Unidas para o
Desenvolvimento (PNUD). Seu valor é de 0,806, sendo o trigésimo maior de
todo estado de MG (em 853), o 169° de toda a Regido Sudeste do Brasil (em
1666 municipios) e o 445° de todo o Brasil (entre 5.507 municipios).
Considerando apenas a educacéo o valor do indice é de 0,901, enquanto o do
Brasil € 0,849. O indice da longevidade é de 0,787 (o brasileiro € 0,638) € o de

renda é de 0,729 (o do Brasil é 0,723). A cidade possui a maioria dos

indicadores elevados e todos acima da média nacional segundo o PNUD.

Figura 1: Municipio de Ipatinga, Minas Gerais (MG), Brasil. A) Localizacdo geogréafica, com
destaque para os pontos de coleta entomoldgica por bairro. B) Vista aérea. Fonte: Leticia C.
Pinheiro/Google.

4.2 Critérios de inclusdo para exposigado das armadilhas
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Os critérios de inclusdo para exposi¢gdo das armadilhas luminosas foram
residéncias com ocorréncia de casos humanos de LV e/ou que possuiam
condicdes ecoldgicas favoraveis para a presenga do vetor. Assim, foram
selecionados 10 bairros do municipio, onde havia o maior nimero de casos
humanos de LV, para exposicdo das mesmas: Bethania, Bom Jardim, Cana3,
Cariru, Cidade Nobre, Ideal, Iguagu, Esperanca, Veneza, Vila Celeste. Esses
bairros estdo inseridos em seis das nove regionais (Regionais 1, 4 e 6
apresentam um bairro cada uma com armadilha, Regional 3 apresenta trés
bairros com armadilhas, Regionais 5 e 7 com dois bairros em cada com
armadilhas). Assim, tiveram regionais com um, dois ou trés bairros
representados. A distribuicdo das regionais por bairro pode ser visualizada

através do mapa abaixo (Figura 2).



Regional 1 (5- Vila Ipanema, 6- Castelo - ;
7- Gariru, 8- Das Aguas) Regional B (25- Bethénia, 26- Granja
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E Regional 3 (13- Ferrovianos, 14- Iguacu, - Reglonal 8 (29- Corrego Novo, 30- Limoeiro,
15- Cidade Nobre, 16- Ideal) 31- Chacaras Madalena, 32- Barra Alegre)

Reglonal 4 (17- Venera, 18- Centro, 19-
Nove Cruzeiro, 20- Caravelas, 21- Jardim Regional 8 (Tribuna, Pedra Branca, Tatbas
Panorama) lpaneminha)

Regional § (22- Canaa, 23- Vila Celeste.

Nio residenciais (1- Usiminas, 2- Usipa, 3-
24- Chacaras Oliveira)

Induetrial, 4- Parque |panema)

Figura 2: Delimitacdo de bairros e Regionais de Planejamento de Ipatinga, de acordo com o

Plano Diretor da Prefeitura Municipal de Ipatinga, MG (2014). Fonte: Leticia C. Pinheiro e
Rosana S. Lana

4.3 Descrigao epidemiolégica dos bairros estudados

De acordo com um estudo envolvendo cobertura arbérea do municipio
por bairro e outras varidveis, realizado por Aza (2016), tomamos como base o
valor de porcentagem de cobertura arbérea (PCA) calculado pela autora para
fins deste estudo. Os resultados do PCA podem ser avaliados de acordo com o
parametro proposto por Oke (1985) no qual a porcentagem da area urbana

destinada a vegetagcdo deve ser em torno de 30% a fim de proporcionar um
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adequado balancgo térmico. Também foram utilizados dados do IBGE (2010) de
populacéo, densidade demografica e de renda domiciliar mensal média por
bairro. A estimativa de caes por bairro foi calculada de acordo com Brito &
Chamone (2001) em 13,5% da populagdo humana.

Abaixo, seguem as caracteristicas dos bairros estudados de acordo com

a regional a qual estao inseridos, arborizagéo e renda domiciliar média mensal.
Cariru (Regional 1)

O bairro Cariru pertence a Regional 1, juntamente com os bairros Vila
Ipanema, Castelo, Cariru e Das Aguas. Em 2010, o IBGE calculou uma
populacgdo residente 4.756 habitantes e uma densidade demografica de 39,55
habitante ha-1. Em relagdo a populagdo canina, é composta por
aproximadamente 642 cides. O Cariru é diferente dos demais da regional, pois
possui uma densidade de ocupagdo maior, constru¢ées mais verticalizadas
dentro do maximo permitido pela legislagdo, possuindo cobertura arbérea nas
pragas, cinturdo verde e acompanhamento viario. Em relagdo a configuragéao,
densidade e disposicdo geométrica ha uma predominancia do tipo Conectado
(caracterizado pela ampla cobertura vegetal e o mais alto grau de
conectividade e contiguidade, com a presenca de florestas remanescentes que
normalmente se estabeleceram antes da urbanizagdo) no entorno das
instalacdes industriais da Usiminas.

O bairro Cariru, assim como os demais bairros da Regional 1,
caracterizam-se pela uniformidade de urbanizagdo basicamente residencial de
classe média/alta, sendo a renda domiciliar média mensal entre 5 a 10 salarios
minimos. A quase inexisténcia de lotes vagos, a baixa densidade demografica
em sua predominancia de construgdes isoladas, em conjunto com a vegetacao,
configura uma paisagem bastante apreciada. Este bairro construido ao longo
dos anos pela Usiminas, fazendo parte da Vila Operaria, reflete a hierarquia da

empresa, ja que existem bairros construidos para dirigentes, engenheiros e



46

operarios. Embora as casas sejam diferenciadas, todos possuem infraestrutura,
com diversas pragas e extensa cobertura arbérea ao redor (DIAS, 2013).

Com uma PCA de 25,27%, o bairro conta com a presenga do cinturdo
verde (como os demais bairros da Vila Operaria), que minimiza os efeitos das
plumas de dispersdo de poluentes, provenientes da atividade industrial da
siderurgica, bem como protege encostas e nascentes. Além disso, o cinturédo
verde é responsavel pela redugéo da poluicdo sonora e do impacto visual da
usina, e afasta a populagédo da area industrial através da sua cobertura arbérea
densa (AZA, 2016).

Ideal, Cidade Nobre e Iguacgu (Regional 3)

O bairro Ideal possuia 9.703 habitantes, com densidade demografica
média de 53,95 habitante ha-1 (IBGE, 2010). A populagdo canina estimada &
de 1310. O bairro Ideal, construido na década de 80 para atender uma nova
demanda habitacional para funcionarios da usina, tem PCA de 29,39%,
enquanto o do bairro Castelo, destinado a funcionarios com altos cargos de
chefia é de 54,77% (AZA, 2016).

Ja os bairros Cidade Nobre e Iguagu, séo bairros com caracteristicas de
urbanizagéo ja consolidada, crescimento desordenado e padrédo de ocupacéo
denso. A populagdo do bairro Cidade Nobre foi de 15.198 habitantes,
densidade demografica de 64,93 habitante ha-1, a populagéo canina estimada
é de 2052; e no Iguagu a populacéo foi de 16.908 habitantes, com densidade
demografica de 78,37 habitante ha-1, a populagéo canina estimada é de 2283,
refletindo PCA menores: 12,23% e 9,22% respectivamente (AZA, 2016).

Nesses trés bairros, a renda domiciliar média mensal é entre 2 a 5
salarios minimos. Porém, € importante ressaltar que o bairro Iguacu é dividido
em duas regides que se diferem muito quanto ao poder aquisitivo. A regiao
conhecida como “Morro do Game”, no Iguagu, onde foi realizada a coleta
entomolégica, € uma regido periférica, altamente marginalizada, com muitas

casas humildes e pessoas com menor poder aquisitivo em relagdo a outra
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parte do bairro Iguagu - uma regido mais nobre, préxima a area comercial e
melhor infraestrutura. Portanto, é possivel que a renda domiciliar média mensal

nessa area seja menor que a estipulada pelo censo.

Veneza (Regional 4)

Apesar do bairro Veneza, junto com Canada, Bethania, Bom Jardim e Vila
Celeste concentrar quase metade da populagéo ipatinguense, o bairro possui a
PCA satisfatoria, com 31, 44% (AZA, 2016). Extraoficialmente, os moradores
dividem o bairro em “Veneza I” e “Veneza II”, somando quase 21 mil habitantes,
com densidade demografica de 34,64 habitante ha-1. A populagdo canina
estimada é de 2807 e a renda domiciliar média mensal é de até dois salarios
minimos (IBGE, 2010).

Canaa e Vila Celeste (Regional 5) e Bethania (Regional 6)

A regional 5, conta com uma populagao residente de 47.542 habitantes e
uma densidade demografica média de 4.792,54 habitantes’/km?, chegando a
9.159 habitantes/km? em alguns setores censitarios dos bairros Canaa e Vila
Celeste. O bairro Vila Celeste possui populagdo canina de aproximadamente
2416 e tem PCA de 15,74%, enquanto o Canaa é o bairro mais populoso de
Ipatinga, com populacdo canina de aproximadamente 3818, e possui 0 menor
PCA registrado no municipio, ou seja, somente 8,84% de sua area coberta por
vegetagao arbdérea (AZA, 2016). A alta densidade demografica nesses bairros
culminou no adensamento construtivo, na vegetacao dispersa, fragmentada e
de baixa densidade de cobertura. As arvores sdo encontradas isoladas e
restritas, isto €, em um terreno baldio, quintais ou nas vias publicas. No Cana3,
em algumas avenidas principais a arborizagdo é do tipo linear, com formato
estreito, alongado e composto por uma linha de arvores mais ou menos
paralelas. As calgadas estreitas de varias vias ndo se adequam a arborizagao,
0 que gera problemas com a fiagdo, residéncia e calcamento. A densidade



48

demografica dos bairros Vila Celeste e Canad mostra uma regido urbana
altamente construida e tipica de zonas de baixa renda (AZA 2016).

O bairro Bethania possui 27.857 habitantes, densidade demografica de
85.48 habitante ha-1, a populagdo canina estimada é de 3761, e possui PCA
de 14,18%. A vegetacdo também ¢ dispersa, fragmentada e de baixa
densidade de cobertura (AZA, 2016).

Os bairros Cana3, Vila Celeste e Bethania formam o conjunto urbano de
maior extensdo territorial do municipio, e que passou por um acelerado
processo de adensamento populacional e crescimento desordenado na década
de 80, refletindo o mau uso do solo, que influencia na qualidade de vida
urbana. Dessa forma, a vegetacdo como elemento paisagistico é relativamente
pouco presente nesses bairros, ndo constituindo a cobertura arbérea uma
caracteristica do local, como é o caso dos bairros da Regional 1. A renda
domiciliar média mensal nesses bairros € de até dois salarios minimos (AZA,
2016).

Bom Jardim e Esperanca (Regional 7)

Segundo o IBGE (2010), o bairro Bom Jardim possuia populagdo de
19.413 habitantes, com densidade demografica de 33,77 habitante ha-1, sendo
a populacéo canina estimada de 2621. O conjunto de bairros préximos ao limite
com Coronel Fabriciano e a zona rural, onde Bom Jardim esta situado, possui
extensas Zonas de Protecdo Ambiental (ZPAM) que necessitam de
preservagado e monitoramento. No Bom Jardim ha uma predominancia do tipo
Isolado—Agregado (arvores agregadas em unidades maiores, geralmente em
quintais maiores, pragcas ou taludes), inserido em uma matriz pouco
urbanizada, dominada pelas serras de Escuro e dos Cocais, composta por
agrupamentos de arvores remanescentes de extensdo consideravel. Sua PCA
é de 21,15% e a renda domiciliar média mensal é até dois salarios minimos
(AZA, 2016).
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O bairro Esperanga possuia populagdo com 16.608 habitantes e
densidade demografica de 87,03 habitante ha-1 (IBGE, 2010), sendo a
populagdo canina estimada de 2242. Assim como o Bom Jardim, foi criado
apds o surgimento da Usiminas. E um bairro caracterizado pela urbanizagao ja
consolidada, crescimento desordenado e padrao de ocupagao denso.

A densidade demografica média de Ipatinga é de 31,69 habitante ha-1,
sendo que em alguns bairros da cidade como o Canaa, Esperanca e Bethania
esse valor pode ser triplicado, conforme andlise feita pelo Plano Diretor de
Desenvolvimento Integrado (PDDI) do Vale do Ago (UNILESTE, 2014). Este
bairro ilustra o processo de crescimento de Ipatinga, com padrées de ocupacéo
do solo que possibilitaram o surgimento, principalmente nos bairros populares,
de problemas socioambientais que refletem na qualidade do ambiente e no
valor de PCA de 12,30%. A renda domiciliar média mensal tanto no Esperancga

quanto no Bom Jardim é de até dois salarios minimos.

4.4 Estudo da fauna de flebotomineos

Para a captura dos flebotomineos, foram utilizadas 20 armadilhas
luminosas do tipo HP (PUGEDO et al.,, 2005), sendo uma exposta no
peridomicilio e outra no intradomicilio de cada residéncia, para estudos de
endofilia e exofilia, durante trés noites consecutivas por més no periodo de um
ano (margo de 2015 a fevereiro de 2016). As armadilhas foram colocadas nas
mesmas casas durante o periodo estudado, sendo em locais sombreados,
préximos a galinheiros e a outros animais domésticos (Figura 3). Os moradores
dessas residéncias estavam de acordo com a pesquisa e assinaram o TCLE
(Termo de Consentimento Livre Esclarecido), conforme Anexo 1.

Os insetos machos foram acondicionados em tubos de hemodlise
contendo alcool 70% e encaminhados ao Laboratério do Grupo de Pesquisas
Taxonomia de flebotomineos, epidemiologia, diagnéstico e controle das

leishmanioses (TFL) do Instituto René Rachou, para posterior preparo,
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montagem e identificacdo. Ja as fémeas capturadas foram colocadas em tubos
de 1,5 mL contendo dimetilsulféxido (DMSO) 6%, armazenadas a -20 °C, e
foram incluidas tanto na fauna quanto no estudo de infecgao natural.

A cabeca e os trés Ultimos segmentos das fémeas foram dissecados,
montados entre laminas e laminulas para identificagdo taxonémica e o restante
do corpo do inseto foi utilizado para extracdo de DNA (item 4.6.1). Utilizou-se
liqguido de Berlese para montagem de machos e fémeas de acordo com a
técnica de Langeron (1949) modificada (Tabela 1). Neste estudo, as fémeas
néo passaram pelo processo de clarificagdo como os machos, uma vez que
foram armazenadas em DMSO a 6% para detecgdo de infecgado natural.

Os flebotomineos capturados de ambos os sexos foram identificados por
meio de descricdes especificas, chaves taxonémicas e comparagdo com
espécimes da Colegcdo de Referéncia de flebotomineos do Instituto René
Rachou / FIOCRUZ. Adotamos a classificagdo das espécies de flebotomineos

proposta por Galati (2003).
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Figura 3: Exemplos dos eco6topos peridomiciliares onde foram expostas armadilhas
entomolégicas, no municipio de Ipatinga, MG. Fonte: Rosana S. Lana.

Tabela 1: Protocolo de preparacéo de flebotomineos para montagem e identificagdo (Langeron,
1949, adaptada).

Procedimento Tempo
Hidréxido de potassio 10% 2h
Acido acético 10% 20 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Agua destilada 15 min
Lactofenol 24 h

4.5 Analise estatistica da influéncia das variaveis climéticas na densidade

vetorial

Para verificar a influéncia do clima sobre a densidade de flebotomineos
no municipio, foram utilizados dados de temperatura compensada média (°C),
umidade relativa média (%) e precipitagao total (mm), referentes ao periodo de
margo de 2015 a fevereiro de 2016. Os dados relativos as variaveis climaticas
foram obtidos junto ao Instituto Nacional de Meteorologia, estacdo de
Caratinga-A554 (INMET), a mais préxima de Ipatinga.

Para visualizar a relagdo conjunta da temperatura e da precipitagdo com
a densidade populacional de flebotomineos por més, foi construido um grafico
de bolhas no qual o raio das bolhas €& proporcional a quantidade de
flebotomineos capturados por més e os eixos correspondem as variaveis
climaticas em questao.

Para testar individualmente a correlagdo de cada uma das variaveis
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climaticas com o numero de flebotomineos capturados por més, foi utilizado o

coeficiente de correlagdo de Spearman e testada sua significancia.

4.6 Estudo da infeccéo natural dos flebotomineos

As fémeas que foram acondicionadas em tubos contendo DMSO a 6% e
congeladas a - 20° C, posteriormente foram dissecadas para montagem de
“pools”, ou individualmente, com segmentos do abdémen (conforme
supracitado). Cada “pool” foi formado por exemplares da mesma espécie,

capturados na mesma residéncia € no mesmo més.

4.6.1 Extracao de DNA total das fémeas de flebotomineos

As fémeas, depois de dissecadas e identificadas, foram armazenadas
individualmente ou agrupadas em “pools” de no maximo 10 individuos para
extracdo de DNA total. Esta foi realizada através de kit de extragcdo de tecido e
células (GE HealthCare) e o material genético extraido foi armazenados a -
20° C até a realizagdo de amplificagdo pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR).

4.6.2 Deteccgao da taxa de infecgao natural dos flebotomineos por
Leishmania spp.

Para determinar a taxa de infeccdo natural, as amostras de DNA
extraidas dos “pools” ou dos tubos individuais de fémeas de flebotomineos
foram analisadas através da técnica Nested PCR (LnPCR) dirigida ao gene
SSUrRNA, que amplifica um fragmento deste gene que é uma regido
conservada entre todas as espécies de Leishmania (VAN EYS et al.,1992;
CRUZ et al., 2002, 2006).
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Esta metodologia, adaptada e modificada de Cruz et al. (2002) foi
realizada a partir de uma amplificagdo inicial de um fragmento de
aproximadamente 603 pb, utilizando-se os iniciadores R1: 5° GGT TCC TTT
CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5 GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 37, seguida
da amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir do
produto amplificado da primeira reacgéo, utilizando-se os iniciadores R3: 5" TCC
CAT CGC AAC CTC GGT T 3" e R4: 5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3.

O mix para a reagdo foi preparado para um volume final de 25 ul
utilizando um kit para PCR (PureTaq Ready-To-Go PCR Beads/GE Healthcare)
que contém aproximadamente 2,5 unidades de PureTagTM DNA Polymerase,
10 mM Tris-HCI (ph 9,0), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 200 yM dATP, dCTP,
dGTP, dTTP e estabilizadores, incluindo BSA. A cada “bead” foram
adicionados 1 ul de cada iniciador (20 pmol) e 13 pl de agua ultra pura.
Preparados os tubos, foram adicionados 10 pl de DNA (cerca de 10 ng/ml). Em
tubos contendo 1 ml de H20 foram diluidos 25 ul de produto da primeira
reagdo, para serem utilizados como “‘template” na segunda PCR. Esta foi
preparada utilizando o mesmo kit dePC R Bead, para um volume final de 25 pl
contendo 10 pl do produto amplificado diluido.

A amplificacdo foi realizada em um termociclador automatico (Applied
Biosystems Veriti TM Thermal Cycler) utilizando o seguinte ciclo para a
primeira reacgéo: desnaturacédo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 35
repeticdes de: desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Para a segunda reagéo, o
ciclo se deu com desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 30
repeticdes de: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A extenséo final foi a 72°C
por 5 minutos para ambas as reagbes e resfriamento a 4°C. Em todas as
reacbes utilizou-se 20 ng de DNA extraido de cultura de Le. infantum (cepa
MHOM/BR/PP75), como controle positivo. Como controle negativo (sem DNA)
a amostra de DNA foi substituida por volume equivalente de H,O destilada
estéril.



4.6.3 Analise dos produtos amplificados pela PCR

O produto amplificado pela PCR foi analisado através de eletroforese em
gel de agarose 2% corados com brometo de etidio e examinados no capturador
de imagens L-PIX EX (Loccus biotecnologia), sob exposicao de luz ultravioleta
(UV).

