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SOUSA, Orlando Marcos Farias de. Estudo da infeccdo natural de Lutzomyia
longipalpis por Leishmania infantum e a flutuacdo mensal de flebotomineos
coletados no municipio de Camacari, Estado da Bahia. 109 f. if Dissertacéo
(Mestrado) — Fundacéo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz,
Salvador, 2010.

RESUMO

No municipio de Camacari, considerado area endémica para leishmaniose
visceral (LV), foi realizado estudo objetivando determinar a influéncia das
variaveis climaticas sobre a flutuacdo mensal da populacéo flebotominica e a
taxa de infeccdo natural desses flebotomineos por Leishmania infantum. Para o
levantamento entomolégico foram realizadas capturas sistematicas de
flebotomineos utilizando armadilhas tipo HP, tanto no peri como no
intradomicilio. As residéncias foram selecionadas em bairros pertencentes a
zona urbana orla e zona urbana sede, onde casos humanos de LV no foram
registrados municipio. As capturas foram realizadas entre dezembro de 2011 e
novembro de 2012. A relacdo entre pluviosidade, umidade relativa do ar e
temperatura e a proporcao de flebotomineos foi calculada utilizando o coeficiente
de Spearman. Para o estudo da infec¢@o natural dos flebotomineos foi utilizada
a técnica de gPCR. Os pools avaliados foram compostos por flebotomineos da
mesma espécie, distribuidos pelas residéncias, as quais foram investigadas no
intra e peridomicilio. Além disso, os pools foram distribuidos de acordo com o0s
12 meses de coleta. Os resultados mostraram que a fauna flebotominica é
diversificada, sendo composta por quatro géneros com ocorréncia de cinco
espécies. Espécimes de interesse epidemiolégico foram encontrados com
predominéncia para a espécie Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (98,4%). Foi
observada correlacdo positiva entre a densidade de flebotomineos e a variavel
pluviosidade na zona urbana sede durante o periodo de coleta (r = 0,66, p <0,02).
A correlacdo entre as variaveis biocliméticas e a densidade dos flebotomineos
também foi avaliada em bairros que se destacaram individualmente pela
densidade de flebotomineos, sendo encontrado correlacdo positiva para a
variavel umidade relativa do ar (r = 0,58 p <0,04) e associacdo similar para a
variavel precipitacdo durante o periodo de coleta (r = 0,67 p <0,01). As analises
moleculares mostraram infec¢do natural por Leishmania infantum em 10 pools
de 78 de pools de Lutzomyia longipalpis analisados. Estes achados aliados a
presenca do vetor competente da LV, Lutzomyia longipalpis em elevada
proporcao, e os estudos das varidveis climéticas alertam para a necessidade de
vigilancia epidemiologica e constituem em ferramenta Util para o planejamento
de medidas de controle contra LV no municipio de Camacari.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, Infeccdo Natural, Leishmaniose
Visceral, Flutuacdo Mensal



SOUSA, Orlando Marcos Farias de._Study of natural infection of Lutzomyia
longipalpis by Leishmania infantum and monthly fluctuation of sandflies collected
in Camacari, State of Bahia. 109 f. if Dissertacdo (Mestrado) — Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2010.

ABSTRACT

In Camacari city, considered an endemic area for visceral leishmaniasis
(VL), the study was conducted aiming to determine the climatic variables
influence on the sandflies monthly fluctuation and the natural infection rates by
Leishmania infantum in the sandflies. The entomological inventory was
performed with sandflies systematic captures using HP traps, both in
peridomiciliar well as in intradomiciliar. The residences were selected in districts
belonging to the coastline urban zone and headquarters urban zone, where
human cases of VL were recorded in the city. Captures were performed between
December 2011 and November 2012. The correlation between the number of
sandflies and the different climatic variables was calculated using Spearman's
coefficient. The sandfly natural infection was evaluated by gPCR technique.
Pools reviews were composed by sand flies of the same species, distributed
among households, which were investigated in peridomiciliare and
intradomiciliare. Additionally, pools were distributed according to the 12-month
sampling. The results showed that the phlebotomine fauna is diverse, consisting
of four genera and five species. Specimens of epidemiological interest were
found predominantly for Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (98.4%). In addition,
a positive correlation between sandfly density and pluviosity at headquarters
urban zone was observed during the collection period. (r = 0.66, p <0.02). The
correlation between bioclimatic variables and density of sandflies was also
evaluated in neighborhoods that stood out individually by the sandfly density. A
positive correlation was observed for the variable relative humidity during the
collection period (r = 0.58 p <0.04) and similar association for precipitation
variable in the same period (r = 0.67 p <0.01). Molecular analysis showed natural
infection by Leishmania infantum in 10 pools of 78 pools of Lutzomyia Longipalpis
analyzed. In summary, these findings combined with the presence of VL
competent vector, Lutzomyia Longipalpis in high density, and studies of climate
variables warn of the need for epidemiological surveillance and constitute a
useful tool for planning control measures against VL in Camacari.

Keis Word: Lutzomyia longipalpis, Natural infection, visceral leishmaniasis,
Monthly Fluctuation
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca infecciosa considerada
negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2010c). Apresenta
amplo espectro epidemiolégico no mundo, podendo apresentar-se como
zoonose, antroponose ou antropozoonose (Saude, 2008). A LV é uma doencga
que afeta principalmente regides pobres de paises em desenvolvimento. Sabe-
se que ela esta associada a fatores como desnutricdo, movimentos
populacionais em massa, condi¢cdes precarias de habitacdo, analfabetismo e
baixa imunidade do hospedeiro (WHO, 2010). Assim como em outras partes do
mundo, no Brasil a ocorréncia da LV estava limitada inicialmente a areas rurais
e a pequenas localidades urbanas (Saude, 2008). Modificacbes no ambiente e a
emergéncia de focos da doenca em areas urbanas sao fatores que predispdem
a expansao dessa doenca (Silva et al., 2001; Travi et al., 2002). Hoje, a LV
encontra-se em franca expansao, com incidéncia elevada em grandes centros
urbanos (De Santis et al., 2011; Carranza-Tamayo et al., 2010; Silva etal., 2011,
Soares et al., 2011).

A LV é causada por protozoarios flagelados pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (Ross, 1903). No
Brasil, 0 agente etiolégico € a Leishmania infantum, sinonimia de Leishmania
chagasi (Mauricio et al., 2000). Os parasitos sao transmitidos ao hospedeiro
mamifero, sejam eles cédes, raposas, macacos, ratos ou homem, pela picada de
fémeas de flebotomineos, que ao realizar o repasto sanguineo inocula as formas
promastigotas flageladas na pele desses animais (Alvar et al., 2004).

Os vetores transmissores da LV séo flebotomineos pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sendo o género Lutzomyia (Franca,
1924) responsavel pela transmissao das leishmanioses no Novo Mundo (Young
& Duncan, 1994). A espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é
considerada a principal espécie vetora responsavel pela transmisséo da LV no
Brasil. No entanto, foi assinalado o encontro de fémeas de Lutzomyia cruzi
(Mangabeira, 1938) infectadas em area endémica para LV em Corumba, Mato
Grosso do Sul, indicando que essa espécie é transmissora da doenca nessa

area endémica (Santos et al., 1998).
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No Brasil, o controle da transmisséo da Leishmania infantum é centrado
na reducdo da populacdo flebotominica e nas medidas de combate ao
reservatorio pelo diagnostico e eutanasia de caes soropositivos. Outras medidas
existentes sao o diagndstico e tratamento de casos humanos, além de atividades
de educacdo em saude, entretanto o impacto dessas medidas na transmissao
da LV é baixa quando séo utilizadas na auséncia das medidas de controle do
vetor e reservatério (WHO, 2010b; Brasil, 2006)

Os estudos sobre o comportamento das espécies de flebotomineos séao
imprescindiveis para a aplicacdo correta das medidas de controle quimico do
vetor (Barata et al., 2005). O monitoramento entomoldgico para avaliacdo da
flutuacdo da fauna flebotominica correlacionando-a com fatores climaticos, como
temperatura, umidade relativa do ar, indices pluviométricos e fatores fisiograficos
vem sendo realizado (Oliveira et al., 2008; Michalsky et al., 2009; Machado et
al., 2012; Queiroz et al., 2012; Saude, 2008), porém sao necessarias mais
informagdes. Outro fator de fundamental importancia para o entendimento da
cadeia de transmissdo da LV é a identificacdo das espécies vetoras, o
conhecimento de sua biologia e a determinacéo da taxa de infeccdo natural dos
fleb6tomos, nas areas endémicas para leishmaniose. A consolidacdo destas
informacdes é fundamental para a proposicdo de medidas de controle mais
efetivas (Silva, 2011).