4.6.4 Sequenciamento para identificacdo da espécie de Leishmania spp.

Para a identificagdo da(s) espécie(s) de Leishmania presente nos
flebotomineos, foi realizado o sequenciamento do produto amplificado pela
segunda reacdo da LnPCR (fragmento esperado de aproximadamente 353pb).
Todas as bandas de 353 pb com intensidade consideravel foram cortadas e
purificadas utilizando o kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), de
acordo com as especificagbes do fabricante. O produto amplificado e
purificado, eluido em 20 ul de H20 ultra pura estéril, foi utilizado como
“template” para outra reagdo de PCR, anterior ao processo de sequenciamento.

A reacgdo de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume
final de 10 pl, formada por 1 yl do PRE MIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1
pl de Tampéo do BigDye, 1 yl dos iniciadores (R3 e R4 para Leishmania) na
concentragao de 3,2 pmol, 5 pl de H20 e cerca de 1 pl do produto purificado.
Este mix foi colocado em um termociclador com o seguinte programa: 94°C por
trés minutos, seguido de 30 ciclos de: 96°C por um segundo, 65°C por 5
segundos (esta temperatura depende da temperatura de anelamento do
iniciador utilizado) e 60°C por quatro minutos. O sequenciamento propriamente
dito foi posteriormente realizado em sequenciador automatizado ABI 3730 (Life
Technologies) pela Rede de Plataformas Tecnolégicas do Instituto René
Rachou (IRR), Fiocruz.
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O alinhamento das sequéncias editadas foi comparado com as trés
principais espécies de interesse na area de estudo, depositadas no GenBank:
Le. braziliensis, Le. amazonensis e Le. infantum. A andlise bioinformatica das
sequéncias obtidas foi realizada utilizando-se o programa BioEdit
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit.html). Estas analises incluem a edicdo e o
alinhamento das sequéncias estudadas. Isto nos permitiu identificar a espécie

de Leishmania presente nos flebotomineos e caes.

4.6.5 Caélculo da taxa minima de infecgdo natural

Por estarem acondicionados em “pools”, a taxa minima de infeccéo
natural (TMI) para a espécie de flebotomineo foi calculada pela seguinte
férmula (Paiva et al., 2006):

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

N° total de individuos da espécie

A mesma formula foi utilizada para tubos individuais, substituindo-se

“pools” por tubo individual.

4.7 Inquérito sorolégico canino

O inquérito sorolégico canino foi realizado pelo Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ) através dos agentes de saude, nos anos de 2015 e 2016.
Nesse inquérito estdo incluidos cdes do inquérito parcial realizado pelos
agentes de saude e demanda espontanea (cdes que sédo levados até a
zoonose pelos proprietarios para realizagdo do teste). A partir dos dados
coletados foi calculada a taxa de soropositividade da LVC nas areas
selecionadas.

No momento da coleta de sangue dos céaes, foram utilizados os

formularios de rotina do Programa de Controle da LV do municipio: Boletim
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Diario de Inquérito Canino com identificacdo das amostras, responséavel pela
coleta, nome e enderecgo dos proprietarios e nome do cao; Protocolo de Coleta
de Sangue para LV contendo cédigo da amostra, dados do proprietario e dados

do céo.

4.8 Diagnostico sorolégico canino, eutandsia e necrépsia de cées
soropositivos

Foi utilizado o seguinte protocolo para o diagnéstico sorolégico da LVC:
1) Teste de Triagem: TR DPP (Bio-Manguinhos) - Teste imunocromatografico
de uso Unico para detecgdo, em caes, de anticorpos especificos para
Leishmania, em soro, plasma ou sangue total. 2)Teste Confirmatério: EIE®
LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (Bio-Manguinhos) - Ensaio
imunoenzimatico ELISA - utlizado na deteccdo de anticorpos contra
Leishmania major like, em soros ou plasma de cades (BRASIL, 2011). O
resultado foi obtido através da visualizagido da alteragcdo de cor com o auxilio
de equipamentos mensuradores de absorbancia. Este teste sé foi realizado
quando o primeiro fosse positivo. A execugdo de ambos os testes foi realizada
por profissionais devidamente qualificados.

Em seguida, foi realizada a eutanasia desses cées sorologicamente
reativos nos dois testes, conforme preconizado pelo Ministério da Saude. Para
posteriores testes parasitolégicos e moleculares, foi realizada a pungéo de
medula 6ssea e retirada de fragmentos de pele. Para a pungdo de medula
ossea, utilizou-se seringa de 20 mL, agulha 40/12, scalp 23G, e
aproximadamente 200 ul de extrato medular coletado de cada céo foi
transferido para tubos devidamente etiquetados, e guardados em caixas de
isopor com gelox para posterior acondicionamento em freezer a -20 °C, e
extracdo. Para a retirada de fragmentos de pele do cédo, com auxilio de tesoura
e pingas estéreis, retirou-se entre 2-3 mm de ponta de orelha, que também
foram armazenados em tubos de 1,5 pl, a seco, devidamente etiquetados,
armazenados em caixa de isopor com gelox, seguido de freezer a -20 °C, para

posterior extracao.
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Os proprietarios dos caes assinaram um termo de autorizagdo para
eutanasia dos animais. A retirada dos caes soropositivos foi realizada pelo CCZ
de Ipatinga, sendo a eutanasia dos animais realizada no mesmo, segundo as
normas técnicas definidas na Resolugdo 714 de 20/06/2002 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria. Os procedimentos realizados foram
autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa, conforme Anexo 2, sendo os
dados de todos os cdes necropsiasos transferidos para uma ficha
epidemiolégica de necropsia (Anexo 3) e transferidos para um banco de dados
(Anexo 4). Ja os demais caes sorologicamente positivos foram retirados pelos
agentes de salde e também eutanasiados, de acordo com o cronograma do

municipio.

4.8.1 Calculo da taxa de soropositividade da LVC

Para ser considerado sorologicamente positivo o cao deveria apresentar
sorologia positva no DPP e no ELISA. Para o calculo da taxa de
soropositividade da LVC no municipio de lpatinga foi utilizada a seguinte

férmula:

Taxa de soropositividade canina = N° de cdes reagentes nos dois testes x100

Total de caes examinados no bairro

4.9 Diagnéstico parasitolégico direto das amostras de cées soropositivos

4.9.1 Cultura em agar sangue de Novy & McNeal, modificado por
Nicolle (NNN/LIT) (Nicolle, 1908)

Para o isolamento e manutencdo das cepas de Leishmania foram

semeadas aproximadamente 200 pl de aspirado de medula 6ssea em
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aproximadamente 3 mL de meio de cultura NNN/LIT (Nicolle, 2008), em tubo
Falcon, para o crescimento dos parasitos. As culturas foram armazenadas em
estufas entre 24 a 26°C e examinadas a cada sete dias e feitos repiques para a

manutencgdo das cepas.

492 Aposicbes em laminas de biopsias obtidas de céaes

soropositivos

Foram confeccionadas laminas a partir de biépsia de pele e aspirado de
medula 6ssea dos caes soropositivos para pesquisa de formas amastigotas do
parasito através de microscopio 6ptico, utilizando aumento de 100x. Para cada
cao eutanasiado, foi realizado um esfregago da medula sobre uma area
equivalente a uma aposicdo da bidpsia da lamina, sendo esta operacido
repetida em mais duas areas da lamina. A area foi fixada com metanol e corada
com Giemsa. O mesmo procedimento foi realizado com fragmentos de pele dos
caes soropositivos. Em seguida, o material restante (aspirado de medula e
pele) foi transferido para tubos “eppendorfs” devidamente etiquetado, para
extragdo de DNA e diagnéstico molecular. As [aminas foram estocadas em uma

caixa para posterior andlise microscopica.

4.9.3 PCR para Leishmania spp. em tecidos de caes soropositivos

A PCR foi realizada com o objetivo de confirmar os resultados da
sorologia. As amostras de DNA extraidas a partir de pele e aspirado de medula
o6ssea dos caes soropositivos foram analisadas através da técnica “Nested
PCR” (LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um
fragmento conservado em todas as espécies de Leishmania (VAN EYS et
al.,1992; CRUZ et al., 2002, 2006). A mesma técnica utilizada para amplificagéo
de DNA de flebotomineos. Foi modificado apenas o kit de extragéo, nesse caso

utilizado o kit de extragcdo de sangue (GE HealthCare) e o material genético
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extraido foi armazenado a —20° C até a realizagdo de amplificacdo pela reagédo
em cadeia da polimerase (PCR).

Em cada conjunto de reagdo de PCR foi incluido um controle negativo e
um controle positivo. Como controle negativo da reagao, foi utilizado um tubo
que continha o mix (solugao tampao, iniciadores, dNTPs, DNA polimerase, H,O
ultra pura estéril) exceto o DNA; e no controle positivo, foi adicionado DNA
purificado da cepa referéncia de Le. infantum (cepa MHOM/BR/PP75).

Os produtos amplificados pela LnPCR foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e examinado
em exposicao a luz UV, da mesma forma realizada com DNA de flebotomineos
(item 4.6.3).

4.9.4 Sequenciamento SSUrRNA para determinagédo da espécie de
Leishmania nas amostras de cées soropositivos

O sequenciamento foi realizado conforme item 4.6.4.

410 Georreferenciamento dos casos humanos, caninos e pontos de
coletas entomolégicas

4.10.1 Levantamento, caracterizagcdo e georreferenciamento dos

casos caninos

Para o estudo de casos caninos foram utilizados os dados do inquérito
sorolégico canino (48,8%) e da demanda espontanea (51,2%), abrangendo
todos os bairros do municipio. Ambos os levantamentos de dados foram
realizados pelos agentes de saude do municipio no periodo de margo de 2015
a fevereiro de 2016.

Para todos os caes sorologicamente reagentes nos dois testes (DPP e

ELISA), foram considerados os bairros para fins de georreferenciamento,
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confeccdo de mapas e demais andlises espaciais realizadas através do
programa R (R CORE TEAM, 2017). Os dados de populagdo canina de cada
bairro foram estimados em 13.5% da populagdo humana (BRITO & CHAMONE,
2001).

4.10.2 Levantamento, caracterizagcdo e georrefenciamento dos

casos humanos

Para o levantamento de casos humanos de LV os dados foram obtidos
junto a Secretaria Municipal de Saude de Ipatinga (Secédo de Vigilancia
Epidemiolégica), sendo contabilizados os casos notificados no municipio entre
2015 e 2016. Para a analise descritiva dos casos humanos foram considerados
os enderecos das residéncias. Os dados de populagdo humana foram obtidos a
partir do Censo 2010 do IBGE. A analise descritiva dos dados foi feita através
de tabelas, graficos e medidas resumo, como médias, medianas, proporcoes e
taxas. Para analisar a distribuicdo espacial dos casos humanos, foi feito um
mapa de densidade de Kernel e um mapa tematico das taxas de incidéncia nos
bairros estudados. Esses mapas foram feitos utilizando o programa R (R CORE
TEAM, 2017).

4.10.3 Georreferenciamento dos pontos de capturas entomoldgicas

Todos os enderegos onde as armadilhas entomolégicas foram expostas

para captura de flebototomineos foram georreferenciados.

4.11 Analise estatistica dos testes diagnésticos caninos

Para comparar o percentual de positividade dos testes (PCR,
imprint/esfregaco e cultura) entre os diferentes tecidos (pele e medula), assim

como para comparar o percentual de positividade de cada técnica utilizando o
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mesmo tecido foram utilizados diferentes testes estatisticos.

Para as comparagdes entre dois grupos (PCR Pele X PCR Medula,
Parasitolégico Pele X Parasitolégico Medula e PCR Pele X Parasitolégico Pele)
o teste utilizado foi o teste de McNemar. Para a comparacéo entre 3 grupos
(PCR Medula X Parasitolégico Medula X Cultura Medula), o teste utilizado foi o
teste Q de Cochran com o teste de McNemar utilizando correcéo de Bonferroni
no pés teste para comparagdo 2 a 2, caso o primeiro tenha resultado em
rejeitar a hipétese de que o percentual de positividade nos 3 grupos nao é
estatisticamente diferente. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software R (R CORE TEAM, 2017), com nivel de significancia de 0,05.

5 RESULTADOS

5. 1 Flebotomineos
5.1.1 Fauna

A fauna flebotominica de Ipatinga foi constituida de 1501 exemplares,
distribuidos em 16 espécies: Brumptomyia avellari (Costa Lima, 1932), B.
nitzulescui (Costa Lima, 1932), Evandromyia baculus (Martins, Falcdo & Silva
1965), Pressatia choti (Floch & Abonnenc, 1941), Evandromyia cortelezzii
(Brethes, 1923), Pintomyia fischeri (Pinto, 1926), Nyssomyia intermedia (Lutz &
Neiva, 1912), Evandromyia lenti (Mangabeira, 1938), Lutzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912), Trichopygomyia longispina (Mangabeira, 1942),
Martinsmyia minasensis (Mangabeira, 1942), Pintomyia pessoai (Coutinho &
Barreto, 1940), Micropygomyia quinquefer (Dyar, 1929), Sciopemyia sordellii
(Shannon & Del Ponte, 1927), Evandromyia termitophila (Martins, Falcdo &
Silva 1965), Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939). As fémeas do
género Brumptomyia s6 foram identificadas no ambito genérico devido a

grande semelhanca morfolégica entre as fémeas.
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O numero de fémeas capturadas (645 exemplares) foi bastante elevado,
comparado ao numero de machos (856 exemplares), conforme mostra a Tabela
2. Também foi capturado 15 exemplares pertencentes a subtribo Lutzomyiina
(Abonnenc & Leger, 1976) que nao foi possivel identificar a nivel especifico, por
isso, ndo foram incluidos na Tabela 2.

Tabela 2: Espécies de flebotomineos capturados em Ipatinga, MG, utilizando armadilhas
luminosas HP, no periodo de marco de 2015 a fevereiro de 2016.

Espécies Machos Fémeas Total %
Brumptomyia avellari 8 0 8 0.5
Brumptomyia nitzulescui 1 0 1 0,1
Brumptomyia spp. 0 7 7 0,5
Evandromyia baculus 0 1 1 0,1
Pressatia choti 2 1 3 0,2
Evandromyia cortelezzii 119 208 327 21,8
Pintomyia fischeri 0 1 1 0,1
Nyssomyia intermedia 7 11 18 1,2
Evandromyia lenti 96 78 174 11,6
Lutzomyia longipalpis 610 319 929 61,9
Trichopygomyia longispina 0 1 1 0,1
Martinsmyia minasensis 1 0 1 0,1
Pintomyia pessoai 0 1 1 0,1
Micropygomyia quinquefer 4 3 7 0,5
Sciopemyia sordellii 2 5 7 0,5
Evandromyia termitophila 0 1 1 0,1
Nyssomyia whitmani 6 8 14 0,9
Total 856 645 1501 100

Com relagdo as espécies de importancia médica, ressaltamos o
encontro de Lu. longipalpis (61,9%), Ny. whitmani e Ny. intermedia, com

aproximadamente 1% dos exemplares capturados de cada uma dessas
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espécies. Quanto as espécies mais numerosas e também que ndo possuem

papel comprovado como vetoras das leishmanioses foram: Ev. cortelezzii

(21,8%) e Ev.lenti (11,6%).

LAl

Figura 4: Numero de L. longiplapis capturados em relagdo as demais espécies, no municipio
de Ipatinga, MG, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de marco de 2015 a fevereiro

de 2016.

Quanto ao local de captura, 52,9% dos exemplares foram capturados no

peridomicilio, enquanto 47,1% no intradomicilio (Figura 5).

m

Figura 5: Nimero de flebotomineos em relagéo ao local de captura, no municipio de Ipatinga,
MG, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de margo de 2015 a fevereiro de 2016.
nimero no

A espécie Lu. longipalpis foi capturada em maior

peridomicilio, porém quando se compara somente o nUimero de fémeas



percebe-se que elas foram encontradas em maior nimero no intradomicilio
(Tabela 3), reforgando que a transmissdo também pode estar ocorrendo no
interior das residéncias. Esta espécie foi encontrada em todos os meses
estudados.

Também foram capturadas espécies vetoras de LT (Ny. intermedia e Ny.

whitmani) no interior das residéncias, conforme a Tabela 3.

Tabela 3: Espécies de flebotomineos capturados no peridomicilio e intradomicilio, de acordo
com o sexo, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de marco de 2015 a fevereiro de
2016.

. MACHOS FEMEAS
ESPECIES/SEXO TOTAL %

PERI  INTRA PERI INTRA

Br. avellari 2 6 0 0 8 0,5
Br. nitzulescui 1 0 0 0 1 0,1
Brumptomyia spp. 0 0 3 4 7 0,5
Ev. baculus 0 0 0 1 1 0,1
Pr. choti 1 1 0 1 3 0,2
Ev. cortelezzii 45 74 77 131 327 21,8
Pi. fischeri 0 0 0 1 1 0,1
Ny. intermedia 5 2 4 7 18 1,2
Ev. lenti 59 37 38 40 174 11,6
Lu. longipalpis 398 212 149 170 929 61,9
Tr. longispina 0 0 0 1 1 0,1
Ma. minasensis 0 1 0 0 1 0,1
Pi. pessoai 0 0 0 1 1 0,1
Mi. quinquefer 1 3 1 2 7 0,5
Sc. sordellii 1 1 5 0 7 0,5
Ev. termitophila 0 0 0 1 1 0,1
Ny. whitmani 2 4 4 4 14 0,9
TOTAL 515 341 281 364 1501 100%
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Embora o maior nimero de espécimes (53,4%) tenha sido capturado no
peridomicilio em geral, em alguns bairros as fémeas predominaram no
intradomicilio, que foram Bethania, Cana3, Cariru, Ideal e Vila Celeste.

Os bairros com maior nimero de flebotomineos capturados foram
Iguacgu (24,4%), Bethania (21,5%) e Bom Jardim (17,2%) (Tabela 4 e 5). Tais
bairros totalizaram 63,1% de flebotomineos capturados, ou seja, mais da

metade dos exemplares foram capturados nesses bairros de estudo.

Tabela 4: Flebotomineos capturados no peridomicilio e intradomicilio, de acordo com o sexo,
em cada bairro de estudo, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de marco de 2015 a
fevereiro de 2016.

BAIRROS MACHOZER:EM EAS MACHCI)NSTRI;O\EMEAS TOTAL
Bethania 44 34 132 112 322
Bom Jardim 78 74 34 72 258
Canaa 11 11 28 27 77
Cariru 8 4 2 8 22
Cidade Nobre 25 8 2 2 37
Ideal 22 16 44 52 134
Iguagu 154 65 86 61 366
Esperanga 142 52 5 3 202
Veneza 17 15 3 12 47
Vila Celeste 5 1 10 20 36
Total 515 281 341 364 1501

A espécie Lu. longipalpis foi capturada em todos os bairros estudados,
com destaque nos bairros Iguacgu, Esperanga, Bom Jardim e Bethania, onde
foram capturados 76,75% dos exemplares dessa espécie (Tabela 5).

No bairro Cariru, onde ocorre grande parte dos casos de LT do municipio

e nenhum caso de LV até hoje registrado, foi capturado 61,1% dos exemplares
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de Ny. intermedia, nenhum de Ny. whitmani e somente um de Lu. longipalpis
(Tabela 5).



Tabela 5: Espécies de flebotomineos capturados por bairro em Ipatinga, MG, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de marco de 2015 a fevereiro
de 2016.

Vila Cidade Bom

Espécies/Bairros Celeste Canaad Bethania Veneza Cariru Iguacu Nobre Jardim Esperanca Ideal TOTAL %
Br. avellari 0 0 7 0 1 0 0 0 0 0 8 0.5
Br. nitzulescui 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0.1
Brumptomyia spp. 0 0 4 0 2 0 0 1 0 0 7 0.5
Ev. baculus 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0.1
Pr. choti 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 3 0.2
Ev. cortelezzii 22 32 89 18 0 74 3 54 14 21 327 21.8
Pi. fischeri 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0.1
Ny. intermedia 3 0 2 2 11 0 0 0 0 0 18 1.2
Ev. lenti 0 5 62 5 2 65 0 30 1 4 174 11.6
Lu. longipalpis 11 40 150 22 1 224 34 154 185 108 929 61.9
Tr. longispina 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0.1
Ma. minasensis 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0.1
Pi. pessoai 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0.1
Mi. quinquefer 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 7 0.5
Sc. sordellii 0 0 0 0 0 3 0 3 1 0 7 0.5
Ev. termitophila 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0.1
Ny. whitmani 0 0 4 0 0 0 0 8 1 1 14 0.9
TOTAL 36 77 322 47 22 366 37 258 202 134 1501 100
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Quanto ao periodo de captura, o maior nimero de flebotomineos
capturados foi observado no més de outubro e dezembro, com 181 (12%) e
191 (12,7%) exemplares respectivamente, totalizando 24,7% dos
flebotomineos capturados. O més de novembro obteve o menor nimero de

flebotomineos capturados, somente 45 exemplares (3%) (Tabela 6).