No estado da Bahia, existem alguns estudos sobre a identificacdo de
flebotomineos em &reas consideradas endémicas para LV como no municipio
de Jacobina, Camacari e Jequié (Deane, 1956; Sherlock e Santos, 1964;
Sherlock e Guitton, 1969). No entanto, pouco se conhece sobre a fauna dos
flebotomineos nas areas urbanas da sede e orla no municipio de Camacari,
considerada area de transmissao intensa para LV (Brasil, 2006). Estudos para a
elucidacao do papel destes insetos na cadeia de transmissao da doenca nessa
area podem contribuir para a correta implementacéo de medidas de controle do
vetor e, em consequéncia, da disseminacgéo da LV na regido.

Nossa primeira hipétese é que a proporgdo dos flebotomineos na éarea
estudada segue um padrao de variacbes mensais considerando fatores bioéticos,
abidticos e sociais, e esta subestimada. A segunda hipdtese desse estudo € que
a prevaléncia da infeccdo natural da populagcéo flebotominica por Leishmania

infantum esta subestimada. Sendo assim o principal objetivo do nosso estudo foi
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determinar a flutuagdo mensal e a taxa de infeccdo natural por Leishmania da
populacdo flebotominica nas areas urbanas da sede e orla no municipio de
Camagari.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Epidemiologia

Atualmente, a LV é reconhecida como uma das mais importantes
zoonoses pela Organizacdo Mundial de Saude, devido a sua incidéncia e alta
letalidade, representando um desafio para os profissionais de saude (WHO,
2010b; Brasil, 2006). Em paises do Velho Mundo, a LV pode assumir um carater
antroponotico e zoondtico e a doenca tem basicamente uma distribuicdo rural,
podendo ocorrer também em regifes periurbanas nessas localidades (Bern et
al., 2010; Postigo, 2010; Who, 2010c). No Novo Mundo, essa enfermidade nao
tem uma distribuicdo rural, e, sim, urbana e periurbana (Harhay et al., 2011).
Estima-se que 500 mil novos casos de LV ocorram anualmente no mundo, dos
quais, aproximadamente 90% dos casos registrados nas Américas ocorrem no
Brasil (Albuquerque et al., 2009). Nesse pais, a doenca tem se concentrado em
areas urbanas nos ultimos 40 anos. Foram registrados 59.129 casos de LV entre
1980 a 2005, dos quais, 82,5% ocorreram no Nordeste. Mais recentemente, a
incidéncia no pais vem aumentando em outras regiées com concomitante
reducao percentual de casos no Nordeste, o que pode dar uma ideia errbnea de
melhora dos indices nessa regido. Os dados epidemioldgicos dos ultimos 10
anos revelaram aumento do numero total de casos no pais, além de
periurbanizacdo e urbanizacdo da LV em grandes centros urbanos. Assim,
existem relatos de ocorréncia de surtos em cidades como Belo Horizonte (MG),
Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Natal (RN), Fortaleza (CE),
Camacari (BA), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (Saude,
2008), além de ter sido detectada, mais recentemente, prevaléncia elevada de
LV em Cuiaba (De Santis et al., 2011), S&o Luiz (Felipe et al., 2011), Brasilia
(Carranza-Tamayo et al., 2010), Rio de Janeiro (Silva et al., 2011) e Teresina
(Soares et al., 2011).

O Estado da Bahia tem as mais altas taxas da doenca e o maior nimero
de casos novos no Brasil. Inicialmente, o problema foi concentrado no centro do
Estado, mas nos ultimos anos a doenca expandiu-se para 0 oeste, norte,
nordeste e também para as zonas costeiras sobretudo ao norte da capital,

Salvador (Franke et al., 2002; Oliveira e Araujo, 2003) (figura 1). Nesta regiéo,
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apesar do crescente volume de casos caninos, 0s registros de casos humanos
ainda sdo escassos ou, por vezes, concentrados em focos epidémicos.
Camacari € o municipio dessa regido que registra 0 maior nimero de casos
humanos e caninos de LV da regido, com registro de um surto epidémico de LV
em 1991. Uma avaliacdo da prevaléncia soroepidemioldgica da populacédo do
municipio de Camacari foi realizada em 243 individuos, e 30% destes
apresentaram resultado positivo na intradermorreagao e 14% na sorologia.
Nesse estudo, 460 cées foram avaliados quanto a soropositividade, sendo que

6,3% apresentaram anticorpos anti-Leishmania (Cunha et al., 1995).

FIGURA 1: Situagao da distribuicdo dos casos de LV e do vetor Lutzomyia longipalpis na Bahia
entre os anos de 2009 e 2011: Em amarelo estéo representados os Municipios sem ocorréncia
de casos e sem a presenca do vetor; em vermelho: Municipios sem casos e com a presenga do
vetor e em branco: Municipios com registros de casos. Fonte: LACEN/SUVISA (2009-2011).
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2.2 Agente etioldgico

Os parasitos causadores da LV no mundo sdo protozoarios que
pertencem a classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (Mauricio et al., 1999). Estes parasitos
apresentam no seu citoplasma uma organela caracteristica da ordem
Kinetoplastida, o cinetoplasto, composto de uma rede de moléculas de DNA
circulares (kDNA), que séo divididos em maxicirculos e minicirculos (Simpson,
1987). O género Leishmania pode ser dividido em dois subgéneros de acordo
com seu desenvolvimento no intestino do vetor em Leishmania e Viannia.
Segundo Lainson & Shaw (1987), os parasitos que apresentam um
desenvolvimento suprapilario aderindo-se a porcéo anterior e média do intestino
sdo agrupados no subgénero Leishmania, j& 0s que apresentam um
desenvolvimento peripilario, no qual apresentam uma fase de divisdo que se
aderem a parede do intestino posterior, pertencem ao subgénero Viannia.

A Leishmania spp. € um protozoéario bifasico, que encontra-se, nos
mamiferos, na forma intracelular obrigatéria, aflagelada, denominada amastigota
(Antoine et al., 1990; Alexander et al., 1999; Kaye e Scott, 2011), enquanto que
no trato digestorio do hospedeiro invertebrado, vetor fletotominico, apresenta-se
na forma denominada de promastigota. Esta forma é caracterizada por ser
extracelular e apresentar flagelo, estrutura que propicia mobilidade ao parasita
(Killick-Kendrick e Killick-Kendrick, 1991)

O agente causal da Leishmaniose visceral no leste da Africa e no
subcontinente indiano é a Leishmania donovani e na Europa, Norte da Africa
e América Latina, Leishmania infantum (Chappuis et al., 2007). O agente
etiol6gico no Brasil foi por muitos anos classificada como Leishmania chagasi.
Adicionalmente, alguns autores consideravam que Leishmania infantum e
Leishmania chagasi seriam subespécies (Lainson e Rangel, 2005). No entanto,
Mauricio e colaboradores (Mauricio et al.,, 2000) demonstraram em estudos
baseados em métodos moleculares que Leishmania infantum e Leishmania
chagasi sdo similares geneticamente, evidenciando pertencerem a uma mesma
espécie, devendo ser consideradas sinbnimos, tendo-se dado prioridade a

identificagdo Leishmania infantum por ter sido a espécie primeiramente descrita.
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2.3 Ciclo biolégico do parasito

O ciclo bioldgico da Leishmania comeca durante o repasto sanguineo das
fémeas dos flebotomineos, que injetam na pele do hospedeiro juntamente com
a saliva, as formas promastigotas metaciclicas do parasito (Killick-Kendrick,
1999). As células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro, macrofagos
da pele do hospedeiro mamifero, fagocitam as formas promastigotas do parasito.
Apos a fagocitose, as formas promastigotas no interior de vacuolos parasitoforos
se transformam em amastigotas, que multiplicam-se por divisdo binaria
longitudinal. Em razdo da multiplicacao intensa, células infectadas podem sofrer
ruptura ou realizar exocitose dos protozoarios, infectando outros macréfagos
presentes na pele do hospedeiro (Rittig e Bogdan, 2000). A partir dessa fase,
macrofagos e células dendriticas podem fagocitar as formas amastigotas
liberadas no meio extracelular e migrar para os linfonodos de drenagem (Moll,
1993; Muraille et al., 2003). Posteriormente, a disseminacdo do protozoario
podera ocorrer para diversos orgaos do sistema fagocitico-mononuclear (como
figado, baco, medula 6ssea e linfonodos). Ao se alimentar em um hospedeiro
infectado, a fémea do flebotomineo ingere os macrofagos presentes na pele e
no sangue do hospedeiro contendo as formas amastigotas, que sofrem divisdo
binaria no seu intestino, transformando-se em promastigotas. Estas formas
também multiplicam-se por divisédo binaria longitudinal, passando por mudancas
morfolégicas e fisioldgicas. O primeiro estadio no vetor € chamado promastigota
prociclica, que possui baixa motilidade e se replica no interior da matriz
peritréfica, estrutura quitinosa que separa o sangue ingerido, do epitélio intestinal
(Secundino et al., 2005). Ap6s alguns dias, os parasitos se diferenciam em
formas alongadas e com alta motilidade, chamadas nectomonas. Estas se
dirigem para o exterior da matriz peritrofica e aderem ao epitélio intestinal. As
nectomonas se diferenciam em leptomonas, formas curtas que continuam a se
replicar. A partir dai, alguns parasitos se diferenciam em forma aptomonas e
outros em promastigotas metaciclicas, que sédo formas longas, apresentam um
longo flagelo, alta motilidade e ndo mais se dividem. As promastigotas
metaciclicas se desprendem da parede do inseto vetor, e sdo as formas
infectivas para o hospedeiro vertebrado. Em um segundo repasto sanguineo,

realizado pela fémea do flebotomineo, as formas metaciclicas podem ser
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injetadas na derme do hospedeiro mamifero o que permite manter o ciclo
(Ashford, 2000; Choi e Lerner, 2001; Bates, 2007).

2.4 Reservatorios Hospedeiros

Os cédes domésticos e selvagens (Canis familiaris) sao considerados os
mais importantes reservatorios de Leishmania infantum (Deane & Deane, 1955;
Laison & Rangel, 2005). Em regides urbanas, existem fortes evidéncias de que
0S caes sao 0s principais reservatorios da LV zoondtica, dentre eles destacam-
se: | - cdes sdo altamente susceptiveis a infeccdo, apresentam intenso
parasitismo cutaneo e vivem em proximidade ao homem (Dantas-Torres, 2006);
Il) epidemias caninas precedem as epidemias humana em centros urbanos
(Bevilacqua et al., 2001; Alvar et al., 2004); I1ll) a transmisséo de Leishmania
infantum é mantida através de ciclo entre o cdo e o inseto em comunidades
urbanas e periurbanas (Lanotte et al., 1979; Berrahal et al., 1995,8); IV) a
prevaléncia canina se mantém alta, mesmo em periodos em que a prevaléncia
de casos humanos é baixa (Fraga et al., 2012); V) a Leishmaniose visceral
canina (LVC) esta presente em cerca de 50 dos 88 paises afetados pela LV,
sendo os trés maiores focos: a bacia do Mediterraneo, a China e a América do
Sul (Alvar et al., 2004).

Existem estudos que sugerem que além do cdo, outros animais silvestres
e domeésticos podem ser considerados reservatérios da LV. Raposas (Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) séo os principais
reservatorios em ambiente silvestre. Segundo Cabrera e colaboradores (2003),
0s gambas podem assumir um papel muito importante na epidemiologia da
doenca em éareas urbanas endémicas para LV, onde a maioria dos mamiferos
silvestres ndo sdo normalmente encontrados. Além disso, em ambiente
doméstico, existem evidéncias de alta soroprevaléncia em gatos (Felis catus).
Em um estudo de marcadores de infecgdo por Leishmania, Martin-Sanchez e
colaboradores (2006), pesquisaram 183 gatos do sul da Espanha, encontrando
uma soropositividade de 60% pela aplicacdo da técnica de RIFI. Nesse mesmo
estudo, cerca de 25,7% dos gatos estudados apresentaram parasitemia,
identicada por cultura do parasito e PCR. O papel epidemiolégico desses

animais ainda ndo esta definido e deve ser melhor estudado. A infeccdo de
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outros animais de grande porte como cavalos também ja foi descrita utilizando
técnicas sorologicas (Fernandez-Bellon et al., 2006). Ainda segundo o autor, a
rara ocorréncia de casos de leishmaniose em cavalos sugere que a resposta

imunitaria nessa espécie é eficaz no controle da infeccao.

2.5 Vetor

Os flebotomineos transmissores da LV sdo pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sendo o género Phlebotomus
(Rondani & Berté, 1840) e Lutzomyia (Franca, 1924) responsaveis pela
transmissdo das leishmanioses no Velho Mundo e no Novo Mundo,
respectivamente.

A espécie Lutzomyia longipalpis no Brasil foi descrita inicialmente por Lutz
& Neiva em 1912 e, redescrita por Frangca, em 1920, como Phlebotomus
longipalpis, (Mangabeira, 1969). A espécie Lutzomyia longipalpis é considerada
um complexo de espécies com elevada capacidade de colonizar diferentes
habitats (Lainson e Rangel, 2005). Ela predomina na fauna flebotominica das
areas endémicas para LV, adaptando-se facilmente ao peridomicilio e a
variagbes de temperatura, podendo ser encontrada no interior dos domicilios e
em abrigos de animais domésticos (Sherlock, 1996). A ocorréncia desta espécie
vem aumentando no interior e ao redor de habitagbes humanas, facilitando a
transmissao da doenca, devido a sua grande capacidade de adaptar-se aos
varios ambientes (Barata et al., 2005). Além disso, a Lutzomyia longipalpis
demonstra avidez para sugar o sangue humano e de varias outras espécies de
mamiferos silvestres e domésticos (Deane, 1956; Saraiva, Andrade Filho,
Falcao, De Carvalho, De Souza, Freitas, Gomes Lopes, Moreno e Melo, 2011,
Afonso et al., 2012; Brasil, 2006).

Existem evidéncias que apontam a Lutzomyia longipalpis como a principal
espécie vetora transmissora da LV no Brasil, como: I) ocorréncia de casos
humanos e caninos de LV associada as distribuicfes geogréaficas desta espécie
de flebotomineo; Il) encontro de Lutzomyia longipalpis naturalmente infectado
com Leishmania infantum; IIl) possibilidade de se obter Lutzomyia longipalpis
infectados experimentalmente com Leishmania infantum; IV) atracdo de

Lutzomyia longipalpis para reservatorios de Leishmania infantum (cées e
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raposas); e V) estabelecimento de um modelo experimental de transmissao de
Leishmania infantum pela picada de Lutzomyia longipalpis infectado (Deane,
1956; Laisson et al., 1977; Sherlock 1996, 1997). Alguns autores defendem a
participacdo de outras espécies de flebotomineos na transmissédo da LV na
Ameérica com base na sua distribuicdo coincidente com a doenca e infeccao
natural dos vetores (Davies et al., 2000; Gontijo et al., 2008; Saraiva et al., 2009;
Carvalho et al., 2010). A espécie Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938) foi
incriminada como vetor da LV, devido ao seu encontro na regido de Ladario e
Corumba no Estado do Mato Grosso do Sul, onde casos de LV foram
identificados dissociados da presenca de Lutzomyia longipalpis (Galati et al.,
1997; Santos et al., 1998).

2.6 Métodos para deteccao de Leishmania em flebotomineos

A determinacdo das taxas de infeccdo natural por Leishmania de
flebotomineos em areas endémicas e a identificacdo correta da espécie de
Leishmania constituem importantes ferramentas para o0s estudos
epidemioldgicos das leishmanioses, devendo ser imprescindiveis para a
aplicacdo correta das medidas de controle da doenca (Sherlock, 1995,8;
Michalsky et al., 2002).

Diversas técnicas tém sido empregadas para deteccdo de Leishmania
spp. em insetos vetores. Os métodos classicos utilizados para a deteccéo da
infeccdo natural nos flebotomineos, sdo o método parasitoldgico com
observacédo da infeccao por Leishmania apés a disseccao do trato digestivo do
vetor e identificacdo dos parasitos in situ, ou a inoculacdo em animais de
laboratorio (Carvalho et al., 2008; Michalsky et al., 2002).

A técnica da dissecc¢do do trato digestivo do vetor e pesquisa direta do
parasito foi empregada por diversos autores (Rangel et al., 1984, Feliciangeli et
al., 1988; Azevedo et al., 1990; Garrido et al., 1990; Carvalho et al., 2008). No
entanto, existem fatores que limitam a deteccdo do parasito no interior dos
vetores: — i) a dificuldade e demora no processamento de um grande numero
de amostras; ii) a baixa prevaléncia de infec¢do por Leishmania encontrada nos

vetores em areas endémicas (Ashford et al., 1992); e —iii) baixa especificidade
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devido a fatores de confundimento no diagndstico, como por exemplo, a
presenca de outros tipos de parasitos albergados pelas fémeas de flebotomineos
como algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum, que passam por
estagio de promastigota que é indistinguivel do mesmo estdgio de Leishmania
(Barbosa et al., 2006; De Paiva et al., 2007; Carvalho et al., 2008).

Atualmente, a técnica da dissec¢cado vem sendo substituida por métodos
moleculares, com o uso da reacao em cadeia da polimerase (PCR), que consiste
na amplificacdo do DNA do parasito. Esta técnica apresenta como principais
vantagens, especificidade e sensibilidade elevadas (Paiva et al., 2007; Carvalho
et al., 2008; Marcondes et al., 2009).

Uma série de ensaios de PCR para deteccao de DNA de Leishmania, tém
sido aplicados aos estudos das taxas de infeccédo natural de flebotomineos com
resultados de sensibilidade e especificidade diferentes,(Aransay et al., 2000;
Marcondes et al., 2009; Pita-Pereira et al., 2009). A PCR quantitativa (QPCR), a
tipagem de especies de Leishmania com RFLP, hibridacdo ou sequenciamento
do DNA de Leishmania amplificado por PCR com iniciadores espécie-
especificostambém tem sido utilizadas (Jorquera et al., 2005; Garcia e Dujardin,
2007; Ranasinghe et al., 2008; Saraiva, L. et al., 2009).