Tabela 6: Distribuicao de flebotomineos capturados por més e bairro em Ipatinga, utilizando armadilhas luminosas HP, no periodo de
marcgo de 2015 a fevereiro de 2016.

Més/Ano/ Vila Cidade Bom

Bairro Celeste Canad Bethania Veneza Cariru Iguacgu Nobre Jardim Esperanca Ideal TOTAL
MAR/15 4 13 36 7 7 22 2 30 8 17 146
ABR/15 1 8 36 12 1 38 2 13 2 4 17
MAI/15 4 14 43 7 1 17 12 19 0 25 142
JUN/15 1 21 29 3 0 21 2 15 0 19 111
JUL/15 0 7 22 7 0 25 1 5 2 12 81
AGO/15 4 4 25 3 1 66 2 13 43 4 165
SET/15 2 1 18 0 0 9 4 27 33 2 96
OouT/15 4 0 29 5 4 20 3 16 96 4 181
NOV/15 2 0 7 0 4 11 4 13 2 2 45
DEZ/15 8 4 45 2 1 61 4 33 8 25 191
JAN/16 2 1 7 0 3 41 1 29 0 9 93
FEV/16 4 4 25 1 0 35 0 45 8 11 133

TOTAL 36 77 322 47 22 366 37 258 202 134 1501
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5.1.2 Influéncia das variaveis climaticas na densidade vetorial

O registro mensal das varidveis climaticas: precipitacdo, temperatura e
umidade do ar e nimero de flebotomineos capturados estao representadas na
Tabela 7.

Tabela 7: Variaveis climaticas mensais no municipio de Ipatinga, MG, entre os meses de margco
de 2015 a fevereiro de 2016.

Precipitacdo Temperatura compensada Umidade Relativa

Més total (mm) média (°C) média (%) Flebotomineos
MAR/15 61,1 243 76,1 146
ABR/15 56,8 22,3 79,5 117
MAI/15 88 19,6 84,3 142
JUN/15 2,5 18,9 81 111
JUL/15 0,2 18,9 79,1 81
AGO/15 0,9 19,8 70,5 165
SET/15 24,9 23,5 65,2 96
OuT/15 68 24,8 60,9 181
NOV/15 126,5 25,4 70 45
DEZ/15 141,3 24,8 75,2 191
JAN/16 260,4 23,8 82,1 93
FEV/16 10,1 251 74,3 133
Média 70,0 22,6 74,8

Para aprimorar a analise, foi feito um delineamento de estagbes em
relagdo a temperatura e precipitagcdo (quente e seca, quente e Umida, fria e
seca e fria e Umida), tomando como referéncia as medianas de cada variavel
(Figura 6).

Para avaliar se havia alguma relagdo de variaveis climaticas

(temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo) com a densidade
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populacional de flebotomineos, investigamos uma possivel associagdo entre
cada uma das varidveis climaticas € o nimero mensal de flebotomineos
capturados.

A Figura 6 mostra a relagéo entre a precipitagdo média e a temperatura
média avaliada, onde o raio das bolhas corresponde a quantidade de
flebotomineos capturados em cada més de estudo e as linhas representam as

medianas para as respectivas variaveis.

Precipitagao Média
100 150
| |

50
|

T T T T T
18 20 22 24 26

Temperatura Média

Figura 6: Interferéncia climatica mensal na densidade de flebotomineos em Ipatinga, MG, entre
marco de 2015 a fevereiro de 2016. A mediana das varidveis climaticas consideradas é
representada por uma linha.

Ha grandes flutuagées no nimero de flebotomineos coletados tanto nos
meses do periodo mais quente e chuvoso (primavera e verdo) quanto nos

meses do periodo mais frio e seco (outono e inverno), ndo tendo sido
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visualmente clara nenhuma relagdo entre essas varidaveis. Ao calcular os
coeficientes de correlacdo de Spearman entre cada uma das variaveis
climaticas e o numero de flebotomineos por més, ndo houve associagido
estatisticamente significativa para nenhuma das varidveis climaticas em
questéo (p valor > 0,05 para todas as variaveis consideradas).

Apesar de nao ser estatisticamente significativo, ndo sendo possivel
visualizar uma concentragdo de flebotomineos em um uUnico quadrante, houve
uma tendéncia de maior nimero de flebotomineos capturados no periodo
chuvoso, conforme mostra a Figura 7. Assim, podemos perceber que houve um
pico na densidade de flebotomineos, das espécies mais numerosas, nos

meses mais chuvosos e quentes.

% de espécies capturadas

E corvelezzii
¥ E lenii
L, longipaipis

més e ano de captura

Figura 7: Porcentagem de espécies mais numerosas capturadas, por més e ano, em Ipatinga,
MG.

5.1.3 Estudo da infecgado natural de flebotomineos
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Dos 285 “pools’/tubos individuais confeccionados a partir de diferentes
espécies de fémeas de flebotomineos, dois deles foram positivos,
correspondendo a um tubo contendo uma espécie do complexo cortelezzii (um
tubo com um exemplar) e Lu. longipalpis (um “pool” com sete exemplares). A
taxa minima de infeccdo natural (TMI) por Leishmania no “pool” com Ev.
cortelezzii foi de 0,5% enquanto para Lu. longipalpis foi de 0,3%. A taxa de

infecgdo natural geral foi 0,3% (Tabela 8).

Tabela 8: Amostras de “pools” analisados para deteccdo de infeccdo natural por Leishmania de
acordo de acordo com a espécie de flebotomineo capturado no periodo de marco de 2015 a
fevereiro de 2016, no municipio de Ipatinga, MG.

Numero de “Pools” Presencade DNA TMI

Espécies fémeas formados de Leishmania (%)
Brumptomyia spp. 7 7 0 0
Ev. baculus 1 1 0 0
Pr. choti 1 1 0 0
Ev. cortelezzii 208 93 1 0,5
Pi. fischeri 1 1 0 0
Ny. intermedia 11 11 0 0
Ev. lenti 78 38 0 0
Lu. longipalpis 319 115 1 0,3
Tr. longispina 1 1 0 0
Ma. minasensis 0 0 0 0
Pi. pessoai 1 1 0 0
Mi. quinquefer 3 3 0 0
Sc. sordellii 5 4 0 0
Ev. termitophila 1 1 0 0
Ny. whitmani 8 8 0 0
Total 645 285 2 0,3

A Figura 8 mostra os produtos de amplificacdo de DNA de Leishmania
spp. em um tubo individual e em um “pool” de flebotomineos, que foram
visualizados apés gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio.

Através do alinhamento das sequéncias de DNA, encontradas nas amostras

positivas para Leishmania spp. de flebotomineos, foi realizada a identificagdo
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da espécie de Leishmania spp., mostrando que a espécie Le. infantum esteve

presente no tubo individual e no “pool”.

— 353pb

Figura 8: Exemplos de produtos de amplificacdo de DNA de Leishmania spp. em “ pools” de
flebotomineos, utilizando iniciadores para o gene SSUrRNA da PCR R3R4 (353 pb),
visualizados ap6s gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio. Canaletas: M- marcador
(100pb); amostras positivas de DNA de Leishmania spp.- 190: “pool” com sete exemplares de
Lu. longipalpis; e 247: amostra com um exemplar de Ev. cortelezzii; CN- Controle negativo
(sem DNA); CP- Controle positivo: Le. infantum.

5.2 Inquérito sorolégico canino

Foram examinadas 9.136 amostras de sangue de caes domiciliados da area
urbana do municipio de Ipatinga, no ano de 2015. Desses, 2.726 foram
positivos no DPP® e 1.355 confirmados pelo ELISA.

5.2.1 Taxa de soropositividade da LVC

A taxa de soropositividade da LVC foi baseada no resultado positivo nos
dois testes soroldgicos, que mostrou que dos 9.136 cdes examinados, 1.355
foram positivos para LVC, obtendo-se uma taxa de soropositividade canina no
municipio de 14, 8%.

A taxa de soropositividade para LVC se distribuiu de forma variada nos

bairros estudados, sendo que os bairros Bethania e Vila Celeste registraram os
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maiores indices, 18,6% e 17,1% respectivamente, enquanto o bairro Cariru
registrou 2,4%, o menor indice registrado nos bairros estudados (Tabela 9).

Tabela 9: Inquérito canino/demanda espontanea realizado em cées domiciliados na area
urbana do municipio de Ipatinga, MG, de marco de 2015 a fevereiro de 2016.

. Total de cées Reagentes Taxa de
Bairros examinados (DPP e ELISA) soropositividade
da LVC (%)

Bethania 2202 410 18,6
Canaa 2364 309 13,0
Bom Jardim 857 128 14,9
Vila Celeste 658 113 171
Esperanca 615 94 15,2
Cidade Nobre 455 55 12,0
Veneza 306 43 14,0
Ideal 313 49 15,7
Iguagu 285 42 14,7
Cariru 41 1 2,4
Demais bairros 1040 111 10,7
Total 9136 1355 14,8

Quando comparamos as taxas de soropositividade da LVC
separadamente por inquérito canino e por demanda espontanea, no geral,
observamos uma variagdo de somente 1,8% entre as duas (Tabela 10).

Tabela 10: Discriminagéo de resultados do inquérito canino e demanda esponténea realizado

em caes domiciliados na area urbana do municipio de Ipatinga, MG, de marco de 2015 a
fevereiro de 2016.

Taxa de
Total de cdes Reagentes soropositividade
Caes examinados (DPP e ELISA) da LVC (%)

Inquérito 4183 661 15,8
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Demanda espontanea 4953 694 14

TOTAL 9136 1355 14,8

5.2.2 Retirada de cdes com LVC em Ipatinga

Nos meses de junho € julho de 2016 uma amostra aleatéria de cdes com
LVC dos bairros estudados foi selecionada (44) para eutanasia e necropsia.
Assim, do total de caes analisados nesta etapa do estudo, 31 eram
sintomaticos (70,45%) e 13 assintomaticos (29,55%), mas a escolha dos caes
para o estudo foi totalmente aleatéria, ou seja, a presenga ou ndo de sintomas
néo foi uma condicdo avaliada previamente para retirada do animal, assim, a
eutanasia ocorreu conforme o consentimento dos moradores na entrega do
cado. Dentre os sintomaticos, seis apresentavam somente um sinal clinico
(onicogrifose ou hiperqueratinizagcédo de focinho), quatro caes somente dois
sinais clinicos da doenga, e os outros 21 caes apresentavam trés ou mais
sinais. Entre os sintomaticos, somente trés nio apresentaram onicogrifose, que
€ um sinal clinico caracteristico da LVC.

Quanto a raga, 35 eram sem raga definida (SRD), oito pinschers e um
rottweiler (Anexo 4).

5.3 Analise do diagnéstico parasitolégico

5.3.1 Cultura em agar sangue de Novy & McNeal, modificado por
Nicolle (NNN/LIT) (Nicolle, 1908)

Formas promastigotas de Leishmania foram observadas através de
aspirados de medula éssea obtidas dos caes soropositivos em cultura de

parasitos. Dos 44 caes sorologicamente positivos, em dois nao foi possivel
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realizar a puncdo de medula porque os caes estavam muito desidratados.
Assim, dos 42 caes, 28 apresentaram crescimento de Leishmania em cultura,

representando 66,67% de positividade (Figura 9).

5.3.2 Deteccéo de Leishmania em “imprint” de pele e esfregago de

medula 6ssea de caes soropositivos

Para deteccdo de Leishmania em laminas com imprint de pele e
esfregaco de medula éssea de cades soropositivos em laminas, foram
confeccionados 88 esfregacos/”imprints” em laminas, sendo 44 de cada érgéao
(medula 6ssea e pele), que foram analisados através de leitura em microscépio
optico. As amostras de pele de 24 caes apresentaram formas de Leishmania
(54,55%), enquanto em 22 amostras de medula em lamina foram encontradas
tal parasita (50%).

Imprint (Pele) Esfregago (Medula dssea)
Total de cdes analisados NG 44
Total de cies analisados 44
Negativos 20 Positivos [N 22
Postivos 24 Negativos [N 22
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Mielocultura

Total de c3es analisados [N 42
positivos | 2
Negativos - 14

0 10 20 30 40 30

Figura 9: Diagnéstico parasitolégico de amostras de pele e medula 6ssea dos cédes analisados
no estudo, mostrando o numero de cées positivos e negativos em cada um dos tecidos, no
“imprint’/esfregaco e miolocultura.
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5.4 Anédlise do diagno6stico molecular

5.4.1 Deteccéo de Leishmania através da PCR

Para deteccdo de DNA de Leishmania por métodos moleculares, foi
realizada a PCR das amostras de pele e medula dos 44 cédes. A Figura 10
mostra exemplos de amplificacdo de DNA de Leishmania spp. em bidpsias de
caes soropositivos. Amostras de pele de 42 caes (95,5%) apresentaram-se
positivas para Leishmania spp, enquanto as amostras de medula de 30 caes

(68,2%) apresentaram positividade para Leishmania spp. (Figura 11).

7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19
’

M 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30

Figura 10: Exemplos de produtos de amplificagcdo de DNA de Leishmania spp. em amostras de
caes soropositivos para LVC, utilizando iniciadores para o gene SSUrRNA da PCR R3R4 (353
pb), visualizados ap6s gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etidio. Canaletas: M-
marcador (100pb); amostras positivas de DNA de Leishmania spp. - 1 a 34 (exceto 22 e 25);
CN- Controle negativo (sem DNA). CP- Controle positivo: Le. infantum.

Nested/PCR Pele Nested/PCR Medula
50 44
42 44 40 20

30
20 14

2 10

Postivos Negativos Postivos Megativos Total 25
analisados

Figura 11: Diagnéstico molecular (Nested PCR) de amostras de pele e medula 6ssea dos caes
analisados no estudo, mostrando o numero de caes positivos e negativos em cada tecido.
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5.5 Analise simultanea dos métodos de diagnéstico utilizados

Quanto se compara a taxa de positividade de todos os cées nos trés
testes realizados, independente de tecido, o resultado € que 20 em 44 caes
foram positivos em todos os testes, ficando a taxa de positividade em 45,45%.
A Tabela 11 sintetiza todos os dados referentes as taxas de positividade em
todos os métodos realizados.

Todos os 44 caes foram positivos em pelo menos um teste, e houve
quatro cdes negativos em todos os testes parasitolégicos, sendo positivos na
PCR.

Tabela 11: Deteccéo de positividade através de diagnéstico molecular (PCR) e parasitolégico

(imprint/esfregaco e mielocultura) de amostras de bidpsias de caes soropositivos, provenientes
de Ipatinga, MG.

Cées PCR Imprint/Esfregagco  Mielocultura Positivos
Pele Medula Pele Medula PCR e Parasitologico
Soropositivos  42/44 30744 24144 22/44 28/42 20/44
Total (%)  95,5% 68,2%  54,55%  50% 66,67% 45,45%

5.6 Sequenciamento SSUrRNA para determinagdo da espécie de
Leishmania nas amostras de de flebotomineos e caes soropositivos

Através do alinhamento das sequéncias de DNA encontradas nas
amostras positivas para Leishmania spp. de flebotomineos e de caes foi
realizada a identificagdo da espécie. Em todas as amostras de flebotomineos,
medula 6ssea e pele analisadas foi verificada a presenca da espécie Le.
infantum (Anexo 5).

5.7 Andlise estatistica dos testes diagnosticos caninos

Em relagéo a PCR, de acordo com o Teste de McNemar, na comparagéo

do percentual de resultados positivos entre Pele X Medula houve diferenga
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significativa entre os resultados obtidos nos dois tecidos (p-valor=0,0033).
Em relagédo ao diagnéstico parasitolégico, na comparagéo do percentual
de resultados positivos entre Pele X Medula ndo houve diferenga significativa

entre os resultados obtidos nos dois tecidos (p-valor=0,7893).

No cruzamento de métodos PCR x Parasitolégico, ambos de pele, néo
houve diferencga significativa entre os resultados obtidos nos dois métodos (p-
valor=0,1356).

No cruzamento dos métodos PCR Medula X Parasitolégico Medula X
Cultura Medula, ha diferencga significativa entre os resultados obtidos em pelo
menos em um par de métodos (p-valor=0,0002). Nesse caso, € necessario
fazer a comparacéo dos testes 2 a 2 para verificar entre quais grupos se da
essa diferenca.

Na comparagédo entre PCR Medula X Parasitolégico Medula houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos nos dois métodos (p-valor
ajustado=0,0055), assim como na PCR Medula X Cultura Medula houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos nos dois métodos (p-valor
ajustado= 0,0007). Porém, no cruzamento de métodos Parasitolégico Medula X
Cultura Medula ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos

nos dois testes (p-valor ajustado= 1).

5.8 Georreferenciamento e Analise espacial

5.8.1 Distribuicdo espacial dos domicilios com casos caninos e

humanos de LV e os pontos de capturas entomolégicas em Ipatinga

Somente entraram nesta andlise, cédes soropositivos para LVC
diagnosticados em 2015 e 2016 e casos humanos de LV ocorridos no mesmo
periodo na zona urbana da cidade.

Na Figura 12 podemos observar as taxas de infec¢do canina e humana

de LV por bairro. A taxa de prevaléncia de casos caninos de LV por bairro foi
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calculada por 1.000 cées, em Ipatinga, MG, no periodo de marco de 2015 a
fevereiro de 2016. Ja a taxa de incidéncia de casos humanos de LV por bairro
foi calculada por 10.000 habitantes, em Ipatinga, MG, no periodo de marco de
2015 a fevereiro de 2016. Os pontos em preto representam as localizagbes
geograficas dos casos humanos, enquanto os losadngos em verde representam
os 10 pontos de captura entomoldgica distribuidos por todo o municipio de
Ipatinga.

Ao comparar casos de doengas em areas com diferentes tamanhos de
populagdo, é importante considerar essa proporgdo. Assim, a taxa de
prevaléncia da LV canina foi calculada para cada bairro (Figura 12A), assim
como a taxa de incidéncia da LV humana (Figura12B).

De todos os cades analisados no inquérito, 97,73% eram dos bairros
estudados, enquanto na demanda espontanea 86,17% eram dos bairros
estudados. A taxa de prevaléncia da LV canina variou consideravelmente nos
diferentes bairros do municipio, sendo os bairros Bethania, Canaa, Vila
Celeste, Esperanca, Bom Jardim e Cariru os bairros com maiores taxas (em
marrom) (Figura 12A).

No bairro Cariru ndo ocorreram muitos casos caninos, mas devido ao
tamanho da populagdo do bairro o numero foi proporcionalmente alto. Na
maioria dos bairros, destacados em vermelho e marrom nas Figuras 9A e 9B,
altas taxas de prevaléncia da LV canina coincidem com altas taxas de LV em
humanos. O bairro Bethania é o que aparece na categoria de taxas mais altas
(em marrom) em ambos os mapas, ou seja, tem taxas mais altas de
prevaléncia canina e humana de LV. Os bairros Canaa, Vila Celeste, Esperanca
e Bom Jardim também apresentam taxas elevadas tanto para doenga canina
como humana (Figura 12).
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Figura 12: Mapas do municipio de Ipatinga, MG, mostrando as taxas de infec¢do canina e
humana de LV por bairro, no periodo de margo de 2015 a fevereiro de 2016. (A) Taxa de
prevaléncia (por 1.000) de casos caninos de LV por bairro. (B) Taxa de incidéncia (por 10.000)
de casos humanos de LV por bairro. Os pontos pretos representam as localizacdes geograficas
dos casos humanos; e os losangos verdes os pontos de capturas entomolégicas. Fonte: Leticia
C. Pinheiro.
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O gréafico a seguir (Figura 13) mostra o nimero de casos de LV humana
€ sua incidéncia ao longo dos anos (2011 a 2017) no municipio de Ipatinga. As
taxas de incidéncias variaram entre 0,08 a 1,85, com dois picos em 2014 e
2015.