2.7 Estudo da Infeccédo natural de flebotomineos

Diversos autores capturaram espécimes de Lutzomyia longipalpis e
demonstraram infec¢cdo natural por Leishmania infantum utilizando distintas
técnicas diagndsticas (Silva et al., 2007; Savani et al., 2009; Missawa et al., 2010;
Michalsky et al., 2011; Freitas et al., 2012). A taxa de infec¢cdo natural desses
insetos em areas endémicas relatadas é baixa, variando de 0,2% a 2% (Miranda,
et al., 2002; Oliveira-Pereira, Rebélo, Moraes, et al., 2006). Esse dado contrasta
com a alta incidéncia da doenca nessas regioes (Rodriguez et al., 1999a; Luz et
al., 2000). Em outros estudos a infeccdo natural dos flebotomineos né&o foi
detectada, quando a técnica utilizada foi a dissec¢cdo das fémeas para
visualizagao do parasito (Carvalho et al., 2008; Mayrink et al., 1979; Vexenat et
al., 1986)

Além das espécies Lutzomyia longipalpis e Lu. cruzi, outras espécies de

flebotomineos também tém sido sugeridas como vetores potenciais da LV no
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continente americano, sendo encontradas infectadas naturalmente, como
Pintomyia (Pifanomyia) evansi (Nunez-Tovar, 1924) na Coldémbia (Davies et al.
2000), Migonemyia (Migonemyia) migonei (Franca, 1920) em Pernambuco
(Carvalho et al., 2010), Lutzomyia (Lutzomyia) forattinii em Mato Grosso (Pita-
Pereira et al., 2008), Evandromyia (Barretomyia) cortelezzi (Bréthes, 1923) em
Minas Gerais (Gontijo et al., 2008), Evandromyia (Barretomyia) sallesi e
Nyssomyia neivai (Saraiva et al., 2009) em Minas Gerais. O resultado desses
estudos sugerem a necessidade de constante monitoramento dessas espécies
nas areas endémicas onde sdo capturados para avaliacdo de sua participacéo

no ciclo de transmissao da LV.

2.8 Distribuicdo da Lutzomyia longipalpis na Bahia

Os vetores das leishmanioses tém sido estudados desde o ano de 1958
por diversos autores que investigaram a ocorréncia destes em grande parte do
territério da Bahia, possibilitando o conhecimento da fauna e distribuicdo desses
flebotomineos, principalmente do Lu. longipalpis (Mangabeira & Sherlock,
195,81; Forattini et al., 1973). No Estado da Bahia, foram detectadas 76 espécies
de flebotomineos (Sherlock & Dias-lima, 1995). Em um estudo realizado pela
equipe do Laboratério de Parasitologia e Entomologia (LAPEN) do Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz (CPqGM - Fiocruz), a espécie Lutzomyia longipalpis
representou 70,6% do total de 108.113 exemplares capturados. Ainda de acordo
com dados de notificacdo do LAPEN e da FUNASA, essa espécie esteve
presente em 121, dos 417 municipios baianos (Sherlock; Dias-Lima, 1995). Mais
recentemente, relatérios elaborados pelo Laboratério Central de Saude Publica
Professor Goncalo Moniz (LACEN) em trabalhos de monitoramento realizados
na Bahia entre os anos de 2009 e 2011, revelaram que a Lutzomyia longipalpis

esta presente em 300 dos 417 municipios baianos (Figura 2).

Em um estudo realizado na localidade de Monte Gordo, situada na zona
litoranea do municipio de Camacari, regido norte do Estado da Bahia, foram
realizadas capturas entomoldgicas em areas de florestas e areas desmatadas

com a ocorréncia da espécie Lutzomyia longipalpis (Dias-Lima, 2004). Em anos
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posteriores, um estudo realizado por Julido et al., (2007) neste mesmo municipio,

detectou a presenca de Lutzomyia longipalpis em 50% das areas investigadas

2.9 Influéncia das variaveis ambientais sobre os flebotomineos

A avaliacé@o de ocorréncia de variacdo sazonal na fauna flebotominica é
importante para a compreensdo da biologia, da relacdo entre a espécie e seu
habitat, , assim como, da importancia epidemiolégica dos vetores e sua dinamica
na transmissao da leishmaniose (Macedo et al., 2008). Os dados encontrados
nesses estudos sédo importantes para propor medidas de controle que possam
diminuir a proporcao de flebotomineos nos locais avaliados.

Diversos autores tém sugerido uma relacdo clara entre os fatores
biocliméaticos, como temperatura, umidade relativa do ar e pluviosidade e a
proporcao de flebotomineos, demonstrando que esses fatores podem influenciar
a ocorréncia desses insetos em determinadas areas (Macedo et al., 2008;
Michalsky et al., 2009; Amora, 2010). O aumento na proporg¢ao da populacao de
flebotomineos foi relatado em diversos estudos durante os meses chuvosos,
sugerindo que a ocorréncia de periodos de alta umidade é um fator favoravel
para a proliferacdo e sobrevivéncia de Lutzomyia longipalpis (Salomon et al.,
2002; Barata et al., 2004; Ximenes et al., 2006). Por outro lado, outros estudos
mostraram reducdo na frequéncia de flebotomineos concomitantemente com
altos indices pluviométricos (Souza et al., 2004; Dias et al.,, 2007). Segundo
Franke e colaboradores (2002), o fen6meno El Nifio € um fator que poderia estar
influenciando na variacdo da incidéncia anual de LV, assim como na variacdo da
ocorréncia de flebotomineos. E possivel que a ocorréncia de um longo periodo
seco desencadeado por esse fendbmeno possa influenciar negativamente na
presenca e distribuicdo dos vetores e na intensidade da transmisséo da doenca.
Em relagéo a temperatura, ndo foi encontrada correlacdo entre a presenca de
flebotomineos e a variagdo de temperatura. Porém a auséncia de correlagédo
pode ter ocorrido devido & pequena variacdo de temperatura que ocorreu
durante o periodo estudado (Macedo et al., 2008). Nos habitats naturais dos
flebotomineos, Dias e colaboradores (2007), mostraram evidéncias de que

pequenas variacées na temperatura e umidade s&o suficientes para alterar a
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dindmica das populacbes de flebotomineos favorecendo aumento da

proliferagdo destes insetos.

FIGURA 2: Mapa de distribuicéo da espécie Lutzomyia longipalpis no Estado da Bahia até o ano
de 2011. Os municipios marcados em roxo representam aqueles em que foram encontrados a
espécie Lutzomyia longipalpis nos monitoramentos entomol6gicos realizado pelo

LACEN/SUVISA no estado da Bahia.
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3 OBJETIVO GERAL
Determinar a flutuacdo mensal e a taxa de infec¢cdo natural por Leishmania na
populacdo flebotominica em éareas urbanas e periurbanas em bairros do
municipio de Camacari-BA

3.1 ESPECIFICOS

° Identificar a fauna flebotominica nas zonas urbana orla e urbana sede

do municipio

o Determinar a diferenca do perfil de distribuicdo dos flebotomineos nas

zonas estudadas

o Determinar a influéncia das variaveis climaticas sobre a populacao

flebotominica

o Determinar a frequéncia da infeccao natural dos flebotomineos nos

meses de estudo
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4 METODOLOGIA

4.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no municipio de Camacari (Figura 3), que é dividido
em trés distritos sanitarios: Camacari (sede), Vila de Abrantes e Monte Gordo.
Os bairros dos distritos estdo organizados em quatro zonas: zona urbana orla,
zona urbana sede, zona rural orla e zona rural sede. Camagari tem o maior
territdrio da regido metropolitana de Salvador, distante da capital do estado da
Bahia em cerca de 41 km (SESAU-Camacari, 2010). Camacari limita-se ao norte
com Mata de S&o Joéo, ao sul com Lauro de Freitas, ao sudoeste com Simdes
Filho, a oeste com Dias D'Avila e a leste com o Oceano Atlantico. Seu territorio

é de 785 Km? e sua faixa litoranea é de 42 Km.

Legenda
Estado da Bahia Camagari

o Monte Gordo
Vila de Abrantes

N
0 4.85 9.7 19.4 Meters A
L 1 1 | 1 1 |

FIGURA 3. Territério do Municipio de Camacari - BA com as demarcac¢des dos distritos (Vila de
Abrantes, Monte Gordo e Sede) e os limites do municipio. Fonte PERH, 2005. Modificado por
LANDOSIG - UFBA 2012.
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Camacari situa-se na latitude 12°41°51” e longitude 38°19'27”. Segundo
0 IBGE, sua populagdo € de 275.575 habitantes, (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, 2013). O municipio possui clima tropical imido com
temperatura média de 26°C. Possui trés areas de protecdo ambiental (APAS):
Joanes/Ipitanga, Rio Capivara e Lagoas de Guarajuba, além de dunas,
manguezais, restingas, mata ciliar e mata atlantica compondo as coberturas

vegetais (Prefeitura municipal de Camagcari, 2012).

4.2 Estudo Piloto

Residéncias foram selecionadas no municipio de Camagcari para a
realizacdo de um estudo piloto entre maio e agosto de 2011, visando conhecer
previamente a fauna flebotominica do local. Para escolha dos bairros e das
residéncias foi utilizado um banco de dados contendo os casos de LV do
municipio. Também foram utilizados croquis dos bairros do municipio fornecidos
pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de Camacari, que auxiliaram na
localizacdo dos casos da doenca e na escolha das areas para instalacao das
armadilhas. Nesse estudo foram realizadas coletas ndo sistematicas com
instalacdo de armadilhas para coleta de flebotomineos, por trés dias
consecutivos, em 14 bairros do municipio que haviam apresentado casos de LV
humana e/ou canina.

As coletas de flebotomineos foram realizadas com armadilhas luminosas
do tipo HP (Pugedo et al., 2005) (Figura 4). As armadilhas foram instaladas nas
residéncias selecionadas em dois pontos, uma no intradomicilio e outra no
peridomicilio (quintal e abrigos de animais) (Figura 5) e ficaram expostas das
17:00h as 6:00h da manha seguinte, perfazendo um total de 13 horas de coleta
ininterrupta. A instalacdo das armadilhas foi repetida por trés noites consecutivas
nos mesmos locais, conforme preconizado pelo Manual de Vigilancia e Controle
da LV (Brasil, 2006).

4.3 Estudo Sistemaéatico

4.3.1 Selegéo das residéncias para coleta de flebotomineos
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Para o estudo realizado com coletas sistematicas dos flebotomineos,
durante o periodo de dezembro de 2011 a novembro de 2012, foram
selecionadas 15 residéncias segundo critérios epidemioldgicos e ambientais.
Foram selecionadas residéncias consideradas receptivas a presenca do vetor
flebotominico Lutzomyia longipalpis que apresentaram caracteristicas tais como:
a) presenca no peridomicilio de matéria organica em abundéancia, b) areas com
sugestdo de ocorréncia de alta umidade, c) abrigo de animais préximo as
residéncias humanas, d) presenca de arvores com raizes e/ou ocorréncia de
buracos em pedras que séo locais onde pode haver oviposi¢cdo do vetor. Como
base para os critérios epidemiolégicos também foi considerada a presenca de
casos de LV humana e/ou canina notificados na residéncia e/ou vizinhanga nos
altimos cinco anos. Algumas residéncias do estudo piloto, que atendiam aos

critérios epidemioldgicos acima descritos, foram incluidas no estudo sistematico.

FIGURA 4: Armadilha tipo HP instalada no interior de um galinheiro.

4.3.2 Captura sistemética dos flebotomineos

Durante o estudo sistematico, a metodologia utilizada para captura dos
flebotomineos foi similar a utilizada no estudo piloto, distinguindo-se desta, pela
repeticdo mensal das coletas realizadas nas mesmas residéncias selecionadas
durante 12 meses ininterruptos, entre os meses de dezembro de 2011 a

novembro de 2012.
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Para a coleta dos flebotomineos foram utilizadas 30 armadilhas
instaladas em 11 bairros do municipio: 5 bairros pertencentes a zona urbana orla
- Barra de Pojuca, Monte Gordo, Barra de Jacuipe, Areias e Jaud, e 6 bairros da
zona urbana sede do municipio - Parque Real Serra Verde, Jardim Limoeiro,
Verde Horizonte, Nova Vitoria, Parque Verde Il e Phooc Il (Anexo 1). As coletas
foram realizadas preferencialmente nas duas primeiras semanas de cada més.
Sendo que, na primeira semana de cada més, foram avaliados os bairros da

zona urbana orla e, na segunda semana, os bairros da zona urbana sede.

Barra de Pojuca o Barra de Jacuipe

FIGURA 5: Diferentes locais de instalacdo das armadilhas nas residéncias para captura dos
flebotomineos A) Intradomicilio de uma residéncia em Monte Gordo sem reboco na parede e
com presenca de buracos; B) Peridomicilio de uma residéncia em Monte Gordo com a presenca
de galinheiro e vegetacao no seu entorno; C) Exemplo de peridomicilio de residéncia em Barra
de Pojuca com presenca de matéria orgéanica, raizes de arvores e vegetacao préxima a um abrigo
de cao; D) Peridomicilio de uma residéncia em Barra de Jacuipe com criacdo de galinaceos e
vegetacdo no entorno da criagdo dos animais.

4.4 Etica: Termo de consentimento livre e esclarecido
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Para inclusdo das residéncias no estudo, cada proprietario assinou um
termo de consentimento livre e esclarecido, contendo o titulo do projeto, seus

objetivos e os procedimentos a serem adotados durante o estudo (Anexo 2).

4.5 Aplicacédo de questionario

Apbés a assinatura do termo de consentimento para participacdo
voluntaria, o estudo foi iniciado com a aplicacdo de um questionario ao
proprietario da residéncia (Anexo 3). O questionario aplicado consistiu em uma
ferramenta para coleta dos dados referentes a informacBes de: 1) dados
cadastrais do proprietario da residéncia, Il) dados de georreferenciamento da
residéncia, Ill) medidas de controle para insetos adotadas na area do estudo, V)
tipo de ambiente investigado, VI) informacdes a respeito da ocorréncia de casos
de LV humana e/ou canina nas residéncias investigadas e na vizinhanca, VII)
presenca de fatores de risco ambientais ligados a presenca de flebotomineos,
como a presenga de animais domeésticos e/ou animais de criagdo e mas
condi¢cBes de conservacdo do peridomicilio. Outros dados observados foram o
tipo de parede, de chdo e teto das residéncias avaliadas, presenca de
vegetacdo, jardins, &rvores, madeiras empilhadas, folhas e troncos
podres, canais de &guas pluviais e esgotos abertos, fatores que
representam risco para a presenca de criadouros de flebotomineos. Também
foram anotados dados relacionados a instalacdo das armadilhas e coleta de
flebotomineos.

Todos os dados pessoais/confidenciais obtidos pela aplicacdo desse
questionario foram mantidos em banco de dados criado no programa Epinfo,

com acesso restrito e 0s questionarios foram mantidos em armarios trancados.

4.6 Georreferenciamento e obtencéo de dados climaticos

No momento da aplicacdo do questionério e da instalagdo das armadilhas
para levantamento da fauna de flebotomineos, foi utilizado um aparelho Global
Positioning System (GPS) modelo Garmin® eTrex HC para georreferenciar as

residéncias investigadas.
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Com afinalidade de obter dados microclimaticos de temperatura, umidade
relativa do ar e velocidade dos ventos nos locais de instalacdo das armadilhas
foi utilizado um aparelho termo-higro-anemémetro. Os dados foram copilados
uma vez por més no peridomicilio das residéncias nos locais exatos de
instalacdo das armadilhas, durante todo o estudo. Dados mensais de
pluviosidade foram compilados do banco de dados histéricos do INMET (Instituto
Nacional de Meteorologia), 4° distrito da Bahia. Esses dados de pluviosidade
foram referentes a base meteoroldgica de Ondina, situada na capital Salvador.
As variaveis microcliméaticas de temperatura, umidade e pluviosidade foram
utilizadas para avaliacdo de correlagdo entre elas e a proporgdo dos
flebotomineos capturados ao longo do estudo, assim como a flutuacdo mensal

de insetos capturados.

4.7 Preparo, montagem e Identificacdo dos flebotomineos

As armadilhas provenientes do campo foram recolhidas e levadas ao
laboratorio do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Camacari-
BA, onde os insetos capturados foram triados com o auxilio de microscopio
estereoscopico, identificando os flebotomineos dentre os outros insetos. As
outras espécies de insetos foram descartadas e os flebotomineos foram triados
por sexo e acondicionados em tubos devidamente catalogados, apresentando
informacdes quanto a quantidade de flebotomineos capturados, data e local de
captura. Os flebotomineos machos e fémeas foram acondicionados inicialmente
em tubos contendo alcool 70% e mantidos a -4°C.

No dia seguinte a captura, os flebotomineos mantidos nos tubos foram
levados para o Laboratério de Patologia e Biointervencéo (LPBI) do Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz — CPqGM, onde o0s machos permaneceram
acondicionados em tubos contendo alcool 70% e as fémeas foram
acondicionadas em tubos com dimetilsuféxido (DMSO) a 6%. Os tubos foram
mantidos a -70°C até o momento da identificagao.

A identificacdo taxonémica dos flebotomineos foi realizada no LPBI-
CPgGM e a confirmacao da identificacdo das espécies foi realizada de forma

cega pela equipe do laboratério de entomologia do LACEN.
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Os flebotomineos capturados foram identificados utilizando descri¢cdes
especificas, chaves taxonémicas e comparacdes com exemplares da colecdo de
referéncia do laboratorio de entomologia do LACEN. A classificacdo adotada foi
a proposta por Galati (2003). Alguns exemplares ndo estavam integros,
apresentando somente parte do material, o que permitiu a identificacdo do
género, mas ndo da espécie do inseto.