Figura 13: A leishmaniose visceral em Ipatinga: casos em numeros absolutos e taxa de
incidéncia (por 10.000 habitantes), no periodo de 2011 a 2017. Fonte: Rosana S. Lana.

5.8.2 Distribuicéo espacial dos casos humanos de LV em Ipatinga

A partir dos enderecos de residéncia dos casos humanos, foi feito o
mapa de densidade de Kernel (Figura 14), mostrando que a LV humana esta
amplamente distribuida em nove dos 10 bairros do estudo entomolégico, com
excecéo do bairro Cariru. Por outro lado, segundo dados da prefeitura local,
este bairro tem alta prevaléncia de LT (ocorreram 13 casos somente no ano de
2015, mas nao houve ébitos).

Os bairros Ideal e Iguagu apresentaram casos humanos de LV somente
em um dos anos estudados. Os demais bairros estudados tiveram casos
humanos em ambos os anos, sendo que os bairros Bethania e Canaa

acumularam 19 e 10 casos, respectivamente, que sdo os “hot spots”



apresentados no mapa de Kernel. Houve trés 6bitos por LV no Bethania e dois
no Canaa no periodo estudado. Em 2015 nao tiveram casos de LV nos bairros
Cariru e Ideal; e em 2016 néo tiveram casos de LV nos bairros Cariru e Iguagu
(Tabela 12). De modo geral, 70% (7/10) dos 6bitos no periodo ocorreram nos
bairros estudados.

Nota-se que alguns bairros que nao aparecem como zonas quentes (“hot
spots”) no mapa de Kernel sdo bairros com taxas de incidéncia mais altas.
Essas diferengas ocorrem devido as populagées pequenas nesses bairros, que
fazem com que um baixo numero absoluto de casos resulte em uma taxa de

incidéncia relativamente alta.

Figura 14: Mapa de Kernel mostrando a distribuicdo de casos humanos de LV em Ipatinga,
MG. As manchas vermelhas (“hot spots”) representam as areas com mais nimero de casos de
LV. . Fonte: Leticia C. Pinheiro.
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Tabela 12: Distribuicdo dos casos de LVH, georreferenciados na cidade de Ipatinga,MG, em
2015 e 2016. *Bairros onde foram colocadas as armadilhas entomolégicas.

Bairros com casos de Leishmaniose Visceral Humana
2015 2016 Obitos
Barra Alegre 0

-
D
-

Bethania*

a

Bom Jardim*
Canaa*
Caravelas
Cariru*
Cidade Nobre*
Cérrego Novo
Esperanca*
Ideal*

Iguagu*
Jardim Panorama
Limoeiro

Vila Celeste*
Veneza*
TOTAL

W OO W =2 O W o N o N N
A A A A O 2NN NO W N W

O O O O O O O O = =2 O N N =~ w o

N
3
N
o
N

5.9 Sintese dos dados entomolégicos, caninos e humanos

Em resumo, a Tabela 13 sintetiza todos os casos de LV humana e os
obitos, LV canina e nimero de flebotomineos capturados no periodo de estudo

de modo a dar uma viséo geral dos aspectos relacionados a LV no municipio.
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Tabela 13: Distribuicdo do numero de flebotomineos capturados por bairro estudado, do
nimero de cées reagentes nos dois testes sorologicos, e dos casos de LVH e ébitos por ela
causados, ocorridos em Ipatinga, MG, em 2015 e 2016.

N° de flebotomineos N° de caes N° de casos Obitos por
Bairros capturados positivos humanos de LV LVH
Bethania 322 410 19 3
Bom Jardim 258 128 7 1
Canaa 77 309 10 2
Cariru 22 1 0 0
Cidade Nobre 37 55 4 1
Ideal 134 49 1 0
Iguacu 366 42 1 0
Esperanca 202 94 5 0
Veneza 47 43 4 0
Vila Celeste 36 113 5 0
TOTAL 1501 1244 56 7

6 DISCUSSAO

Ipatinga € hoje o municipio com maior densidade populacional € o que
mais sofre com a ocorréncia da LV no Vale do Ago. Por outro lado, é o Gnico da
regido que possui um CCZ com agbes de controle voltadas para o cédo. As
acbes sdo direcionadas de acordo com a realidade epidemiolégica existente,
com realizagado de agdes programadas visando atingir principalmente areas de
maior ocorréncia de casos humanos e caninos. Assim, o presente estudo foi
realizado nos bairros onde ocorreu o maior nimero de casos humanos até o
ano de 2014, sendo o municipio classificado recentemente como area de
intensa transmisséao.

Os inquéritos soroldgicos na populacido de caes e os levantamentos

entomolégicos flebotominicos nas areas endémicas revelaram altas taxas de
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prevaléncia canina e a presenga predominante do vetor, demonstrando um
elevado risco de transmissdo para o homem (VIEIRA & COELHO, 1998). As
epidemias registradas em importantes centros urbanos do pais evidenciam
como o processo migratério do campo para as grandes cidades influenciou na
mudanca do perfil epidemiolégico da LV (VIEIRA & COELHO, 1998). E esse
estabelecimento de novas fronteiras da doengca e sua urbanizagao,
comprovada pela ocorréncia de casos em cidades de médio e grande porte
(MAIA-ELKOURY et al., 2008, PRADO et al., 2011; SARAIVA et al,. 2011;
LARA-SILVA et al., 2014), esta evidente na cidade de Ipatinga.

Pela primeira vez no municipio, foi estudado o perfil epidemiolégico da
LV levando-se em conta ndo s6 o aspecto vetorial, mas a doenga humana e
canina e sua distribuicdo espacial. Entre 2015 e 2016, que foi o periodo de
estudo, o niUmero de casos humanos de LV caiu mais da metade (de 47 para
20 casos, Tabela 12), apesar de nao ter sido realizada nenhuma intervengao
direta, como borrifagdo ou manejo ambiental nos bairros de estudo, decorrente
desta pesquisa. As borrifagdes seguiram o cronograma normal de acordo com
a ocorréncia de novos casos humanos. Porém, houve uma divulgacdo maior
sobre as leishmanioses através das radios locais e os médicos foram
orientados a fazer o diagnoéstico diferencial para LV nos hospitais diante do
elevado nimero de casos humanos em 2014.

Em relagéo ao levantamento entomoldgico realizado no municipio, nosso
estudo apresentou uma fauna flebotominica diversificada, com presenca de 16
espécies, sendo trés delas responsaveis pela transmissdo das leishmanioses
no Novo Mundo: Lu. longipalpis, Ny. intermedia e Ny. whitmani. A espécie de
flebotomineo predominantemente capturada foi Lu. longipalpis (61,9%),
principal espécie vetora da Le. infantum no Brasil, o que confirma a elevada
adaptacdo desta espécie a ambientes urbanos, incluindo o intradomicilio
(BARATA et al., 2005; MICHALSKY et al., 2009b, 2011).

O municipio estudado foi considerado receptivo para Lu. longipalpis,
uma vez que ja foi constatado, através de inquérito entomolégico prévio

realizado pelo municipio, a presencga do vetor (informagao pessoal, Secretaria
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Municipal de Saude de Ipatinga, 2014).

A maioria dos flebotomineos capturados neste estudo foi macho (57%),
corroborando com outros trabalhos realizados em MG (SOUZA et al., 2004;
MONTEIRO et al., 2005; DIAS et al., 2007; LARA-SILVA et al., 2015). O grande
nimero de machos encontrados no peridomicilio pode ser justificado pela alta
concentracdo de flebotomineos em abrigos de animais, formando abundantes
“leks” ou agregados (XIMENES et al., 1999; LAINSON & RANGEL, 2003).

Embora se tenha encontrado um maior nidmero de flebotomineos
capturados no peridomicilio (52,9%), a alta densidade de flebotomineos
encontrada no intradomicilio (47,1%) sugere que a transmissdo também possa
estar ocorrendo no interior das residéncias. Os dados mostram um ndmero
bastante aproximado de flebotomineos capturados nos dois ambientes,
confirmando assim, a adaptagdo dos vetores ao ambiente modificado pelo
homem. Nossos resultados corroboram com os de Sherlock (1996) que
encontrou um elevado numero de exemplares capturados tanto no intra como
no peridomicilio associado a um grande numero de animais domésticos,
condi¢cdes sanitarias inadequadas e baixo nivel socioeconémico. Sobretudo,
devido a alta capacidade vetorial associada a antropofilia e ao encontro no intra
e peridomicilio, Lu. longipalpis € considerada a espécie de maior importancia
médica (MONTOYA LERNA et al., 2003; SOARES & TURCO, 2003) e foi a
espécie predominante encontrada neste estudo.

Um grande nimero de flebotomineos encontrados em ambientes com
presenca de galinheiro € algo muito discutido na literatura devido a sua grande
importancia na epidemiologia das leishmanioses (ALEXANDER et al., 2002;
MOREIRA Jr. et al., 2003; MORENO et al., 2005). A localizagdo da armadilha
no interior do galinheiro, a deixa protegida do vento e das fontes luminosas
externas, podendo favorecer o encontro de mais flebotomineos nesses
ambientes (SILVA et al, 2012). Muitas espécies de flebotomineos se
beneficiam dessas mesmas condi¢des e utilizam tais abrigos como locais de
descanso apés a cépula e a hematofagia (XIMENES et al., 1999). Outra
caracteristica importante é que estes ambientes ndo séo borrifados
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comumente, contribuindo para que o os flebotomineos se abriguem nesses
locais em detrimento daqueles borrifados. Porém, MORENO et al. (2005) em
estudo em Sabara (MG), relatam que ndo houve relagdo entre infecgdo por Le.
infantum e galinheiros.

Uma questdo discutida na literatura é o uso de galinheiros como
barreiras zoo-profilaticas, que podem contribuir para a captura de um maior
nuimero de flebotomineos do que em outros ambientes, especialmente no
intradomicilio (TEODORO et al., 2007; REINHOLD-CASTRO et al., 2008).
Outro ponto em relagdo aos galinheiros, é que flebotomineos infectados com
Leishmania podem ter a infecgdo eliminada quando este realiza um segundo
repasto em galinhas (ALEXANDER et al, 2002). Em nosso estudo, duas
residéncias possuiam galinheiros nos peridomicilios (Iguagu e Esperancga) e
apresentaram um numero elevado de flebotomineos capturados (24,4% e
13,5% respectivamente).

A densidade populacional dos flebotomineos no ambiente peridomiciliar
estd diretamente relacionada ao grau de atratividade desses insetos aos
animais domésticos, como também a adaptabilidade dos mesmos as condigbes
ambientais encontradas como: ambiente rico em matéria organica favoravel a
maturagdo das formas imaturas, presenca de animais para a alimentagdo
sanguinea dos adultos e uma gama de micro habitats que os protegem das
situagbes adversas (LIMA, 1986; XIMENES et al., 1999; OLIVEIRA et al.,
2012).

Estudo realizado em Belo Horizonte avaliou potenciais fatores de risco
de contrair LV e mostraram que a presenca de animais domésticos, matéria
organica abundante, armazenamento de lixo de forma inadequada, tijolos e
pedras empilhadas, arvores e quintais estdo relacionados com sua ocorréncia
(MORENO et al., 2005).

Camargo-Neves et al. (2001) ressaltam a importancia de analisar a
densidade vetorial e correlaciona-la com os aspectos ligados ao peridomicilio,
tais como presenca de vegetacdo, raizes, troncos de arvores e matéria

organica no solo, que representam possiveis abrigos e criadouro para o vetor.
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Assim, no estudo realizado em Ipatinga, as armadilhas foram colocadas em
locais estratégicos para a captura de flebotomineos, locais estes sombreados
e, quando possivel, proximas as vegetacdes. Em algumas residéncias havia
arvores frutiferas e/ou animais domésticos (galinhas e/ou cées). Isso pode ter
favorecido o encontro da fauna flebotominica diversificada e, especialmente, o
grande numero de flebotomineos capturados, sobretudo de Lu. longipalpis
(bairros Iguagu e Esperanga). As condigdes observadas nos peridomicilios
dessas residéncias como disponibilidade de matéria organica no solo e
presenca de galinhas, podem ser consideradas como potenciais fatores de
risco na transmissao da LV (CAMARGO-NEVES et al., 2001; MORENO et al.,
2005).

Os fatores climaticos como temperatura, umidade relativa do ar e
pluviosidade, influenciam de modo varidvel na populagdo de flebotomineos,
dependendo da regido estudada (FORATTINI, 1960). Este mesmo autor,
analisando a influéncia da sazonalidade na densidade de flebotomineos
observou que nos meses mais quentes e Umidos ha um aumento do numero de
flebotomineos capturados, enquanto nos meses secos e frios ha uma redugéo
consideravel na densidade populacional destes insetos, verificado também por
outros autores (BARATA et al., 2011a,b; BARATA et al., 2004; MONTEIRO et
al., 2005; DIAS et al.,2007). No estado do Mato Grosso do Sul, a densidade
maior de flebotomineos foi observada durante a estagdo chuvosa (GALATI et
al., 1997).

E importante salientar que nao ha uma regra; deve-se considerar que os
fatores climaticos influenciam de modo varidvel na populagcdo de
flebotomineos, de acordo com a regido estudada e com o padrido de
distribuicdo de chuvas. Barata et al. (2004), mostrou que precipitagdo
pluviométrica e umidade influenciaram significativamente na densidade de
flebotomineos, enquanto a temperatura néo teve efeito sobre a populagéo dos
mesmos. Em nosso estudo, a temperatura ndo foi um fator determinante na
densidade de flebotomineos, como demonstrado também por outros autores
(MISSAWA & DIAS, 2007; DIAS et al., 2007; MICHALSKY et al., 2009; LANA et
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al,, 2014). Em sintese, neste estudo nao foi possivel realizar associagédo
estatisticamente significativa entre as varidveis climaticas e a densidade
vetorial, provavelmente pelo tempo de captura que nao permitiu analisar
variaveis de anos atipicos, mas houve a tendéncia de maior densidade vetorial
no periodo da chuva.

Sabe-se que Ipatinga & area endémica para LT e que nesse estudo
houve o encontro das espécies Ny. intermedia e Ny. whitmani, confirmados
vetores de LT (BRASIL, 2010a), porém em pequena quantidade
(aproximadamente 2% dos exemplares capturados).

Tanure et al. (2015) realizaram capturas em Governador Valadares,
cidade préoxima a lIpatinga, e encontraram Lu. longipalpis como espécie
predominante; ja Barata et al. (2011b) realizaram capturas no mesmo
municipio, e encontraram Ny. intermedia em maior nimero. Souza et al. (2009)
encontraram como espécies predominantes em Timdteo, municipio vizinho a
Ipatinga, Ny. whitmani e Ny. intermedia.

Embora tenha sido realizado estudos relacionados a fauna flebotominica
em municipios vizinhos a Ipatinga e endémicos para LT, ndo houve nessas
localidades estudo de infecgdo natural para verificar qual espécie de
Leishmania esta envolvida na transmissdo (TANURE et al., 2015; BARATA et
al., 2011b; SOUZA et al., 2008a, ANDRADE-FILHO et. al, 1997). Por outro lado,
um estudo realizado por Lara-Silva et al. (2014) em um municipio préximo a
Ipatinga, mostrou um roedor (Rattus norvegicus) e o vetor da LV (Lu.
longipalpis) infectados com DNA de Le. infantum.

Sabe-se que roedores participam do ciclo de transmissao silvestre da LT
(BRANDAO-FILHO et al., 1994; VASCONCELOS et al, 1994) e que Le.
infantum ja foi encontrado causando lesdes cutdneas em pacientes
pertencentes a outras regides, mas é raro no Brasil (LYRA et al., 2015;
OLIVEIRA-NETO et al., 1986). Talvez Le. infantum possa estar envolvida em
lesbes cutaneas, frente ao baixo nimero de vetores comprovados de LT
capturados no municipio (aproximadamente 2%). Mas sé podemos sugerir,
uma vez que néo foi feito um estudo completo da epidemiologia da LT incluindo
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reservatorios, parasito, vetores e hospedeiros no municipio.

A taxa geral de infeccdo natural dos flebotomineos por Leishmania em
nosso estudo foi de 0,3%. Taxas aproximadas ja foram encontradas em
trabalhos realizados em outras areas endémicas de LV no Brasil (RYAN et al.,
1990; GALATI et al., 1996; MIRANDA et al., 2002).

Em area endémica do Estado da Bahia detectou-se taxa minima de
infeccdo de até 1,5% por Le. braziliensis (MIRANDA et al., 2002); em ambiente
florestal de Mato Grosso do Sul, a taxa de infeccdo por flagelados em Ny.
whitmani foi de 0,16% (GALATI et al., 1996), enquanto uma pesquisa realizada
em localidades com casos recentes de leishmaniose cutanea, demonstrou taxa
de infectividade por flagelados de 0,52% (RYAN et al., 1990). Foram
encontradas taxas de infec¢éo natural por Le. infantum de 1,25% e 0,25% em
Sao Luis, no Maranhdo (Soares et al., 2010); de 3,49% em Janauba
(MICHALSKY et al., 2011), e de 2,5% em Governador Valadares (LARA-SILVA
et al., 2011). O indice de positividade das fémeas de flebotomineos para formas
promastigotas de Leishmania spp. foi igual a 1,18% em estudo realizado em
Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul. Na natureza, mesmo em areas endémicas e
de alta transmissao, a prevaléncia da infecgdo por Leishmania na populagédo
total de flebotomineos pode ser inferior a 0,1% (OLIVEIRA et al., 2010).

Neste estudo, Ev. cortelezzii foi encontrada naturalmente infectada por
Le. infantum. Esta espécie apresentou grande nUmero de exemplares
capturados (21%) e ja foi encontrada naturalmente infectada em outros
trabalhos realizados em MG (CARVALHO et al., 2008; SARAIVA et al., 2009,
LANA et al., 2014). Porém, mais estudos séo necessarios a fim de investigar o
real papel epidemiolégico desta espécie na transmissdo das leishmanioses.

A retirada do galinheiro da casa do bairro Esperancga foi uma opgédo do
morador e parace ter contribuido na diminuigdo consideravel do ndmero de
flebotomineos capturados nos meses seguintes, conforme se pode verificar, na
Tabela 6, a partir do més de novembro. Apesar de terem sido capturados
poucos flebotomineos no mesmo bairro entre abril e julho de 2015, esses

meses também foram mais frios e secos corroborando com dados da literatura,
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em que se captura menor numero de flebotomineos nessas condigbes
climaticas. Portanto, a diminuicdo do nimero de flebotomineos apéds a retirada
do galinheiro no bairro Esperanca parece indicar a relagdo entre galinhas e
flebotomineos, conforme a literatura (DIAS et al., 2003; BORGES et al., 2009).

Em relagéo as borrifagées, o CCZ de Ipatinga adota medidas de controle
quimico contra os vetores da LV somente em areas com casos autoctones
humanos notificados, e apods investigacdo entomolégica, conforme os
procedimentos determinados pelo Ministério da Saude (Brasil, 2006). Essas
borrifagdes ocorreram nos bairros Bethania, Canaa, Vila Celeste e Esperanca
no periodo de estudo, devido a ocorréncia de novos casos humanos. Porém o
Unico que parece ter havido influéncia no nimero de flebotomineos capturados
foi o Cana3, pois néo foi capturado nenhum exemplar no més em que houve a
borrifacdo (outubro) nem no més seguinte. E nos trés meses consecutivos e
considerados muito quentes também o numero capturado foi baixo. O més que
houve borrifagdo foi marcado por pouca precipitagdo, menor umidade relativa
do ar e temperatura mais alta. O ponto de captura deste bairro € um canil da
Policia Militar de Ipatinga, que € monitorado constantemente em fungéo dos
caes adestrados ou em fase de adestramento que ali se encontram.

O bairro Cariru apresentou um nimero baixo de exemplares capturados,
sobretudo de Lu. longipalpis, um Unico exemplar. Por outro lado, apresentou o
maior numero de Ny. intermedia capturado (61,1%) no periodo de estudo.
Neste bairro, ocorreu o maior nimero de casos de LT do municipio entre 2012
e 2016, totalizando 34,7% dos 75 casos (Secretaria Municipal de Saude
Ipatinga, 2017). Neste contexto, a coincidéncia de ocorréncia desta espécie de
flebotomineo e casos humanos de LT neste bairro corroboram com a
determinagédo de sua capacidade vetorial, ou seja, a possibilidade de Ny.
intermedia ser responsabilizada pela veiculagdo do parasito Le. braziliensis,
(apesar de ndo ter sido encontrado naturalmente infectado nenhum dos
11”pools” formados com esta espécie de flebotomineo).

Para reforgcar essa possibilidade é importante salientar que nado houve

encontro de Ny. whitmani neste bairro, que apresenta caracteristicas peculiares



de topografia e vegetacdo em relagcdo aos demais bairros estudados. Ele é
cercado por extensa vegetacdo que inclui mata ciliar e cinturdo verde, sendo
localizado em uma area de topografia plana em um nivel superior a margem do
rio Piracicaba. Limita-se a sul pelo curso d’agua e a norte pela reserva florestal.
Essas caracteristicas podem ter favorecido o encontro de espécies associadas
a vegetacao natural modificada.

A espécie Ny. whitmani, encontrada principalmente no Bethania e Bom
Jardim, é caracterizada por fazer a transicdo entre o ambiente silvestre e
domiciliar (FALQUETO, 1995).

A densidade poupulacional de flebotomineos parece estar associada ao
manejo ambiental. A casa do bairro Vila Celeste € localizada em um sitio com
diversas arvores frutiferas e presenca de cades domésticos, mas estava
constantemente limpa e foi onde capturamos um numero baixo de
flebotomineos. Apesar disso, foi uma das residéncias que encontramos Ev.
cortelezzii com DNA de Leishmania. Ja a residéncia do bairro Esperanca, onde
encontramos um “pool” positivo, foi um dos locais com mais nimero de
flebotomineos capturados, havia galinheiro e muita matéria organica
acumulada no quintal.

Os bairros Cariru e Cidade Nobre sdo bairros mais nobres em relagao
aos demais e também apresentaram baixo numero de flebotomineos. No
Cariru, a proprietaria da residéncia ndo possuia cdo doméstico. Ja no Cidade
Nobre, a proprietaria da residéncia possuia cées e ja foi diagnosticada com LV
e apresentou cura apos tratamento, mas um de seus caes foi sacrificado pos
diagnéstico positivo para LV. Nesse caso, houve mudancga de habito em relagéo
a limpeza do quintal apés o diagnéstico de LV. Antes, a proprietaria guardava
esterco em seu quintal e apds ter adquirido a doencga e conhecimentos sobre
sua transmissdo deixou este comportamento. Atualmente nesta residéncia ha
caes domésticos, mas o quintal & bastante organizado e limpo.

Dessa forma, podemos dizer que a limpeza e organizacdo dos quintais
das residéncias destes bairros (Cariru, Cidade Nobre, Veneza e Vila Celeste)

contribuiram para o baixo nimero de flebotomineos capturados, corroborando
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com estudos que demonstram a importancia do manejo ambiental para o
controle de vetores (LARA-SILVA et al., 2017; CAMARGO-NEVES et al., 2001).
Em Belo Horizonte, um estudo em relacdo as medidas de controle, mostrou
uma reducgdo estatisticamente significativa no nimero de flebotomineos no
trecho onde houve somente o manejo ambiental e a retirada de caes
soropositivos, enquanto houve apenas uma tendéncia de queda no nimero de
flebotomineos no trecho onde houve somente a borrifagdo e retirada de caes
soropositivos, demonstrando a importancia do manejo ambiental, que pode ser
mais efetiva que a borrifagdo (LARA-SILVA et al., 2015).

A maior parte dos estudos que analisam a possivel relagdo entre
existéncia de cobertura vegetal em cidades e as caracteristicas
socioecondmicas da populagdo utilizam varidveis provenientes dos Censos,
sendo as mais comuns a densidade demografica, o nivel escolar, a taxa de
desemprego, o valor médio das habitagdes e a renda familiar. De acordo com
Aza (2016), o Percentual de Cobertura Arbdrea de Ipatinga é de 32,54%, valor
préximo ao recomendavel por Oke (1985) para areas urbanas, que é de 30%; e
o ICA corresponde a 102 m? habitante-1. Embora o indice seja bastante
elevado, se comparado ao valor recomendavel pela Sociedade Brasileira de
Arborizagdo Urbana (SBAU) -15 m? habitante - é necessario ressaltar que a
vegetacao nao esta distribuida de forma homogénea entre os bairros, como se
pode verificar no trabalho realizado por este mesmo autor.

Quase todos os bairros estudados sdo contemplados com uma
cobertura arb6rea adequada em relagdo ao seu numero de habitantes, exceto
Canad, Iguagu e Esperanca. Esses bairros estdo entre os mais populosos e
com as maiores densidades demograficas e construtivas, com poucos espagos
vazios. Desse modo €& possivel observar que a populagdo economicamente
menos favorecida é aquela que vive a maior parte dos problemas ambientais,
destacando-se a relagdo entre a distribuicdo das areas verdes publicas e as
distintas condi¢des de vulnerabilidade social urbana (AZA, 2016).

O conhecimento dos reservatérios é importante para o efetivo controle

da LV. Entretanto, outros fatores de risco relacionados a epidemiologia da
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doenca sdo mais complexos, como a urbanizagao do ciclo de transmisséo e a
manutencdo de um ciclo enzoético nas cidades (CABRERA et al., 2003).Com
relacéo ao cao, varios inquéritos sorolégicos revelaram a sua importancia como
reservatorio doméstico para Le. infantum em municipios de MG, revelando altas
taxas médias de prevaléncia canina (FRANCA-SILVA et al., 2003; MONTEIRO
et al., 2005; LARA-SILVA et al., 2014). Corroborando com esses resultados,
neste estudo também foi encontrada uma taxa de soropositividade canina para
LV alta (14,8%).

Diferentes materiais biolégicos podem ser utilizados nas reagbes para
diagnéstico da LV: aspirado de linfonodos, medula 6ssea, bago, sangue total,
camada leucocitaria, cultura e sangue coletado em papel filtro, bidpsia ou
escarificagdo da pele. No presente estudo foi utilizado aspirado de medula
ossea para cultura e esfregaco, “imprints” de pele em laminas, analisados por
microscopia, além da realizagdo de PCR de amostras de medula e pele.

O melhor teste de laboratério para diagnosticar LV € a demonstracéo do
parasita em material de biépsia ou puncéo aspirativa de tecidos (MELO, 2004).
E um método seguro de diagnéstico, uma vez que o resultado positivo é dado
pela observacdo direta de formas amastigotas ou promastigotas, no caso de
cultura de parasitos. No caso do aspirado de medula e bago geralmente pode-
se verificar a presencga de formas amatigotas do parasito.

A pungado aspirativa esplénica &€ o método que oferece maior
sensibilidade (90-95%) para a demonstracéo do parasita, seguida pelo aspirado
de medula 6ssea, bidpsia hepatica e a aspiragdo de linfonodos. Por ser um
procedimento mais seguro, recomenda-se a puncgdo aspirativa da medula
o6ssea (BRASIL, 2006). A especificidade destes métodos & de 100%, mas a
sensibilidade é muito variavel, pois a distribuicdo dos parasitas ndo é
homogénea no mesmo tecido (GONTIJO & MELO, 2004).

O exame direto ou a cultura de aspirados de bago ou medula 6ssea sédo
as principais técnicas usadas para o diagnéstico da LV tanto em humanos
como em caes. Ja o exame microscopico de fragmentos de pele ou bidpsia de

lesdo como “imprints”’, embora rapido e de baixo custo, tem sensibilidade
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limitada, particularmente em lesdes cronicas. A técnica de cultura “in vitro” é
ligeiramente mais sensivel que o exame microscépio de bidpsias de lesado e
amostras histolégicas, apesar de mais laboriosa, onerosa e sujeita a
contaminagdes microbiolégicas (MANNA et al., 2004). Neste estudo a
sensibilidade foi maior na cultura (66,76%) que no imprint de pele e esfregaco
de aspirado de medula (50% a 54,55%, respectivamente).

Quanto ao diagndstico molecular o método da PCR, constitui-se em uma
nova perspectiva para o diagndstico da LV, pois apresenta 94% de
especificidade (BRASIL, 2006). Rodrigues et al. (2002) obtiveram uma
sensibilidade de 95,4% e especificidadede 100% da PCR em amostras de
pacientes. Uma explicagdo possivel para os resultados falso-negativos &
atribuida a baixa carga parasitaria, instabilidade do DNA extraido ou a
qualidade da amostra de DNA, que podem apresentar diferentes
concentragdes de inibidores da DNA polimerase. Neste estudo, obtivemos
resultado semelhante ao estudo supracitado, na PCR de pele (95,5%),
enquanto para aspirado de medula foi 68,2%.

Segundo Solano-Gallego et al. (2001) a frequéncia de detecgdo de DNA
do parasito é varidvel em diferentes tecidos. A baixa porcentagem de amostras
positivas na medula éssea pode indicar que a disseminacéo do parasito pela
medula ndo ocorra com frequéncia nos animais. No mesmo estudo, os autores
sugerem que a pele é o maior tecido reservatoério de parasitos em caes, ja que
a PCR utilizando bidpsia de pele detectou DNA de Leishmania em metade dos
caes estudados e da medula somente 17%. Isso corrobora com nosso estudo,
pois a PCR de pele apresentou a maior taxa de positividade em relagéo a todos
os métodos (95,5%). Comparando o parasitolégico de pele e medula, a pele
também apresentou a maior positividade (54,55%). Estes resultados estio de
acordo com os estudos de Reithinger et al. (2002), que demonstraram que a
carga parasitaria tende a ser menor em aspirados de medula éssea, baco e
linfonodos, pois estes érgdos contém inibidores da PCR que podem afetar a
sensibilidade da técnica.
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Em relacdo ao reservatério doméstico, a presenca de caes
assintomaticos para LV é uma dificuldade enfrentada pelos 6rgéos de saude
publica. Embora sem sinal clinico de LV, alguns destes caes séo infectantes
para Leishmania e podem atuar como uma fonte de infeccdo (MICHALSKY et
al., 2007). Além disso, Molina et al. (1994), demonstraram que a infectividade
dos caes com LVC néo esta exclusivamente ligada ao estagio sintomatico da
doenga. Isso reforca que a remocdo de cées soropositivos, apesar de
polémica, € uma medida importante para o controle da LV humana (ALENCAR
et al., 1991; DEANE, 1956; DEANE & DEANE, 1955; DEANE & DEANE, 1962;
DEANE et al, (1955).

No Brasil, no municipio de Caratinga, Vale do Rio Doce (MG), uma agéo
controlada envolvendo a eutanasia de todos os caes soropositivos, culminou
com o controle da LV, apés 10 anos de intensivos trabalhos, além da rigorosa
manutengdo da vigilancia epidemiolégica (MAGALHAES et al., 1980). Um
resultado semelhante foi observado na Asia e Europa, com o decréscimo da
incidéncia de LV, apos a eliminagédo de caes infectados domiciliados em areas
endémicas (ASHFORD, 1996).

A transmissao continuada pode estar relacionada com a baixa aceitagao
da eutanasia dos caes pelos proprietarios e o tempo que leva para remocéo de
caes sorologicamente positivos e pela viragem sorolégica dos mesmos
(ASHFORD et al., 1998, ROMERO & BOELAERT, 2010). Ou ainda, a
permanéncia do cdo infectado nos domicilios pode ser explicada por varios
motivos: ndo colaboragdo dos moradores, auséncia de uma estratégia eficaz
por parte dos 6rgdos competentes para exame dos cées de modo sistematico,
a baixa sensibilidade do teste utilizado em estudos de forma geral — resultando
em falsos negativos, além disso, o fato de existir caes assintomaticos garante a
manutengdo do parasito no municipio. Deste modo, a soroprevaléncia canina
se mantém alta e surgem novos casos humanos (SILVA et al., 2001; CABRERA
et al., 2003).

Costa et al. (2007) apontam um efeito protetor da eliminagdo de caes

infectados somada a borrifagéo intradomiciliar na incidéncia da infecgéo por Le.
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infantum, mostrando que em comparagdo com areas que receberam apenas
borrifagéo intradomiciliar, a eliminagéo dos caes soropositivos diminuiu em 80%
a incidéncia da infeccdo. Ja a borrifacdo de anexos juntamente com a
borrifagdo intradomiciliar sem ou com a eliminagdo de cées sororreativos nao
esteve significativamente associada a redugéo da soroconversao.

Como eutanasia dos caes soropositivos tem sido bastante discutido,
trabalhoso e de eficacia duvidosa (DIETZE et al., 1997), uma alternativa é a
profilaxia através do uso de coleiras e vacinas nos céaes, ja que ndo ha vacina
humana disponivel no mercado. Outa alternativa € o uso de coleiras
impregnadas com deltametrina tem mostrado resultados promissores na
protecdo dos animais, com consequéncias na transmissdo (KILLICK-
KENDRICK et al., 1997). Mas a questao dos cées errantes continua sendo uma
problematica no contexto da saude publica.

Outra questédo importante é a auséncia de sintomas clinicos da LVH em
area com prevaléncia da doengca humana e canina, ou mesmo casos
assintomaticos e subclinicos sem evolugdo para fase aguda da doencga. Isso
leva a um quadro subestimado sobre a probleméatica da LV no Brasil (MORENO
et al., 2006; CALDAS et al., 2002; GAMA et al., 2004).

Além disso, Oliveira et al. (2001) sugeriu que todo caso humano de LV
deve ser monitorado por no minimo seis meses, ja que a ocorréncia de um
caso humano em um domicilio aumenta a chance de se observar outro caso
humano na mesma casa nos proéximos trés meses, mas néo altera a chance de
outro evento no mesmo bairro.

O geoprocessamento tem sido amplamente utilizado no estudo das
leishmanioses, permitindo a analise da dependéncia espacial entre LV canina e
humana, distribuicdo vetorial e/ou caracterizagdo de areas com alta incidéncia
e risco de morte (CAMARGO-NEVES et al., 2001; DANTAS-TORRES &
BRANDAO-FILHO, 2006; FRANCA-SILVA et al., 2003; MARGONARI et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2001; PRADO et al., 2011). Sendo assim, trata-se de
uma importante ferramenta epidemioldgica, visando o planejamento de acdes

de controle de doengas.
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Franga-Silva et al. (2003), utilizando ferramentas de analise espacial e
temporal em Porteirinha (MG) encontrou um “cluster” bem definido de casos
caninos coincidentes com casos humanos. Prado et al. (2011), através de
mapa de Kernel, descreveu a distribuicdo espacial da LV humana e canina na
area urbana do municipio de Montes Claros, no periodo de 2007 a 2009,
verificando-se a relacdo de casos humanos e caninos. Diversos estudos em
Belo Horizonte também apontaram para uma relagéo positiva entre LV humana
e canina (ARAUJO et al., 2013; MARGONARI et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2001), seja pela sobreposicdo da infecgdo canina com as maiores taxas de
incidéncia de LVH ou risco de contrair a doencga.

Em nosso estudo, Ipatinga demonstrou a existéncia de alguns focos da
LV (Figura 12), de modo que os mapas tematicos mostraram, visualmente, uma
associagdo entre a prevaléncia da doenga canina e a incidéncia humana. Os
bairros com altas taxas de prevaléncia de LV canina coincidem com os bairros
com altas taxas de incidéncia de LV humana.

Ressalta-se que a descontinuidade das agbes de controle vetorial
compromete de forma significativa as agdes de prevencéo e controle da LV em
determinado municipio, uma vez que a manutengdo da transmissdo e a
reincidéncia de casos humanos séo um reflexo da descontinuidade das agdes,
relacionadas tanto ao cdo como ao vetor, e ao manejo ambiental (CAMARGO-
NEVES et al., 2003; CAMARGO-NEVES et al., 2001; FIUZA et al., 2010). Pois
do contrario, acabam nao cumprindo seu objetivo (CAMARGO-NEVES et al,,
2003).

A andlise espacial permitiu visualizar as regides com maiores taxas de
LV, a densidade vetorial, possibilitando a identificacdo de areas-alvo e fatores
de risco, a fim de orientar estratégias mais efetivas de controle/prevencéo.
Entre elas estdo: a remogdo de caes sorologicamente positivos e a
pulverizagdo de inseticidas nos domicilios em meses com maior densidade
populacional de vetores.

Esse tipo de trabalho em Ipatinga é importante ndo sé para a pesquisa
do Ministério da Salude, mas também para a secretaria de saude local. Pois os
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resultados poderdo auxiiiar na aplicagdo das medidas de controle/prevengéo da
LV de forma mais direcionada, priorizando as areas onde ha necessidade de

uma vigilancia constante e integrada.

7 CONCLUSOES

A fauna flebotominica apresentou-se diversificada, com a presenca de
espécies vetoras das leishmanioses (Lu. longipalpis, Ny. whitmani e Ny.
intermedia). O encontro das espécies Ny. whitmani e Ny. intermedia, reforca a
participagdo destas na transmissdo da doenga no municipio, que &€ endémico
para LT.

O grande numero de Lu. longipalpis capturados no intradomicilio e o
encontro destes infectados naturalmente por Le. Infantum, demonstram a
grande adaptagao deste vetor ao ambiente doméstico, contribuindo para que a
transmissao possa estar ocorrendo, também, no interior das residéncias.

Nédo houve correlagdo estatisticamente significativa dos flebotomineos
capturados com fatores climaticos, porém houve uma tendéncia de maior
densidade nos meses mais quentes e Umidos.

O encontro de Ev. cortelezzii infectado com Le. infantum demonstra que
esta espécie merece mais investigacao do ponto de vista da transmisséo deste
parasito em areas urbanas.

A alta taxa de soropositividade canina (14,83%) e a deteccdo do DNA de
Le. infantum em todos os caes necropsiados, confirmam a importancia destes
reservatoérios na transmissao da LV em area urbana.

Entre os tecidos estudados a pele apresentou as maiores taxas de
positividade tanto no diagnéstico molecular (PCR) quanto no parasitolégico
(imprint), quando comparado a medula. Assim, a pele demonstra ser um
excelente tecido para diagnostico.

Os bairros Bethania, Canaéa, Vila Celeste, Esperangca e Bom Jardim
obtiveram altas taxas de LV humana e canina. Nestes bairros, também, foram

capturados um grande numero de flebotomineos e/ou detectado a presencga de
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Leishmania, por isso, merecem mais atengdo do ponto de vista da vigilancia
epidemioldgica.

Os resultados demonstram que a LV estd amplamente distribuida em
Ipatinga, caracterizando o municipio como importante area endémica, devido a
presenca elevada do vetor, alta taxa de positividade canina e ao grande
numero de casos humanos notificados, traduzindo-se em um grave problema

de saude publica.



103

REFERENCIAS

ABRANCHES, P. et al. Canine leishmaniosis: Pathological and ecological
factors influencing transmission of infection. Journal of Parasitology, 77: 557-
561, 1991.

ABRANCHES, et al. An experimental model for canine visceral leishmaniasis.
Parasite Immunology, 13, 537-550. 1991.

AFONSO, PS. et al. Doengas emergentes, reemergentes e negligenciadas:
revisao de literatura. Revista Ciéncias da Saude. v. 12, n. 1, p. 29-38, 2010.

AGUIAR, GM.; MEDEIROS, W.M. Distribuigao regional e habitats das espécies
de flebotomineos do Brasil. p.207- 255, 2003. In Rangel EF & Lainson R (org.),
Flebotomineos do Brasil, Rio de Janeiro, Editora FIOCRUZ, 368 pp. 2003.

AGUIAR G.M.; SCHUBACK, PA.; VILELA, M.L.; AZEVEDO, A.C.R. Aspectos
da Ecologia dos Flebétomos do Parque Nacional da Serra dos Orgaos, Rio de
Janeiro. II- Distribuicdo vertical (Dipetra, Psychodidae, Phlebotominae).
Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 80:187-194, 1985.