Os flebotomineos machos foram preparados para a identificacdo da
espécie, de acordo com as técnicas padronizadas pelo setor de entomologia do
LACEN. Os espécimes foram submetidos ao processo de diafanizacdo ou
clarificacdo, em trés etapas: i) incubacdo em uma solugcdo de hidréxido de
potassio 20% por 24 horas, ii) incubacdo em acido acético 10% por 40 minutos
e 3 lavagens com H20 destilada, com imersao por 15 min em cada lavagem e iii)
incubacdo em uma solucéo de lacto-fenol por 24h. Em seguida, os flebotomineos
clarificados foram dispostos em laminas para avaliacdo quanto as suas
caracteristicas morfologicas especificas, utilizando microscopio Optico (100x e
400x).

Para identificacdo dos espécimes fémeas dos flebotomineos, estas
tiveram o corpo dissecado para separar a cabeca e os dois Ultimos segmentos
abdominais. Foi utilizado o protocolo padronizado pelo Laboratério de
Leishmanioses (LALEIl) do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR). A
cabeca e o fragmento do abdémen foram montados entre lamina e laminula,
utilizando-se liquido de Berlese de acordo com a técnica de Langeron (1949)
modificada (Figura 6). O restante do corpo de cada fémea dissecada (fragmento
contendo toérax e resto de abddbmen) foi novamente acondicionado em
dimetilsufoxido a 6% e os tubos foram mantidos a -70°C, até a extracao do DNA
gendmico. Para cada fragmento de fémea mantido em dimetilsufoxido a 6%, uma
lamina foi montada contendo cabeca e abdémen devidamente identificados. Os

insetos identificados foram catalogados no LPBI para consultas posteriores, 0s
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machos foram mantidos em solucdo de lacto-fenol e as fémeas permaneceram

montadas em laminas.

FIGURA 6: Fotografias de microscopia Optica demonstrando as principais estruturas
morfologicas utilizadas na identificacdo de fémeas de flebotomineos. A) e B) Segmentos
dissecados do abdémen de fémea da espécie Lutzomyia longipalpis aumentada em 100x e 400x
respectivamente; C) Espermateca de fémea da espécie Lutzomyia longipalpis aumentada em
1000x; D) Cabeca de uma fémea de flebotomineo; E) Regido da cabeca de uma fémea da
espécie Lutzomyia evandroi destacando a regido com a presenca do cibario em destaque; F)
Regido da cabeca de uma fémea de Lutzomyia longipalpis contendo pecas bucais como faringe,
labrofaringe e presenca dos palpémeros.
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4.8 Composicédo dos pools de flebotomineos

ApoGs a identificacdo das fémeas, o material restante da disseccao
contendo fragmentos do térax e restos de abdémens de cada fémea foram
reunidas em pools para processamento de extracdo de DNA. Os pools foram
compostos por flebotomineos coletados da mesma espécie, nas mesmas
residéncias, divididos quanto a intradomicilio e peridomicilio e de acordo com os
meses de coleta no estudo. Os pools foram compostos por uma Unica espécie
variando de 2 a 10 fragmentos de fémeas por pool.

4.9 Extracdo de material genémico de flebotomineos

A identificacdo das fémeas foi realizada por um método diferente daquele
utilizado para identificacdo dos espécimes machos, pois para que fosse extraido
DNA do flebotomineo e do parasito para realizacdo da qPCR, as fémeas néo
passaram pelo processo de diafanizacao (item 4.7). Os flebotomineos fémeas
de Lutzomyia longipalpis selecionados para composi¢cao dos pools segundo os
critérios supracitados foram transferidos para tubos “eppendorfs” de 1,5 mL de
fundo oval. A extragdo de DNA foi realizada de acordo com os protocolos de
Souza e colaboradores (2004) e Michalsky e colaboradores (2002) modificados.
Para obtencdo do DNA dos pools de fémeas, os pools compostos por 2 a 10
abddémens foram macerados em tubos de 1,5 mL contendo 60 ul de tampéao de
lise celular (100mM Tris-HCL, 100 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 8,0)
e 10 uL de solucéo de proteinase K a 1 mg/mL (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) com o auxilio de um pistilo plastico (Sigma Aldrich, St Louis,
Missouri, USA) autoclavado. Em seguida, o material macerado foi incubado em
banho-maria a 37°C por um periodo de 16 a 18 h. Ao final do periodo de
incubacao, foram adicionados aos extratos de DNA: 70 uL de agua miliQ
ultrapura e 120 ul de fenol saturado em tampé&o (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM
EDTA). Em seguida, esses extratos foram homogeneizados e centrifugados a
14.000 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Os sobrenadantes obtidos
foram transferidos para novos tubos de 1,5mL. No novo tubo foram adicionados
120 pl de uma mistura de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), seguido de

centrifugacéo por 5 min a 14.000 x g. Em seguida, os sobrenadantes obtidos
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foram novamente transferidos para novos tubos de 1,5 mL e foram precipitados
em 200 pl de etanol absoluto a 4°C e 20 ul de acetato de sodio (3M, pH 5.2)
overnight a -20°C. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 14.000 x g
por 20 min. Os sobrenadantes foram entdo descartados e os pellets lavados por
centrifugacdo com 100 upl de etanol absoluto e submetidos a uma dltima
centrifugacdo a 18.500 x g por 20 min. Os sobrenadantes obtidos foram
descartados e os tubos mantidos a temperatura ambiente para secagem do
restante do alcool presente na parede do tubo. Apds a secagem, as amostras de
DNA foram ressuspensas em 50 pl de tampao Tris-EDTA 1X (TE).
Posteriormente, a concentracdo das amostras foi determinada usando
espectrofotometro digital (Nanodrop® ND-1000 Thermo Scientific, Wilmington,
USA). Por fim, as amostras de DNA foram aliqguotadas na concentracdo de 20

ng/uL e estocadas no freezer a -20°C até sua utilizacéo.

4.10 PCR quantitativa (QPCR)

4.10.1 Gene constitutivo especifico de flebotomineo

Na PCR em tempo real realizada foram utilizados primers adequados para
sonda TagMan que tém como alvo o gene da periodicidade de Lutzomyia
longipalpis (GenBank AF446142; Bauzer et al. (2002) e que ndo amplificam o
DNA gendmico da Leishmania. O valor de amplificacdo do gene controle de
flebotomineos foi utilizado para normalizar a concentracdo da amostra de DNA
de Leishmania presente nas amostras dos pools de fémeas de flebotomineos,
bem como para assegurar que os resultados negativos no teste ndo ocorreram
devido a problemas na amostra, como degradacdo de DNA ou presenca de
inibidores de PCR. Para amplificar o gene da periodicidade como referéncia
interna do DNA genbmico de flebotomineo, foram usados o pre-developed
TagMan assay reagents (Perkin-Elmer Applied Biosystems). As reacoes foram
realizadas em um volume final de 25 pL, contendo: 5 pL da amostra de DNA
flebotominico, diluido com &gua deionizada na concentracdo de 20 ng/uL, e 20
pL de mistura de PCR, que consiste em 12,5 pL da Universal Mastermix (Perkin-
Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), primer foward 5'-A
ATTTCTTTTCCTTAGGACCATCGA-3' (Fleb-F) e primer reverse 5'-
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TAGGACATCTTCGGAAAATTGTTG-3' (Fleb-R), 1,5 pL ambos em uma
concentragdo final de 900 nM, e wuma sonda fluorogénica 5'-
AMTCCTCASAGTCTTTGACTCCACGTTGGTT-3' que foi sintetizada junto com
uma molécula TAMRA reporter ligado a extremidade 5', assim como um MGB-
QNQ quencher ligado a extremidade 3’ (Perkin-Elmer Applied Biosystems), 2,5
ML em uma concentracao final de 200 nM e 2ul de BSA (2,5ug) para completar
o volume final da reacdo de 25 pL. Para cada reagcdo de amplificacao foi
realizada uma curva padrao para o gene controle cuja concentracao variou entre
100 a 6,25 ng, utilizando DNA extraido de pools de flebotomineos machos
oriundos de colonias. A reacao de amplificacéo foi realizada em duplicata para
cada amostra usando o ABI Prism 5900 sequence detection system (Perkin-
Elmer Applied Biosystems). As condicfes de temperatura da reacdo foram de
50°C por 2 min, 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min.
Para cada amostra, a quantidade de DNA amplificado do gene controle foi
determinada pela comparacao entre os valores do Ct das amostras com o Ct da
curva padrdo. O slope da curva padréo do gene (periodicidade) foi calculado e
correspondeu a -3,67 (DP 0,29), que representa a média dos valores de slope
de 3 experimentos independentes com o coeficiente de correlacdo
correspondente (r’) de 0.994 (DP 0,0001). Somente foram utilizadas para
avaliacdo da infeccdo natural por Leishmania amostras de DNA que

amplificaram o gene da periodicidade.