AGUILLAR, C.M. et al. Urban visceral leishmaniasis in Venezuela. Memdérias do
Instituto Oswaldo Cruz, 93: 15- 16, 1998.

ALENCAR, J.E.; NEVES, J.; DIETZE, R. Leishmaniose visceral. In Doengas
Infecciosas e Parasitarias (R. Veronesi, org.), Guanabara Koogan. 706-717,
1991.

ALENCAR, J.E.; PESSOA E.P; FONTENELE F., “Infecgdo natural de Rattus
rattus alexandrinus por Leishmania (provavelmente L. braziliensis) em zona
end“emica de leishmaniose tegumentar do Estado do Ceara. Brasil,” Revista do
Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, vol. 2, pp. 347-348, 1960.

ALEXANDER, B.; CARVALHO, R.L.; MCCALLUM, H.; PEREIRA, M.H. Role of
domestic chicken (Gallus gallus) in the epidemiology of urban visceral
leishmaniasis in Brazil. Emerging Infectious Diseases Journal, 8:1480-5, 2002.

ALEXANDER, B. et al. Ecology of phlebotomine sand flies (Diptera:
Psychodidae) in a focus os Leishmania (Viannia) braziliensis in northeastern
Colombia. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz,87(3):387-395, 1992.

ALVAR, J, et al. Canine leishmaniasis. Advances in Parasitology, 57(04):1-88,
2004.

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence.
PLoS One, 7(5), 2012.



104

ALMEIDA, O.S. et al. Aspectos ecologicos de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) em area urbana do municipio de Ponta Pora, estado de
Mato Grosso do Sul. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
43:723-727, 2010.

ANDRADE FILHO, J.D. et al. Carneiro APS, Lima MLN, Santiago RM, Gama
MA, Santos CA, Falcdo AL, Brazil RP. Flebotomineos de Timoéteo, Estado de
Minas Gerais, Brasil (Diptera: Psychodidae). Caderno de Saude Publica, 13:
767-770, 1997.

ANTONIALLI, S.A.C. et al. Spatial analysis of American visceral leishmaniasis
in Mato Grosso do Sul state, Central Brazil. Journal of Infection, 54:509-514,
2007.

ARAUJO, V.E.M. et al. Relative risk of visceral leishmaniasis in Brazil: a spatial
analysis in urban area. PLoS Neglect Tropical Diseases, 7(11):€2540, 2013.

ASHFORD, R.W. The leishmaniasis as emerging and reemerging zoonoses.
International Journal for Parasitology,30:1269-81, 2000.

ASHFORD, R.W. Leishmaniasis reservoirs and their significance in control.
Clinics in Dermatology, 14: 523-532,1996.

AZA, N.M.F. Analise da distribuicdo espacial da cobertura arbérea urbana
através da relagdo das variaveis socioeconémicas, Ipatinga - MG. Dissertagédo
de Mestrado. Vigosa. 2016.

AZEVEDO, A.C.R;; LUZ, S.L.B.; VILELA, M.L.; RANGEL, E.F. Studies on the
sandfly fauna of Samuel ecological station, Porto Velho Municipality, Rondénia
state, Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz; 88(4): 509-512, 1993.

BARATA, R.A. et al. Aspectos da ecologia e do comportamento de
flebotomineos em area endémica de leishmaniose visceral, Minas Gerais.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 38(5):421-5, 2005.

BARATA, R.A. et al. Phlebotomine Sand Flies in Porteirinha, na Area of
American Visceral Leishmaniasis Transmission in the State of Minas Gerais,
Brazil. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 99: 481-487, 2004.

BARATA, R.A. et al. Assessment of sand fly (Diptera, Psychodidae) control
using cypermethrin in an endemic area for visceral leishmaniasis, Montes
Claros, Minas Gerais State, Brazil. Caderno de Sadde Publica, 27(11):2117-23,
2011a.

BARATA, R.A. et al. Phlebotomine sandflies (Diptera: Psychodidae) in
Governador Valadares, a transmission area for American tegumentary



105

leishmaniasis in State of Minas Gerais, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, 44(2), 136-139, 2011b.

BARCELLOS, C.; BASTOS, F.I. Geoprocessamento, ambiente e saude: uma
unido possivel? Caderno de Saude Publica, 12: 389-97, 1996.

BASIMIKE, M.; MUTINGA, M.J.; KUMAR, R. Distribution of sandflies (Diptera:
Psychodidae) in three vegetation habitats in the Marigat area, Baringo district,
Kenya. Journal of Medical Entomology, 28: 330-333, 1991.

BEATI, L.; CACERES, A.G,; LEE, JA; MUNSTERMANN, LE. Systematic
relationships among Lutzomyia sand flies (Diptera: Psychodidae) of Peru
and Colombia based on the analysis of 12S and 28S ribosomal DNA
sequences. International Journal for Parasitology, 34(2):225-34, 2004.

BELO, V.S. et al. Factors associated with visceral leishmaniasis in the
Americas: a systematic review and meta-analysis. Plos Neglect Tropical
Disease, 7:€2182, 2013.

BORGES, B.K.A. et al. Animal presence and the risk for transmission of visceral
leishmaniasis in Belo Horizonte, Brazil. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 61, n. 5, p. 1035-1043, 2009.

BORGES, B.K.A. Fatores de risco para Leishmaniose Visceral em Belo
Horizonte, Minas Gerais. Dissertagdo de Mestrado. Belo Horizonte:
Universidade Federal de Minas Gerais, 2006.

BRANDAO FILHO, S.P. et al. American Cutaneous Leishmaniasis in
Pernambuco, Brasil: eco- epidemiological aspects in ‘Zona da Mata’ region.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 89(3): 445449, 1994.

BRASIL. Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar. Ministério da
Saude. Ministério da Saude (MS)/ Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS).
Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. 2010a.

BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saude.
Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. Manual de vigilancia e controle da
leishmaniose visceral. Brasilia: Ed.MS, 2006. 120 p.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Ministério da
Saude. Il Férum de discussdo sobre o tratamento da leishmaniose visceral
canina (LVC) 2009. Disponivel em: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/
PDF/ii_forum_tratamento _relatorio _final30_7_10.pdf. Acesso em: 04/12/2016.

BRASIL. Nota técnica conjunta da Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude e da Secretaria de Estado da Salde do Rio Grande do Sul



106

sobre a situagdo da Leishmaniose Visceral na fronteira do Estado do Rio
Grande do Sul com a Argentina. In CGdDT Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude.
2010b.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Nota Técnica
Conjunta 01/2011 CGDT/CGLAB/DEVIT/SVS/MS de 29 de dezembro de 2011.

BRASIL. Nota Técnica Conjunta de Leishmaniose Visceral Humana
N°03/SMS/DVS/GVE/2017. Secretaria Municipal de Saude de Santa Catarina-
Diretoria de Vigilancia em Saude — Geréncia de Vigilancia Epidemioldgica de
12 de setembro de 2017.

BRASIL. Nota técnica NT/SESA/CEVADVDTV/2018. Vigilancia Epidemiolégica
da leishmaniose visceral humana no Parana. 2018.

BRAZIL, R.P; BRAZIL, B.G. Bionomia. In: Rangel EF, Lainson R (orgs)
Flebotomineos do Brasil. Editora da Fundagdo Oswaldo Cruz, 257-274, 2003.

BRENER, Z. Calazar canino em Minas Gerais. Tese de Doutorado. Belo
Horizonte: Faculdade de Medicina da Universidade de Minas Gerais, 1957.

BRITO, M.G.; CHAMONE, T.L. Manual de condutas basicas na campanha de
vacinagao anti-rabica animal. Belo Horizonte: Secretaria de Estado da Salde
de Minas Gerais, 16 p. 2001.

CABRERA, M.AA. et al. Canine visceral leishmaniasis in Barra de Guaratiba,
Rio de Janeiro, Brazil: assesment of risk factors. Revista do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulo, 45: 79-83, 2003.

CALDAS, A.D.J.M. et al. Risk factors asso-ciated with asymptomatic infection
by Leishmania chagasi in northeast Brazil. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene,96(1):21-28, 2002.

CAMARGO NEVES V.L.F et. al. Controle da leishmaniose visceral americana
no estado de Sao Paulo, Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, 35:90-96, 2003.

CAMARGO NEVES, V.L.F. et al. Utilizagdo de ferramentas de andlise espacial
na vigilancia epidemiolégica de leishmaniose visceral americana - Aragatuba,
Sao Paulo, Brasil, 1998-1999. Caderno de Saude Publica, 17(5):1263-7, 2001.

CARVALHO, G.M. et al. Naturally infected Lutzomyia sand flies in a Leishmania-
endemic area of Brazil. Vector Borne Zoonotic Diseases. 8:407-14, 2008.



107

CEARA. Secretaria de Salde do Estado do Ceara. Informe Epidemiolédgico:
Leishmaniose visceral, p. 1-9, 2009.

CEARA. Secretaria de Salde do Estado do Ceara. Situacdo de Salde do
Ceara: Leishmaniose visceral, p. 58, 2011.

CHAGAS, AP. et al. Ecological aspects of phlebotomine sand flies in foci of
leishmaniasis in the eastern Amazon, Para State, Brazil Revista Pan-Amaz
Saude, 7 nim esp:123-132, 2016.

CHAPPUIS, F. et al. Visceral leishmaniasis: what are the needs for diagnosis,
treatment and control? Nature Reviews Microbiology,5(11):873-82, 2007.

COSTA, C.H.N.; TAPETY, C.M.M.; WERNECK, G.L. Control of visceral
leishmaniasis in urban areas: randomized factorial intervention trial. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 40(4):415-9, 2007.

COSTA, M.C.N.; TEIXEIRA, M.G.L.C. A concepgao de “espaco” na investigacdo
epidemioldgica. Caderno de Saude Publica, 15: 217-279, 1999.

CORREDOR, A. et al. Epidemiology of visceral leishmaniasis in Colombia. The
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 40: 480-486, 1989.

COSTA, C.H.N. Characterization and speculations on the urbanization of
visceral leishmaniasis in Brazil. Caderno de Saude Publica, 24(12):2959-63,
2008.

COUTINHO, M.T.Z.; LINARDI, P.M. Can fleas from dogs infected with canine
visceral leishmaniasis transfer the infection to other mammals? Veterinary
Parasitology, 147: 320-325, 2007.

CROSS, E.R; NEWCOMB, W.W.; TURCKER, C.J. Use of weather data and
remote sensing to predict the geographic and seasonal distribuition of
Phlebotomus papatasi in southwest Asia. American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene, 54: 530-536, 1996.

CRUZ, I. et al.. A nested polymerase chain reaction (Ln- PCR) for diagnosing
and monitoring Leishmania infantum infection in coinfected patients with human
immunodeficiency virus. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 96: 185-189, 2002.

CRUZ, I. et al. Comparison of new diagnostic tools for management of pediatric
Mediterranean visceral leishmaniasis. Journal Clinical Microbiology, 44: 2343-
2347, 2006.



108

CUNHA, AM.; CHAGAS, E. Nova espécie de protozoario do género
Leishmania patogénico para o homem. Leishmania chagasi n.sp. Nota prévia.
Hospital, 11:3-9, 1937.

DANTAS TORRES, F.. BRANDAO FILHO, S.P. Expansdo Geografica da
Leishmaniose Visceral no Estado de Pernambuco. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, 39:352-356, 2006.

DAVIES, C.R.; REITHINGER, R.; CAMPBEL, L.; LENDRUM, D. The
epidemiology and control of leishmaniasis in Andean countries. Caderno de
Saude Publica, 16: 925-950, 2000.

DEANE, L.M. Leishmaniose visceral no Brasil. Estudos sobre reservatorios e
transmissores realizados no Estado do Ceara. Tese de Livre Docéncia.
Faculdade de Medicina, USP, Sao Paulo, 162 pp, 1956.

DEANE, L.M; DEANE, M.P. Visceral leishmaniasis in Brazil. Geographic
distribution and transmission. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Séao
Paulo, 4(1):198-212, 1962.

DEANE, L.M.; DEANE, M.P. Leishmaniose visceral urbana (no cdo e no
homem) em Sobral, Ceara. O Hospital, 47: 75-87, 1955.

DEANE, L.M.; DEANE, M.P.; ALENCAR, J.E. Control of Phlebotomus
longipalpis by DDT house spraying endemic foci of kala-azar in Ceara. Revista
Brasileira de Malariologia e Doencas Tropicais, n.7, p.131-41, 1955.

DEANE, L.M.; DEANE, M.P. Encontro de leishmanias nas visceras e na pele de
uma raposa em zona endémica de calazar, nos arredores de Sobral. O
Hospital, 45: 419-421, 1954.

DE QUEIROZ, N.M. et al. Detection of Leishmania (L.) chagasi in canine skin.
Veterinary Parasitology, v.178, n.1-2, p.1-8, 2011.

DIAS, E.S. et al. Eco-epidemiology of visceral leishmaniasis in the urban area
of Paracatu, state of Minas Gerais, Brazil. Veterinary Parasitology, 176(2-
3):101-11, 2011.

DIAS, E.S. et al. Flebotomineos (Diptera: Psychodidae) de um foco de
leishmaniose tegumentar no Estado de Minas Gerais. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, 40: 49-52, 2007.

DIAS, F.D.O.P; LOROSA, E.S.: REBELO, J.M.M. Fonte alimentar sangiinea e
a peridomiciliagdo de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) (Psychodidae,
Phlebotominae). Caderno de Saude Publica, 19: 1373-1380, 2003.



109

DIAS, F.C. O tratamento dos espacos livres em uma cidade média planejada: o
caso de Ipatinga-MG. Dissertagdo de Mestrado. Universidade Federal de Minas
Gerais, 2013.

DIAS LIMA, A.G; CASTELLON, E.G: SHERLOCK, I. Flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) de uma floresta primaria de terra firme da estacéo experimental
de silvicultura tropical, estado do Amazonas, Brasil. Acta Amazonica, 33: 303-
316, 2003.

DI BELLA, C. et al. Are rodents a potential reservoir for Leishmania infantum in
Italy? Journal of Mountain Ecology, vol. 7, pp. 125-129, 2003.

DIETZE, R. et al. Effect of eliminating seropositive canines on the transmission
of visceral leishmaniasis in Brazil. Clinical Infectious Diseases, 25: 1240-1242,
1997.

DONOVAN, C. The etiology of the heterogeneous fevers in India. Britsh Medical
Journal, ii: 1401, 1903.

DUQUE, C.O.M. et al. Intralesional meglumine antimoniate — relato de caso.
Revista de Medicina e Saude de Brasilia, 6(2):240-8, 2017.

DYE, C. et al. Epidemiology of canine leishmaniasis: prevalence, incidence and
basis reproduction number calculated from a cross - secctional serological
survey on the Island of Gozo. Parasitology, 105: 35-41, 1992.

ELNAIEM, D.E.A. et al. Risk mapping of visceral leishmaniasis: the role of local
variation in rainfall and altitude on the presence and incidence of Kala-Azar in
eastern Sudan. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 68:
10-17, 20083.

ELKHOURY, A.N.S.M. Vigilancia e controle da leishmaniose visceral no
Brasil. Consulta de Expertos OPS/OMS sobre Leishmaniasis Visceral en las
Américas, 24, 2005.

FALQUETO, A. Especificidade alimentar de flebotomineos em duas areas
endémicas de Leishmaniose Tegumentar no Estado de Espirito Santo. Tese de
Doutorado, Instituto Oswaldo Cruz da Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
RJ, 1995.

FIGUEIREDO, F.B. gt al. Validation of the Dual-path Platform chromatographic

immunoassay (DPP CVL rapid test) for the serodiagnosis of canine visceral
leishmaniasis. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, vol. 113(11): 180260,
2018.



110

FIUZA, V.O.P. et al. A experiéncia do municipio de Belo Horizonte, Minas
Gerais, no planejamento e execucgéo das atividades de diagnéstico sorolégico
canino e de controle quimico do vetor do Programa de Controle da
Leishmaniose Visceral Canina, no periodo de 1994 a 2009. [Relatério Interno];
2010.

FELICIANGELI, M.D. Natural breedind places of Phlebotomine sandflies.
Medical and Veterinary Entomology,18(1): 71-80; 2004.

FIGUEIREDO, F.B. et al. Avaliagdo sorologica para detecgdo de anticorpos
anti-Leishmania em caes e gatos no bairro de Santa Rita de Cassia, Municipio
de Barra Mansa, Estado do Rio de Janeiro. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, 42: 141-145, 2009.

FORATTINI, O.P. Entomologia médica: Psychodidae, Phlebotominae.
Leishmanioses, bartonelose. Sdo Paulo, Ed. Edgard Blicher Ltda., v. 4, 1973.

FORATTINI, O.P; PATTOLI, D.B.; RABELLO, E.X.; FERREIRA, O.A. Nota
sobre infeccdo natural de Oryzomys capito laticeps em foco enzodtico de
leishmaniose tegumentar no Estado de S&o Paulo, Brasil. Revista de Saude
Publica, 7: 181-184, 1973.

FORATTINI OP. Sobre os reservatérios naturais da Leishmaniose Tegumentar
Americana. Revista do Instituto de Medicina Tropical, 2(4): 195-203, 1960.

FORATTINI, O.P; PATTOLI, D.; RAUN, J.R. Algumas observagbes sobre o
comportamento da Leishmania braziliensis em caes. Arquivos da Faculdade de
Higiene, 7:139, 55, 1953.

FRANGCA SILVA, J.C. Distribuicdo espacial e temporal da leishmaniose visceral
canina em relacdo a densidade vetorial e ao controle de cées infectados em
Porteirinha - Minas Gerais (1998-2002). Belo Horizonte: Universidade Federal
de Minas Gerais. Tese de Doutorado. 2003.

FRANCA SILVA, J.C. Leishmaniose visceral canina no municipio de Montes
Claros, Minas Gerais, Brasil. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto
de Ciéncias Bioldgicas. Dissertacéo de Mestrado. 120 pp. 1997.

FUNASA - Fundacdo Nacional de Saude. Vigilancia e Monitoramento da
Leishmaniose Tegumentar Americana em Unidades Territoriais, 199-2001.
Boletim Eletrénico Epidemiolégico, nimero 05, 2002.

GALATI, E.A.B. Morfologia e taxonomia: classificagdo de Phlebotominae. In:
Rangel EF, Lainson R. (Org.). Flebotomineos do Brasil. Rio de Janeiro: Fiocruz
20083; 23-52.



1M

GALATI, E.A B. et al. Estudo dos flebotomineos (Diptera, Psychodidae), em
area de leishmaniose tegumentar, no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.
Revista de Saude Publica, 30(2):115-128, 1996.

GALATI, E.AB. et al. Estudo de Flebotomineos (Diptera: Psychodidae) em
foco de leishmaniose visceral no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Revista
de Saude Publica, 31: 378-390, 1997.

GALIMBERTTI, M.Z. et al. Leishmaniose visceral americana no Estado de Sao
Paulo. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 32 (Suppl 1): 217,
1999.

GAMA, M.EA. COSTA, JM.L., GOMES, CM.C.; CORBETT, C.E.P.
Subclinical form ofthe American visceral leishmaniasis. Memoérias do Instituto
Oswaldo Cruz, 99(8):889-893, 2004.

GARCEZ, LM. et al. Vigilancia da leishmaniose visceral em localidades
epidemiologicamente distintas em Juruti, um municipio minerario do Estado do
Para, Brasil. Revista Pan-Amazoénica de Saude,1(1):107-16, 2010.

GENARO, O. Leishmaniose visceral canina experimental. Belo Horizonte:
Universidade Federal de Minas Gerais. Tese de doutorado. 1993.

GIUNCHETTI, R.C. et al. Relationship between canine visceral leishmaniosis
and the Leishmania (Leishmania) chagasi burden in dermal inflammatory foci.
Journal of Comparative Pathology, 135, 100-107, 2006.

GLEISER, R.M.; GORLA, D.E.; LUDUENA ALMEIDA, F.F. Monitoring the
abundance of Aedes (Ochlerotatus) albifasciatus (Macquart 1838) (Diptera:
Culidadae) to the south of Mar Chiquita Lake, central Argentina, with the aid
remote sensing. Annals of Tropical Medicine & Parasitology, 91: 917-926, 1997.