4.10.2 Deteccao de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos

A PCR guantitativa foi utilizada para determinar a quantidade de DNA de
Leishmania presente nas amostras dos pools de fémeas de flebotomineos
capturadas. Os ensaios de gPCR realizados foram baseados no protocolo
descrito por Francino e colaboradores (2006). O alvo da reacgéo foi uma regido
conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto (KDNA) de Leishmania
infantum que amplifica um fragmento de 120 pares de base (bp). As reacdes
foram realizadas em um volume final de 25 pL, consistindo de 5 pL de DNA em
20 ng/pL (para os pools de fleb6tomineos) e 20 pL de mistura de PCR, que
consiste em: 12,5 yL da Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA), primer foward 5-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3'
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(Leish-1) e primer reverse 5-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3' (Leish-2), ambos em
uma concentragdo final de 900 nM, uma sonda fluorogénica 5'-
AAAAATGGGTGCAGAAAT-3' que foi sintetizada junto com uma molécula FAM
reporter ligada a extremidade 5', assim como um MGB-QNQ quencher ligado a
extremidade 3’ (Perkin-Elmer Applied Biosystems), em uma concentracao final
de 200 nM. A quantificacdo de DNA de Leishmania foi realizada utilizando-se um
meétodo absoluto com base na comparacéo dos valores do threshold Cycle (Ct)
em relacéo aos valores de Ct da curva padréo construida a partir de diluicdes
seriadas de 10 vezes de DNA de Leishmania extraido a partir de culturas
axénicas de promastigotas com 10° até 10! parasitas em triplicata. A reacdo de
amplificagéo foi realizada utilizando o sistema de detecgdo ABI Prism 5900
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) com as amostras em triplicata. As condi¢bes
estabelecidas para a reacao foram de 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min,
e 40 ciclos a 95°C durante 15 s e 60°C durante 1 min. Com intuito de minimizar
as variacoes entre as placas, os valores obtidos em cada placa foram
normalizados a partir de um threshold comum. Posteriormente, o valor do Ct de
cada amostra foi calculado com base na determinacdo do ponto em que a
fluorescéncia gerada na reacdo excedeu o threshold. Para determinacéo do cut-
off definido como ponto de corte, a reacdo de amplificacdo para kDNA de
Leishmania foi realizada utilizando na mesma placa amostras de DNA extraidas
de 13 fleb6tomos machos como controle negativos e 13 amostras de DNA
extraidas de fleb6tomos machos misturadas ao DNA de Leishmania como
controle positivo. Uma curva ROC foi construida e o ponto de corte correspondeu
aguele que forneceu os maiores valores de sensibilidade e especificidade para
o teste. Assim, o Ct de cada amostra testada foi considerado positivo ou negativo
de acordo com o valor do ponto de corte estabelecido que ficou definido em Ct
< 28,83. A carga parasitaria foi expressa pelo nimero de parasitos e normalizada
para a quantificacdo média da amplificacdo do gene controle da periodicidade

de cada pool de fémeas de flebotomineos.

4.11 Caélculo dataxa de infeccao natural

A taxa de infeccdo natural das fémeas de flebotomineo foi calculada de

acordo com Paiva e colaboradores (2007) e Thies e colaboradores (2013), pela
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férmula: nimero de pools de cada espécie em que houve deteccdo de DNA de
Leishmania multiplicado por 100 e dividido pelo numero total de individuos dos

pools da espécie.

4.12 Influéncia das variaveis climaticas sobre os flebotomineos

Para verificar a influéncia dos fatores ambientais sobre a flutuacao
mensal da populacdo dos flebotomineos ao longo de um ano foram utilizados
dados climaticos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e pluviosidade
(mm?3) referentes ao periodo de dezembro de 2011 a novembro de 2012. Para
as analises foram considerados os valores das médias mensais para cada uma
das variaveis de associacdo avaliadas. A correlagcdo entre as variaveis
bioclimaticas e a propor¢cdo populacional de flebotomineos foi calculada
utilizando o coeficiente de correlagdo nao paramétrica de Spearman (valor p <
0.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Distribuicao de flebotomineos no municipio

5.1.1 Estudo piloto para captura de flebotomineos

No periodo de maio a agosto de 2011 foi realizado um estudo
entomoldgico piloto objetivando conhecer a fauna flebotominica no municipio de
Camacari. Foram capturados 624 espécimes, sendo 450 (72,1%) machos e 174
(27,9%) fémeas. Nesse estudo, a presenca de flebotomineos foi detectada em 9
dos 14 bairros investigados (Anexo 4). O numero total de flebotomineos
coletados no estudo piloto distribuidos por bairros e sexo pode ser observado
resumidamente na Tabela 1. Ainda é possivel observar nessa tabela, os casos
notificados de LV humana entre os anos de 2007 a 2011 nos bairros investigados
do municipio. Conjuntamente, os dados de coleta dos flebotomineos e os dados
notificados da LV humana, nos auxiliou na selecdo dos bairros a serem

investigados no estudo sistematico.

TABELA 1. Namero total de flebotomineos coletado no estudo piloto distribuido por
bairros e sexo e o nimero de casos de LV humana notificados entre 2007 e 2011.

Bairros investigados N° de fleb6tomos coletados Pontos LVH
por bairro 2007 a 2011
3 Q Total

Jardim Limoeiro 44 14 58 5 1
Nova Vitéria - 4 4 4 3
Parque Real Serra Verde 111 40 151 6 1
Jaua 62 32 94 5 5
Alto da Cruz 9 6 15 4 -
Camacari de Dentro 7 3 10 5 -
Parque Florestal 5 4 9 5 -
Parafuso 5 1 6 4 -
Areias 207 70 277 3 -
Natal - - - 5 -
Gravata - - - 4 -
Verde Horizonte - - - 4 1
Parque Verde - - - 4 1
Machadinho - - - 6 -

Total 450 174 624 64 12
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5.1.2 Estudo sistematico para captura de flebotomineos

No periodo de dezembro de 2011 & novembro de 2012 foi realizado um
estudo sistematico nos bairros selecionados para o estudo da flutuagcdo mensal
e infeccdo natural dos flebotomineos. Nesses bairros foram coletados 5.745
flebotomineos, sendo 4.374 (76%) machos e 1.371 (24%) fémeas. A relacéo
encontrada entre machos e fémeas foi de 3:1.

Do total de 5.745 espécimes de flebotomineos coletados, apenas 5.319
espécimes foram identificados quanto a espécie especifica considerando as
caracteristicas morfoldégicas usadas para identificacdo. A soma restante, 426
(7,4%) foi identificada somente quanto ao género, pois ndo apresentavam todas
as estruturas necessarias para identificacdo. Os espécimes fémeas identificados
somente quanto ao género, bem como aquelas que se apresentaram
alimentadas nao foram incluidas na composi¢cdo dos pools para verificacao da
infeccdo natural dos flebotomineos. A Tabela 2 lista as espécies de
flebotomineos identificadas e sua distribuicdo de acordo com os bairros onde
foram capturadas nas zonas urbana orla e urbana sede do municipio de
Camacari-BA.

A fauna flebotominica obtida em nosso estudo apresentou uma
diversidade representativa de espécies de flebotomineos no municipio. A fauna
encontrada foi composta por quatro géneros, com ocorréncia de 5 espécies:
Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (98,4%) (Lutz & Neiva, 1912), Evandromyia
(Barretomyia) sallesi (0,81%) (Galvdo & Coutinho 1939), Evandromyia
(Aldamyia) evandroi (0,42%) (Costa Lima & Antunes, 1936), Nyssomyia whitmani
(0,22%) (Antunes & Coutinho, 1939), Pressatia choti (0,14%) (Floch & Abonnenc,
1941). Espécimes de Evandromyia (Barretomyia) serie cortelezzii (0,08%) foram
identificados somente quanto ao género.

A fauna flebotominica encontrada nos bairros investigados em nosso
estudo foi concentrada na zona urbana orla e zona urbana sede do municipio.
Cerca de 95,8% dos flebotomineos foram coletados na zona urbana orla, tendo
sido Monte Gordo o bairro com maior proporcéo de flebotomineos capturados.
Outros bairros da zona urbana orla que se destacaram pela coleta de
flebotomineos foram Areias e Barra de Jacuipe. As residéncias incluidas no

estudo, situadas nos bairros de Barra de Pojuca e Jaua foram descontinuadas
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durante o periodo de coleta dos flebotomineos e mensuracdo dos dados
microclimaticos, representando uma perda de seguimento no estudo. A
propor¢cdo de flebotomineos coletados em bairros da zona urbana sede do
municipio foi de apenas 4,12%. Dentre esses bairros, destacou-se o Parque
Verde Il.

A menor proporcao de flebotomineos foi identificada no més de novembro
de 2012 (2,67%) enquanto a maior proporcao foi identificada em setembro de
2012 (19,29%). O numero total de flebotomineos coletados distribuidos
mensalmente e pelos bairros da zona urbana orla e zona urbana sede do
municipio de Camacari-BA pode ser observada na Tabela 3.