GOMES, A.C, SANTOS, J.L.F; GALATI, E.A.B. Ecological aspectos of american
cutaneous leishmaniasis. 4. Observations on the endophilic behavior of the
sandfly and vectorial role of Psychodopygus intermedius in the Ribeira Valley of
the Sao Paulo State, Brazil. Revista de Saude Publica, 20:280-287, 1986.

GONTIJO, C.M.F.; MELO, M.N. Leishmaniose Visceral no Brasil: quadro atual,
desafios e perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia, 7: 338-349, 2004.

GRIMALDI, G. et al. Evaluation of a novel chromatographic immunoassay
based on Dual-Path Platform technology (DPP(R) CVL rapid test) for the
serodiagnosis of canine visceral leishmaniasis. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 106: 54-9, 2012.



112

IBRAHIM E.A. et al. Leishmania infecting man and wild animals in Saudi Arabia.
9. The black rat (Rattus rattus) a probable reservoir of visceral Leishmaniasis in
Gizan province, south-west Saudi Arabia. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, vol. 86, no. 5, pp. 513-514, 1992.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica Censo Demografico 2010,
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2010. Disponivel em:
http://cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=313460. Acesso em:
01/08/2017.

KILLICK KENDRICK, R. et al. Protection of dogs from bites of phlebotomines
sandflies by deltamethrin collars for control of canine. Medical and Veterinary
Entomology, 11:105-11, 1997.

KILLICK KENDRICK, R.; MOROLI, M.; KIILICK KENDRICK, M. Bibliography on
the colonization of Phlebotomine sandflies. Parasitologia, 33: 321-333, 1991.

KITRON, U. Lanscape Ecology and epidemiology of vector borne diseases:
tools for spatial analysis. Journal of Medical Entomology, 35: 435-445, 1998.

KOPPEN, W. Climatologia: con un estudio de los climas de la tierra. México:
Fondo de Cultura Econémica, 478p. 1948.

LAINSON, R. et al. Amazonian visceral leishmaniasis - distribuicdo of the vector
Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva ) in relation to the fox Cerdocyon thous
(Linn.) and the efficiency of this reservoir host as a source of infection.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 85: 135-137, 1990.

LAINSON, R; RANGEL, E.F. Lutzomyia longipalpis and the ecoepidemiology of
American visceral leishmaniasis, with particular reference to Brazil — Review.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 100: 811-827, 2005.

LAINSON, R.; RANGEL, E.F. Lutzomyia longipalpis e a ecoepidemiologia da
leishmaniose visceral americana (LVA) no Brasil. In: Rangel EF & Lainson R.
Flebotomineos do Brasil. Rio de Janeiro: Ed. Fiocruz.p. 311-336, 2003.

LAINSON, R; SHAW J.J. Observations on the development of Leishmania (L.)
chagasi (Cunha and Chagas) in the midgut of the sandfly vector Lutzomyia
longipalpis (Lutz and Neiva). Annales de Parasitologie Humaine et Comparée,
63(2):134-45, 1998.

LANA, R.S. et al. Phlebotomine Sand Fly Fauna and Leishmania Infection in
the Vicinity of the Serra do Cip6 - National Park, a Natural Brazilian Heritage
Site. Biomed Research International, 1-9, 2015.



113

LANGERON, M. 1949. Précis de microscopie. Masson et Cie, Libraires de
L'Académie de Medicine, Saint-Germain, Paris, 1. 1949.

LANGOHR, R.E..M; SCHOSSLER, J.EW; DE BARROS, S.S; DE BARROS
C.S.L. Leishmaniose cutanea em cobaias (Cavia porcellus). Ciéncia Rural, 30:
525-528, 2000.

LARA SILVA, F.O. et al. Evaluation of chemical spraying and environmental
management efficacy in areas with minor previous application of integrated
control actions for visceral leishmaniasis in Brazil. Acta Tropica, 109-113, 2017.

LARA SILVA, F.O. et al. Epidemiological aspects of vector, parasite, and
domestic reservoir in areas of recent transmission and no reported human
cases of visceral leishmaniasis in Brazil. Acta Tropica,148:128-36, 2015.

LARA SILVA, F.O. et al. Rattus norvegicus (Rodentia: Muridae) infected by
Leishmania (Leishmania) infantum (syn. Le. chagasi) in Brazil. BioMed
Research International, 592986, 2014.

LEWIS, D.J. The biology of Phlebotomidae in relation to leishmaniasis.
Annual Review of Entomology, 19: 363-384, 1974.

LIMA, L.C. Ruralizagdo da Lutzomyia intermedia, um provavel caso de pré-
adaptacdo. Revista Salud Publica, 20: 102-104, 1986.

LYRA, M.R. et al. First report of cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi in an urban area of Rio de Janeiro, Brazil.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, 57:451-4, 2015.

MACEDQO, |.T.F. et al. Sazonalidade de flebotomineos em area endémica de
Leishmaniose Visceral no municipio de Sobral, Ceara, Brasil. Ciéncia Animal,
18: 67-74, 2008.

MADEIRA, M.D.F. et al. Identification of Leishmania (Leishmania) chagasi
isolated from healthy skin of symptomatic and asymptomatic dogs seropositive
for leishmaniasis in the municipality of Rio de Janeiro, Brazil. Brazilian. The
Journal of Infectious Diseases, 8: 440-444, 2004.

MAGALHAES, P.A. et al. Calazar na zona do Rio Doce - Minas Gerais.
Resultado das medidas profilaticas. Revista do Instituto de Medicina Tropical
de Sao Paulo, 22:197-202, 1980.

MAIA, C; CAMPINO, L. Methods for diagnosis of canine leishmaniasis and
immune response to infection. Veterinary Parasitology, 158(4):274-87, 2008.



114

MAIA-ELKHOURY, A.N.S. et al. Visceral leishmaniasis in Brazil: trends and
challenges. Caderno de Salde Publica, 24: 2941-2947, 2008.

MANNA, L. et al. Comparison of different tissue sampling for PCR-based
diagnosis and follow-up of canine visceral leishmaniasis. Veterinary
Parasitology, 125: 251-262, 2004.

MANCIANTI, F; Gramiccia, M; Gradoni, L; Pieri, S. Studies on canine
leishmaniasis control. Evolution of infection of different clinical forms of canine
leishmaniasis following antimonial treatment. Transactions of the Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene, 82, 566-567, 1988.

MAPA. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Suspensdo da
licenca de fabricagéo e comercializagdo do produto Leishmune - vacina contra
leishmaniose visceral canina. Nota Técnica 038/2014 DFIP/DAS)

MARCONDES, C.B. et al. Natural infection of Nyssomyia neivai (Pinto, 1926)
(Diptera: Psychodidae, Phlebotominae) by Leishmania (Viannia) spp. in Brazil.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 103 (11):
1093-7, 2009.

MARGONARI, C. et al. Epidemiology of visceral leishmaniasis trought spacial
analysis, in Belo Horizontebmunicipality, state of Minas Gerais, Brasil.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 101: 31-38, 2006.

MARZOCHI, M.C.A. Leishmanioses no Brasil. As leishmanioses tegumentares.
Jornal Brasileiro de Medicina, 63: 82-104, 1992.

MARZOCHI, M.C.A. et al. Canine visceral leishmaniasis in Rio de Janeiro,
Brasil. Clinical, parasitological, therapeutical and epidemiological finds (1977-
1983). Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 80: 349-357, 1985.

MARZOCHI, M.C.A, COUTINHO S.G, SOUZA W.J, AMENDOEIRA M.R.
Leishmaniose visceral (Calazar). Jornal Brasileiro de Medicina, 41: 61-84,
1981.

MARZOCHI, M.C.A; MARSDEN P.P. Ecologia e controle de vetores-
Leishmanioses. Encontro Nacional sobre Saude e Meio Ambiente, 31-36, 1991.

MARZOCHI, M.C.A; MARZOCHI K.B. Tegumentary and Visceral
Leishmaniases in Brazil - Emerging Anthropozoonosis and Possibilities for Their
Control. Caderno de Saude Publica, 10: 359-75, 1994.

MAURICIO, I.L; STOTHARD J.R; MILES M.A. The strange case of Leishmania
chagasi. Parasitology Today, 16 (5): 188-189, 2000.



115

MEDRONHO, R.A. Geoprocessamento e salde: uma nova abordagem do
espaco no processo saude-doenca. Rio de Janeiro. Fiocruz/CICT/NECT, 135 p,
1995.

MEDRONHO, R.A; PEREZ M.A. Distribuicdo das doengas no espago € no
tempo. In: Medronho RA, Carvalho DM, Bloch KV, Luiz RR, Werneck GL.
Epidemiologia. Sdo Paulo: Editora Atheneu; p. 57-71, 2002.

MELO, M.N. Leishmaniose visceral no Brasil: desafios e perspectivas. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria, 23: 41-45, 2004.

MICHALSKY, E.M. et al. Infecgdo natural de Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis
(Diptera: Psychodidae) por Leishmania infantum chagasi em flebotomineos
capturados no municipio de Janalba, Estado de Minas Gerais, Brasil. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 44(1): 58-62, 2011.

MICHALSKY, E.M. et al. Phlebotomine diistribution in Janadba, in area of
transmission for visceral leishmaniasis in Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, 104:56-61,2009a.

MICHALSKY, E.M et al. Association of Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae) population density with climate variables in Montes Claros, an
area of American visceral leishmaniasis transmission in the state of Minas
Gerais, Brazil. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 104(8):1191-3, 2009b.

MICHALSKY, E.M. et al. Infectivity of seropositive dogs, showing different
clinical forms of leishmaniasis, to Lutzomyia longipalpis phlebotomine sand
flies. Veterinary Parasitology, 147: 67-76, 2007.

MIGONE, LE. Um caso de kalazar a Assuncion (Paraguay). Bulletin de la
Société Pathologie Exotique, 6:118-120, 1913.

MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Saude/Departamento de
Vigilancia de Doengas Transmissiveis. Nota Técnica Conjunta 01/2011.
Brasilia: CGDT/CGLAB/DVIT/ SVS/MS; 2011.

MINISTERIO DA SAUDE. Manual de Controle da Leishmaniose Tegumentar
Americana. Ministério da Sadde, Fundacao Nacional de Saude, Brasilia. 62 p.
2010.

MIRANDA, J.C. et al. Frequency of infection of Lutzomyia Phlebotomines with
Leishmania braziliensis in a Brazilian endemic area as assessed by Pinpoint
Capture and Polimerase Chain Reaction. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz,
97:185-188, 2002.



116

MISHRA, M; BISWAS U .K; JHA A.M; KHAN A.B. Amphotericin versus sodium
stibogluconate in first-line treatment of Indian kala-azar. The Lancet,
344(8937):1599-1600, 1994.

MISSAWA, N.A; DIAS E.S. Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) in
the municipality of Varzea Grande: an area of transmission of visceral
leishmaniasis in the state of Mato Grosso, Brazil. Memoérias do Instituto
Oswaldo Cruz, 102: 913-918, 2007.

MISSAWA N.A; LOROSA E.S.; DIAS E.S. Feeding preference of Lutzomyia
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) in transmission area of visceral leishmaniasis
in Mato Grosso. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
41(4):365-368, 2008.

MOLINA, R. et al. Infectivity of dogs naturally infected with Leishmania infantum
to colonized Phlebotomus perniciosus. Transactions of tha Royal Society of
Tropical Medicine & Hygiene, 88(4):491-3, 1994.

MONTEIRO, E.M. et al. Leishmaniose visceral: Estudo de flebotomineos e
infeccdo canina em Montes Claros, Minas Gerais. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical,38(2):147-52, 2005.

MONTOYA-LERNA, J. et al. Comparative vectorial efficiency of Lutzomyia
evansi and Lutzomyia longipalpis for transmitting Leishmania chagasi. Acta
Tropica, 85: 19-29, 2003.

MOREIRA JUNIOR, E.D. et al. Peridomestic risk factors for canine
leishmaniasis in urban dwellings: new findings from a prospective study in
Brazil. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 69: 393-397,
2003.

MORENO, E.C. et al. Diagnosing human asymptomatic visceral leishmaniasis
in an urban area of the State of Minas Gerais, using serological and molecular
biology techniques. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
39(5):421-7, 2006.

MORENO, E.C. et al. Risk factors for Leishmania chagasi infection in an urban
area of Minas Gerais State. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, 38(6):456—63, 2005.

NICOLLE, A. Comptes rendus de | Academie des Sciences (Paris) 146:842,
1908.

NUNES, C.M. et al. Relationship between dog culling and incidence of human
visceral leishmaniasis in an endemic area. Veterinary Parasitology, 170:131—
133, 2010.



117

OKE, T. R. Boundary layer Climates. Methuen, London, UK, 435, 1985.

OLIVEIRA, A.G. et al. Ecological Aspects of Phlebotomines (Diptera:
Psychodidae) in Endemic Area of Visceral Leishmaniasis, Campo Grande,
State of Mato Grosso do Sul, Brazil. Journal of Medical Entomology, 49: 43-50,
2012.

OLIVEIRA, C.D.L, ASSUNCAO R.M, REIS |A, PROIETTI FA. Spatial
distribuition of human and canine visceral leishmaniasis in Belo Horizonte,
Minas Gerais, State, Brazil, 1994-1997. Caderno de Saude Publica, 17: 1231-
1239, 2001.

OLIVEIRA, C.D.L; MORAIS M.H.F; MACHADO-COELHO G.L.L. Visceral
leishmaniasis in large Brazilian cities: challenges for control. Caderno de Saude
Publica, 24(12):2953-8, 2008.

OLIVEIRA, GM.G. et al. Flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)
no municipio de Trés Lagoas, area de transmisséo intensa de Leishmaniose
Visceral, Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Revista Pan-Amazénica de
Saude, 54:304-331, 2010.

OLIVEIRA F.S. et al. “PCR-based diagnosis for detection of Leishmania in skin
and blood of rodents from an endemic area of cutaneous and visceral
Leishmaniasis in Brazil.” Veterinary Parasitology, vol. 129, no. 3-4, pp. 219-
227, 2005.

OLIVEIRA NETO, M.P. et al. Active cutaneous leishmaniasis in Brazil induced
by Leishmania donovani chagasi. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 81:303-
309, 1986.

PASSOS-DIAS, F.O; LOROSAE.S; REBELO J.M.M. Fonte alimentar sanguinea
e a peridomiciliagdo de Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912)
(Psychodiade, Phlebotominae). Caderno de Saude Publica, 19:1373-1380,
2003.

PATTABHI, S. et al. Design, development and evaluation of rK28-based point-
of-care tests for improving rapid diagnosis of visceral leishmaniasis. PLoS
Neglect Tropical Disease, 4(9): €822, 2010.

PAZ, GF. et al. Evaluation of the vectorial capacity of Riphicephalus sanguineus
(Acari: Ixodidae) in the transmission of canine visceral leishmaniasis.
Parasitology Research, 106: 523-528, 2010.

PENNA, H.A. Leishmaniose visceral no Brasil. Brasil Médico, 48: 949-950,
1934.



118

PESSOA, S. B. Parasitologia Médica. 52 ed., Rio de Janeiro, Guanabara
Koogan, 1958.

PISCOPO, TV; MALLIA A.C. Leishmaniasis. Postgraduate Medical Journal,
82:649-57, 2006.

PRADO, PF.D. et al. Epidemiological aspects of human and canine visceral
leishmaniasis in Montes Claros, State of Minas Gerais, Brazil, between 2007
and 2009. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 44: 561-566,
2011.

PREFEITURA MUNICIPAL DE IPATINGA. Lei N° 3.350/14 - Plano Diretor do
Municipio de Ipatinga (MG) - Zoneamento da macrozona urbana e perimetro
urbano 2005 <http://www.ipatinga.mg.gov.br/abrir_arquivo.aspx/Plano_Diretor_
LEI_N_3.350,DE_12_DE_JUNHO_DE_2014?cdLocal=2&arquivo=%7B73E2AB
2D-54CC-E7CD-E0B3-308E1061A67D%7D.pdf> Acesso em :05/03/2016.

PUGEDO, H. et al. HP: an improved model of suction light trap for the capture
of small insects. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 38: 70-
72, 2005.

QUEIROZ JUNIOR, E.M. Validagao do teste imunocromatogréafico rapido dual
path platform para o diagnéstico da leishmaniase visceral canina. Universidade
Estadual do Ceara. Dissertagdo de Mestrado 2011, 77 pp.

R CORE TEAM. 2017. R: A language and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. Disponivel em:
<https://www.R-project.org/> Acesso em: 26/09/2017.

RANGEL, E.F.; LAINSON R. Ecologia das Leishmanioses: transmissores de
Leishmaniose Tegumentar Americana In: Rangel EF & Lainson R, editores.
Flebotomineos do Brasil. 20 ed. Rio de Janeiro: Editora Fliocruz, p. 291-309,
2003.

RAMIRO, M.J. et al. Protection in dogs against visceral leishmaniasis caused
by Leishmania infantum is achieved by immunization with a heterologous prime-
boost regime using DNA and vaccinia recombinant vectors expressing LACK.
Vaccine, 21: 2474-2484, 2003.

REBELO, J.M.M. Flebétomos vetores das leishmanioses (Manual para técnicos
e profissionais de Saldde) Sao Luis: Universidade Federal do
Maranhao/Ministério da Saude; 1999.

REGINA SILVA, S. et al. Field randomized trial to evaluate the efficacy of the
Leish-Tec ® vaccine against canine visceral leishmaniasis in an endemic area
of Brazil. Vaccine, 34(19): 2233-2239, 2016.



119

REINHOLD CASTRO, K.R. et al. Avaliagdo de medidas de controle de
flebotomineos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
41(3):269-76, 2008.

REIS, A.B. et al. Systemic and compartmentalized immune response in canine

visceral leishmaniasis. Veterinary Immunology and Immunopathology, 128, 87-
95. Review. 2009.

REITHINGER, R.; QUINNELL, R.J.; ALEXANDER, B.; DAVIES, C.R. Rapid
detection of Leishmania infantum infection in dogs: comparative study using an
immunochromatographic dipstick test, enzyme-linked immunosorbent assay,
and PCR. Journal of Clinical Microbiology, 40: 2352-2356, 2002.

RODRIGUES, E.H. et al. Evaluation of PCR for diagnosis of american
cutaneous leishmaniasis in area of endemicity in northeastern Brazil. Journal of
Clinical Microbiology, 40: 3572-3576, 2002.

ROGERS, D.J. Satellte imagery, tsetse and trypanosomiasis in Africa.
Preventive Veterinary Medicine; 11: 201-220, 1991.

ROMERO, GA.; BOELAERT, M. Control of visceral leishmaniasis in Latin
America - a systematic review. PLoS Neglected Tropical Diseases, 4: 584,
2010.

RYAN, L. et al. The importance of rapid diagnosis of new cases of cutaneous
Leishmaniasis in pin-pointing the sandfly vector. Transactions of tha Royal
Society of Tropical Medicine & Hygiene, 84:786, 1990.

SANGIORGI, B. et al. Natural breeding places for Phlebotomine Sand flies
(Diptera: Psychodidae) in a semiarid region of Bahia State, Brazil. Journal of
Tropical Medicine, 1 — 5, 2012.

SANTOS, S.O. et al. Incrimination of Lutzomyia cruzi as a vector of American
Visceral Leishmaniasis. Medical and Veterinary Entomology, 12:315-317, 1998.

SARAIVA, L. et al. Natural infection of Nyssomyia neivai and Evandromyia
sallesi (Diptera: Psychodidae) by Leishmania infantum chagasi in Brazil.
Journal of Medical Entomology, 46: 1159-1163, 2009.

SAVANI, E.S.M.M. et al. The first record in the Americas of an autochthonous
case of Leishmania (Leishmania) infantum chagasi in a domestic cat (Felix
catus) from Cotia County, Sdo Paulo State, Brazil. Veterinay Parasitology,
120(3): 229-233; 2004.



120

SCHUBACH, E.Y.P. Validagdo da técnica de imunocromatografia rapida de
duplo percurso para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina em
amostras de sangue total e soro. Universidade Federal de Brasilia. Faculdade
de Medicina. Dissertagdo de Mestrado 2012; 74 pp.

SHAW, J.J. The relatonship of sand fly ecology to the transmission of
leishmaniasis in South America with particular reference to Brasil. In: Memoirs
on Entomology, International. JFB.(eds). Associated Publishers, 1999.

SHERLOCK, I.A. Importancia Médico-Veterinaria. In: Rangel EF & Lainson R.
(Org.). Flebotomineos do Brasil. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz, cap. 1, p. 15-
22, 2003.

SHERLOCK, |.A. Ha especificidade dos flebotomineos para as leishmanias?
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 30:151-155, 1997.

SHERLOCK, I.A. Ecological interactions of visceral Leishmaniasis in the state
of Bahia. Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, 91: 671-683, 1996.

SHERLOCK, I.A; GUITTON N. Observacgdes sobre o calazar em Jacobina,
Bahia. lll- Alguns dados sobre o Phlebotomus longipalpis. Revista Brasileira de
Malariologia e Doencas Tropicais, 21: 541-548, 1969.

SHIMABUKURO, P.H.F; GALATI, E.A.B. Checklist dos Phlebotominae (Diptera,
Psychodidae) do estado de S&o Paulo, Brasil, com comentarios sobre sua
distribuicdo geografica. Biota Neotropica, v. 11, 2011.

SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos e Notificagdo). Ministério da
Saude. Proporgao e Listagem de casos de doenca de notificagdo compulséria
(DNC) encerrados oportunamente. Brasilia: MS, [s.d]. 2015. Disponivel em:
http://www.portalsinan.saude.gov.br/dados-epidemiologicos-sinan. Acesso em:
31/01/2018.

SILVA, ES. et al. Visceral Leishmaniasis in the Metropolitan Region of Belo
Horizonte, state of Minas Gerais, Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz,
96: 285- 291, 2001.

SILVA, F.S.; CARVALHO, L.P.C.; SOUZA, J.M. Flebotomineos (Diptera:
Psychodidae) associados a abrigos de animais domésticos em area rural do
Nordeste do Estado do Maranh&o, Brasil. Revista da Pesquisa Agropecuaria
Tropical, 337—47, 2012.

SILVA, F.L. et al.. Venereal transmission of canine visceral leishmaniasis.
Veterinary Parasitology, 160: 55-59, 2009.



121

SILVA, K.L.O. et al. Vacinas Contra Leishmaniose: Uma Revisdo. Archeieves of
health Investigation, 2(4), 2013.

SOARES, M.R.A. et al. Molecular analysis of natural infection of Lutzomyia
longipalpis in an endemic area for visceral leishmaniasis in Brazil. Caderno de
Saude Publica, 26:2409-2413, 2010.

SOARES, R.P.P.; TURCO, SJ. Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae): a review. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 75: 301-
330, 2003.

SOLANO GALLEGO, L..; BANETH, G. Canine leishmaniosis - a challenging
zoonosis. The European Journal of Companion Animal Practice, 18: 232-241,
2008.

SOLANO GALLEGO, L. et al. Prevalence of Leishmania infantum infection in
dogs living in an area of canine leishmaniasis endemicity using PCR on several
tissues and serology. Journal Clinical Microbiology, 39 (2): 560-563, 2001.

SOUZA, C.F. Estudo da urbanizacdo de flebotomineos e aspectos
epidemiolégicos de Leishmaniose Tegumentar Americana no municipio de
Timéteo, Minas Gerais, Brasil. Dissertagdo de mestrado. Vigosa: Universidade
Federal de Vigosa, 2011. P

SOUZA, C.F.; BORGES, M.A.Z; ANDRADE, A.J. Contribution to the knowledge
of the phlebotomine sand flies fauna (Diptera: Psychodidae) of Timéteo
municipality, Minas Gerais, Brasil. Neotropical Entomology, 38:267-271, 2009.

SOUZA, C.F; BORGES, M.A.S. Ocorréncia de Lutzomyia longipalpis (Diptera,
Psychodidae) em Timéteo, Minas Gerais, Brasil. Caderno de Salde Publica,
24: 1454-1455, 2008a.

SOUZA, V.M.M. et al. Ensaio comunitario para avaliagdo da efetividade de
estratégias de prevengdo e controle da leishmaniose visceral humana no
Municipio de Feira de Santana, Estado da Bahia, Brasil. Epidemiologia e
Servigos de Saude. 2008b;17(2):97-106.

SOUZA, CM. et al. Study on phlebotomine sand fly (Diptera: Psychodidae)
fauna in Belo Horizonte, state of Minas Gerais, Brazil. Memérias do Instituto
Oswaldo Cruz, 99(8):795-803, 2004.

SOUSA-GOMES M.L; Romero G.A; Werneck G.L. Visceral leishmaniasis and
HIV/AIDS in Brazil: are we aware enough? Plos Neglect Tropical Disease,
11:e0005772, 2017.



122

TANURE, A. et al. Identification of sandflies (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) blood meals in an endemic leishmaniasis area in Brazil.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, 57(4): 321-4, 2015.

TEODORO, U. et al. Avaliacdo de medidas de controle de flebotomineos no
norte do Estado do Parana, Brasil Evaluation of sandfly control measures in
northern Parana State, Brazil. Caderno de Saude Publica, 23(11):2597-2604,
2007.

TEODORO, U. et al. Flebotomineos em area de transmisséo de leishmaniose
tegumentar na regido norte do Estado do Parana-Brasil: variacdo sazonal e
atividade noturna. Revista de Saude Publica, 27(3):190-4, 1993.

TEODORO, U. et al. Influéncia da organizacéo, da limpeza do peridomicilio e
da desinsetizagao de edificagdes na densidade poopulacional de flebotomineos
no municipio de Doutor Camargo, Estado do Parana, Brasil. Caderno de Saude
Publica, 19: 1801-1813, 2003.

TESH, R.B. The genus Phlebovirus and its vectors. Annual Review of
Entomology, 33: 169-181, 1998.

THOMSON, M.C.; CONNOR, S.J. Enviroment information systems for the
control of arthropod vectors of disease. Medical and Veterinary Entomology,
14: 227-244, 2000.

THOMSON, M.C.; CONNOR, S.J.; MILIGAN, PJ.W.; FLASSE, S. Mappig
malaria risk in Africa — what can satellite data contribute? Parasitology Today, 8:
313-318, 1997.

THOMSON, M.C.; ELNAIEM, D.A.; ASHFORD, R.W.; CONNOR, S.J. Toward a
dala azar risk map for Sudan: mapping the potential distribuition of
Phlebotomus orientalis using digital data of environmental variables. Tropical
Medicine & International Health, 4: 105-113, 1999.

TRAVI, B.L. et al. Lutzomyia evansi, an alternate vector of Leishmania chagasi
in a Colombian focus of visceral leishmaniasis. Transactions of tha Royal
Society of Tropical Medicine & Hygiene, 84: 676-677, 1990.

UMUMBO, J.A.; HAY, S.I.; GOETZ, RW.S.; ROGERS, D.J. Updating historical
maps of malaria transmission intensity in East Africa using remote sensing.
Photogrammetric Engineering and Remote Sensing, 68: 161-166, 2002.

UNILESTE. Plano Diretor de Desenvolvimento. Integrado — PDDI. Regiédo
Metropolitana do Vale do Ago. Coronel Fabriciano, 2014.



123

VASCONCELOS, I.AB. et al. The identity of Leishmania isolated from sand
flies and vertebrate hosts in a major focus of cutaneous Leishmaniasis in
Baturite, Northeastern Brazil. The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, vol. 50, no. 2, pp. 158—-164, 1994.

VIANNA, E.N et al. Abundance of Lutzomyia longipalpis in urban households as
risk factor of transmission of visceral leishmaniasis. Memoérias do Instituto
Oswaldo Cruz, 111(5): 302-310, 2016.

VIEIRA, J.B.F; COELHO, GE. Leishmaniose visceral ou calazar: aspectos
epidemiolégicos e de controle. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical 31(supl Il): 85-92, 1998.

WERNECK, G.L; MAGUIRE, J.H. Spatial modeling using mixed models: an
ecologic study of visceral leishmaniasis in Terezina, Piaui State, Brasil. Caderno
de Saude Publica, 18: 633-637, 2002.

WIJEYARATNE, P.M; ARSENAULT, J; MURPHY, C.J. Endemic disease and
development: the leishmaniasis. Acta Tropica, 56:349-364, 1995.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Control of the Leishmaniasis.
Geneva, WHO, (Technical Report Series 703), 158p, 1990.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO)/TDR. Visceral leishmaniasis: what
are the needs for diagnosis, treatment and control? Natures Reviews
Microbiology, 5:S7-S16, 2007.

XIMENES, M.F.F; SOUZA M.F; GUILHERMO CASTELLON, E. Density of sand
flies (Diptera: Psychodidae) in domestic and wild animal shelters in an area of
visceral leishmaniasis in the state of Rio Grande do Norte, Brazil. Memérias do
Instituto Oswaldo Cruz, 94(4):427-432, 1999.

YOUNG, G.G, DUNCAN, M.A. Guide to the identification and geographic
distribuition of Lutzomyia sand flies in Mexico, the West Indies, Central and
South America (Diptera: Psychodidae). Memoirs of the American Entomological
Institute, 54 Associates Publishers, Gainesville, Fl., 1994.

ZULUETA , A.M et al. Epidemiologic aspects of American visceral leishmaniasis
in an endemic focus in Eastern Venezuela. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, 61: 945-950, 1999.



ANEXOS

124

Anexo 1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Qo

Ministério da Saude

FIOCRUZ

Fundagdo Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou
Laboratério de Leishmanioses

ESTUDO: EPIDEMIOLOGIA E CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO
MUNICIPIO DE IPATINGA, REGIAO METROPOLITANA DO VALE DO AGO,
ESTADO DE MINAS GERAIS, BRASIL.

Nome Io voluntdrio: Idau

Casa: g6 I4s
Enderego: Q TO WO SM\Q,:}S
Bairro: Ualo Celine,

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO VOLUNTARIO

Esta pesquisa tem como objetivo estudar aspectos da Leishmaniose Visceral
ionados ao vetor no icipio de Ipatinga, sob a responsabilidade do pesquisador

Dr. Edelberto Santos Dias.

Tenho consciéncia que a minha participagdo como voluntério ndo me trara nenhum

io ou privilégio e em hipé alguma prejudicar@o a minha salde e bem-estar.

Poderei a qualquer momento me retirar do projeto de pesquisa por qualquer motivo,

sem que isso acarrete prejuizo para mim ou minha familia.

Poderei no momento em que desejar procurar o coordenador ou o responsavel pela

pesquisa, para esclarecer qualquer quest3o relacionada ao projeto.

Coordenador da Pesquisa: Dr. Edelberto Santos Dias

Enderego: Centro de Pesquisas René Rachou, Avenida Augusto de Lima, 1715, Bairro
Barro Preto, Belo Horizonte, Minas Gerais.

Telefone de contato: (31-3349-7758)

Eu li este consentimento e me foram dadas oportunidades para esclarecer minhas
duvidas. Minha participagao & inteiramente voluntaria, portanto, concordo em participar
e assino abaixo em 2 vias.

Ipatinga, 19 de margo de 2015.

Assinatura do voluntario: SRA. g? RN

Assinatura do pesquisador responsavel:

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel: (0055) (31) 3349-7700(ramal 7758) - Fax: (0055) (31) 3349-7795
e-mail: edel@cpqrr fiocruz.br
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Anexo 2 Licenga Comité de Etica no uso de animais
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GERALS, BRASIL, sob 3 resporestilidade de EDELBERTO SANTOS DUAS; aterds 3o disposto ne Lei

11754008, e arncipies
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Anexo 3 Ficha epidemiolégica de necrépsia

Ministério da Sadde
Fundagiio Oswaldo Cruz

+ Centro de Pesquisas René Rachou
+ Laboratério de Leishmanioses

CPQRR/FIOCRUZ

Roteiro para necropsia de cies com leishmaniose visceral

Numero do animal:
Endereco:

1)Dados do animal

Raga:
Sexo:
Idade:
Cor:

2)Sintomatologia clinica

Ceratoconjuntivite ( )

Opacificagdo de cornea ( )
Hiperqueratinizag@o do focinho ( )
Hiperqueratinizagéo de coxins ()
Dermatite de ponta de orelha ( )

Dermatite ( )localizada ( )generalizada
Alopecia  ( )localizada ( )generalizada
Mucosas hipocoradas ()

Emagrecimento ( )leve ( )moderado ( )acentuado
Ulceras de decubito ( )

Ascite ()

Paresia de membros posteriores ()

Onicogrifose ()
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e Emaciagfo ()
e InfecgBes secundarias ( )

e Linfadenopatia ( )

Ectoparasitos  ( )pulgas  ( )carrapatos

Classificagdo geral

Assintomatico( ) Oligossintomatico( )

Achados de necropsia

Figado: normal( ') alterado( )
Bago: normal( ) alterado( )

Linfonodo mesentérico: normal( )  alterado( )

Sintomatico( )
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Exame dermatologico — localizagédo e numero de lesGes

‘ Dorsal ‘ ’ Ventral I

s ;///7

e

EXAMES:
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO:
Leitura de lamina de fragmento de les&o:

Cultura de medula:

Cultura de aspirado de lesdo:

DIAGNOSTICO SOROLOGICO:

DIAGNOSTICO MOLECULAR:
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Anexo 4 Informagdes do banco de dados dos caes

NOME RACA SEXO | SINAIS CLINICOS

Tufao SRD M Assintomatico

Nininha SRD F Assintomatico

Nino Pincher M Dermatite de ponta de orelha; Dermatite
localizada; Emagrecimento moderado;
Onicogrifose

Priscila SRD F Onicogrifose

Toby SRD M Assintomatico

Negéo SRD M Assintomatico

Mel SRD F Assintomatico

Jurema SRD F Hiperqueratinizagéo do focinho

Apolo SRD M Onicogrifose

Bob SRD M Assintomatico

Duque SRD M Ceratoconjuntivite; Hiperqueratinizagéo do
focinho; Emagrecimento moderado;
Ulceras de decubito; Onicogrifose

Bela SRD F Opacificagdo cérnea; Dermatite de ponta
de orelha; Dermatite localizada;
Emagrecimento moderado; Onicogrifose

Mike Pincher M Hiperqueratinizagdo do focinho; Dermatite
de ponta de orelha; Dermatite
generalizada; Onicogrifose

Aika SRD F Assintomatico
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Sadan SRD Hiperqueratinizacéo do focinho;
Emagrecimento leve; Onicogrifose

Samanta | SRD Assintomatico

Suzy Pincher Dermatite  generalizada  (Furfuracea);
Emagrecimento leve; Onicogrifose

Mel SRD Onicogrifose

Bil SRD Hiperqueratinizagéao do focinho;
Emagrecimento leve; Onicogrifose

General SRD Onicogrifose

Frederico | Pincher Dermatite =~ de ponta de orelha;
Emagrecimento moderado; Onicogrifose

Mileide SRD Dermatite de ponta de orelha; Alopecia
localizada (regido dorsal); Onicogrifose

Florzinha | SRD Assintomatico

Spyke SRD Assintomatico

Leona Rottweiler Hiperqueratinizagdo do focinho; Ulceras
de decubito

Zeus SRD Hiperqueratinizagdo do focinho; Dermatite
de ponta de orelhg; Dermatite
generalizada; Alopecia localizada;
Emagrecimento moderado; Onicogrifose

kilo SRD Emagrecimento leve; Onicogrifose

Nina SRD Assintomatico

Pico SRD Hiperqueratinizagdo do focinho; Dermatite

de ponta de orelha; Alopecia localizada
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(olhos); Ulceras de decubito; Onicogrifose

Leona SRD Hiperqueratinizagdo do focinho; Dermatite
de ponta de orelhg; Dermatite
generalizada; Onicogrifose

Suzi SRD Ceratoconjuntivite; Dermatite
generalizada; Emagrecimento leve;
Onicogrifose

Bilu SRD Dermatite localizada; Onicogrifose

Mel Pincher Dermatite localizada; Alopecia localizada;
Emagrecimento leve; Onicogrifose

zZé Pincher Assintomatico

Neguinho

Cacau Pincher Onicogrifose

Spike SRD Ceratoconjuntivite; Alopecia localizada
(Espelho nasal); Emagrecimento
moderado; Onicogrifose

Teddy Pincher Assintomatico

Teca SRD Ceratoconjuntivite; Hiperqueratinizagéo do
focinho; Onicogrifose

Nick SRD Assintomatico

Meg Basset / Dermatite de ponta de orelha; Dermatite

Dachshund localizada (Periocular); Alopecia
localizada (Regidao dorsal orelha),
Emagrecimento moderado; Ulceras de
decubito; Onicogrifose

Josefina SRD Hiperqueratinizagdo do focinho; Dermatite
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de ponta de orelha; Dermatite localizada;

Emagrecimento leve; Onicogrifose

Gordinho | SRD Dermatite de ponta de orelha; Dermatite
localizada; Ulceras de decubito;
Onicogrifose

Fuleco SRD Dermatite localizada; Alopecia
generalizada

Fred SRD Dermatite localizada e generalizada

(Orelha e espelho nasal); Onicogrifose
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Anexo 5 Exemplos de alinhamento das amostras positivas de

flebotomineos e cdes com as sequéncias de Leishmania depositadas no

GenBank

L. chagasi M81430.1
24P

3F

21M

38M

190F

297F

L. chagasl M&1430.1
24P

3r

21M

38M

190F

297F

L. chagasi M&1430.1
24P

e

21M

38M

190F

297F

10 20 30 40 50

AGTGUGTCC TEHCGAGCTCCGLGTTCOTCOGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCAC
AGTGOGT COGGETHGIC G TCCGUTTCGTOCGLGOCG TAACGUCTTTTCAACTCALCG
AGTHCGTCCGU TACGAGCTOCCGLTTCOTCOGOCCOG TAACGCCTTTTCAACTCACH
AGTGCGTCOGHE TACGAGCTCOGUTICGTCCGLGOCG TAACGOCTTTTCAACTCACG
AGTHCGTCCGUTACGAGCTCCGGTTCOGTCOGGC TTTTCAACTCACH
AGTGCEGTCCG G TACGAGCTCCGUGTICGTCCGGOCG TAACGUCTTTTCAACTCACG
AGTHCGTCCGU TACGAGCTCOGLTTCOTCOGOCCOG TAACGCCTTTTCAACTCACH
AGTGCGTCOGHE TACGAGCTCOGUTICGTCCGLGOCG TAACGOCTTTTCAACTCACG
AGTGEGTCCGU TACGAGECTOCGUTTCOTCOGLUCG TAACGOCTTTTCAACTOALG

L] i} 8J 890 100 kel

GCCTOTAGGAATGAAGGAGGG TAGT TOLGGLGGOAGAACGTACTGGGOCGTCAGA G

L TACTGGGOUUCGTCAGA G
GCCTC TAGUGAATUGAAGGAGGU TAGT TCUGOGOAGAACGTACTOGGOCGTCAGAGD
AICCTOCTAGGAATGAAGGAGGG TAGT TOGI FOAGAACGTACTOGGOCOTCAGAGG
IGCCTC TAGGAATGAAGGAGGE TAGTTCUGUGGGAGAACGTACTOGGLOCGTCAGA GO
GCETC TAGGAATGAAGGAGGLG TAGTTOLGGGOGAGAACGTACTGOGOCGTCAGA G

120 130 143
TGAAATTCT TAGACTUGCATCAAGACGAACTAL

150 160
AAGGUATTCTTCAAGGA
AAGGCATTCTTCAALGA

TGAAATTCT TAGACCUGCACCAAGACGAACTAC
TGAAATTCT TAGACCUCACCAAGACGAACTACAG
TGAAATTCT TAGACCGCACUCAAGACGAACTALAG
TGAAATTCT TAGACCUCACCAAGACGAACTACAG AAGGCATTCTTCAALGA
TGAAATTCT TAGACCGCACCAAGACGAACTACAGUGAAGGCATTCT TCAAGGA
TGAAATTCT TAGACCUCACCAAGACGAACTACAG AAGGCATTCTTCAALGA|
TGAAATTCT TAGACCGCACCAAGACGAACTACAGUGAANGGUATTCTTCAALGA

GAAGGUATTCTTCAALGA
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