Quanto ao comportamento de endofilia e exofilia dos flebotomineos
capturados no municipio de Camacari, 93,8% dos espécimes foram encontrados
no peridomicilio, enquanto que 6,2% foram capturados no intradomicilio. A tabela
4 mostra a distribuicdo dos flebotomineos capturados segundo a espécie e 0
setor da residéncia investigado pela exposi¢do das armadilhas, entre o periodo

de dezembro de 2011 a novembro de 2012 no municipio de Camacari — BA.
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TABELA 2. Namero total de espécimes de flebotomineos identificados e distribuidos de acordo com os bairros onde foram capturadas nas zonas urbana orla e urbana sede
do municipio de Camagari-BA

Flebotomineos coletados na Zona " Flebotomineos coletados na Zona Urbana "
Urbana Orla g Sede g =)
N° de pontos de coleta 6 4 2 fe) 2 2 2 2 2 2 S L8
] e —_~
Q 9~ Do
Qo =S © S 2 g o= = o < g E/ é
Lo T o © o o (SIS = _ = E = o 8
Bairros S % c3 o S g > =R > 3% 9 =B © S 2
=0 g8 < g g5 ~§ § &2 & SE g £
Espécies identificadas g Q 38 Q 38 Q N (%) 3 @ & ¢ 8 9 3 e & ¢ & N (%) N (%)
Lutzomyia longipalpis 3189 810 403 79 526 78 5085 9560 19 1 - 9% 13 1 - 11 4 150 2,8 5235 9842
Evandromyia sallesi - - - - 3 8 11 0,21 - -1 1 2 29 - - - - - - 33 06 44 0,81
Evandromyia evandroi 5 11 - - - 1 17 0,32 - - 3 - - - 1 - - - - - 4 0,1 21 0,42
Nyssomyia whitmani - - - - - 1 1 0,02 - - - - - - 3 5 - - - 1 9 0,2 10 0,22
Pressatia choti 1 1 - - - - 2 0,04 - - - - 2 - 1 - - - - - 3 0,1 5 0,14
(Serie cortellezzi) 4 - - - - - 4 0,08 - - - - - - - - - - - - - 0,0 4 0,08
Total 3199 822 403 79 529 88 5120 98 19 3 5 2 6 29 100 18 1 - 11 5 199 38 5319 100

*Do total de 5.745 espécimes de flebotomineos coletados, apenas 5.319 espécimes foram identificados quanto a espécie especifica utilizando as caracteristicas
morfolégicas usadas para identificagao.
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TABELA 3. Numero total de flebotomineos coletados mensalmente entre dezembro de 2011 a julho de 2012 distribuidos pelos bairros da Zona
Urbana Orla e Zona Urbana Sede do municipio de Camacari-BA

%2}
Flebotomineos coletados na 4 Flebotomineos coletados na Zona 4 2
o Zona Urbana Orla) IS Urbana Sede S o
ie} o o NG)
S B NG Q
? Q o LS
o () = é\:/ © Qo © 2 §, )
S o © 07T o g 5 o= — ® 3 Q
O O =] %) ko] X o e = L C Pt 5 = §e) o
o = O Pt @© — > = Q0 S O = (&) o — o
3 55 g o [ L= g 3o =~ =l 8 IS =
= a = o o ] = 3] = o o]
5 =0 e T E S o5 g2 3 oS = 5
o © awm z =
3 ¢ J @ 4 2 N W J © 4 @ I @ I @ I @ I 2 N @ N (%
2011 DEZ 177 46 - - 7 4 234 4,07 1 - - - - - 2 - 18 5 - - 26 045 260 4,53
JAN 246 56 4 1 31 8 346 6,02 9 1 - 2 - - - 1 - - - 13 023 359 6,25
FEV 347 85 9% 16 32 10 586 10,20 - 1 - 1 2 - 1 5 2 - - 12 0,21 598 1041
MAR 272 81 35 4 72 14 478 8,32 - - 3 3 - - 1 1 3 3 - - 14 0,24 492 8,56
ABR 265 100 81 21 56 13 536 9,33 - 10 - - - - - - - - - 10 0,17 546 9,50
~ MAl 167 9 67 24 8 13 443 772 - - - 1 1 - 4 17 69 6 1 - 99 172 542 943
S JUN 230 93 7 1 24 4 359 6,25 - - 6 - - - - - 3 3 - - 12 0,21 371 6,46
o JuL 207 85 45 13 24 2 376 6,54 - 1 1 - -1 4 9 7 3 - - 26 045 402 7,00
AGO 449 43 17 4 19 7 539 9,38 4 1 - 1 - - - - 2 - - - 8 0,09 547 9,52
SET 708 279 16 4 74 23 1104 19,22 - - - - - - 1 - 2 1 - - 4 0,08 1108 19,29
OuT 154 97 19 9 67 14 360 6,27 4 - 2 - - - 1 - 1 - - - 8 0,09 368 6,41
NOV 39 10 22 8 57 11 147 256 2 2 - - - - - 1 - - - - 5 0,09 152 2,65
Total 3261 1065 409 105 545 123 5508 9587 20 16 12 7 2 3 13 29 111 23 1 - 237 4,12 5745 100

%* 75,20% 8,95% 11,63% 0,63% 0,33%  0,09% 0,73% 2,33% 0,02%
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* O percentual abaixo do nimero total de flebotomineos coletados em cada bairro foi calculado com base no total dos flebotomineos coletados nas duas zonas
investigadas.
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TABELA 4. Distribuicdo dos flebotomineos capturados segundo a espécie e o setor da
residéncia investigado pela exposi¢do das armadilhas, entre o periodo de dezembro de 2011
a novembro de 2012 no municipio de Camacari — BA

L . Intradomicilio Peridomicilio
Espécies identificadas Total %
3 ? 3 ?
Lutzomyia longipalpis 256 58 3990 931 5235 98,4
Evandromyia sallesi 2 1 40 44 0,81
Evandromyia evandroi 4 7 5 5 21 0,42
Nyssomyia whitmani 2 - 1 7 10 0,22
Pressatia choti 1 - 3 1 5 0,14
Serie cortelessi - - 4 - 4 0,08
Sub —Total 265 66 4004 984
(%) (4,97) (1,24) (75,2) (18,5) 5319 (100)
Total (%) 331 (6,2) 4988 (93,8)

5.2 Influéncia das variaveis climaticas sobre a proporcdo da

populacao flebotominica

A influéncia de variaveis climéticas sobre a proporgéo dos flebotomineos
coletados mensalmente pelo estudo sistematico nas zonas urbana orla e urbana
sede foi avaliada (Figuras 7 e 8). Dentre as variaveis bioclimaticas estudadas
nessas duas zonas, apenas a variavel pluviosidade apresentou correlacdo
positiva significativa em relacédo a proporcao total de flebotomineos coletados na
zona urbana sede (r = 0,66 e p < 0,02) (Figura 10B). As demais variaveis
estudadas, umidade relativa do ar (Figura 9D; 10D) e temperatura (Figura 9 F;
10F) ndo apresentaram correlacéo estatisticamente significante com a proporcao
flebotominica.

Os coeficientes de correlacdo de Spearman e os valores de p, entre a
variavel dependente propor¢cdo mensal de flebotomineos e as variaveis
independentes climaticas estdo representados nas Figuras 7 e 8 e
complementam a analise da relacdo de associacdo entre estas variaveis,

utilizado um modelo de regresséo linear simples.
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FIGURA 7. Avaliacdo da influéncia das variaveis independentes climéticas, sobre a variavel
dependente de propor¢cdo mensal de flebotomineos na zona urbana orla. (A) distribuicdo da
média mensal de chuvas em relagdo a proporcao dos flebotomineos; (B) correlagdo entre a
proporcdo de flebotomineos e a variavel pluviosidade; (C) distribuicdo da média mensal da
umidade relativa do ar em relacdo a proporgcédo dos flebotomineos; (D) correlagdo entre a
proporcao de flebotomineos e a variavel umidade relativa do ar; (E) distribuicdo da média mensal
de temperatura em relacdo a proporcao dos flebotomineos; (F) correlacdo entre a proporcao de
flebotomineos e variavel temperatura. A variavel propor¢cdo de flebotomineos representou o
percentual total dos flebotomineos capturados mensalmente entre dezembro de 2011 a
novembro de 2012 na zona urbana orla. A correlacdo entre as variaveis climaticas e a propor¢éao
dos flebotomineos foram obtidas pelo coeficiente de Spearman e modelo de regressao linear
simples e foram consideradas significantes somente quando p < 0,05.
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FIGURA 8. Avaliacao da influéncia das variaveis independentes climéaticas, sobre a variavel
dependente proporcéo mensal de flebotomineos na zona urbana sede. (A) distribuicdo da média
mensal de chuvas em relacdo a proporcao dos flebotomineos; (B) correlagédo entre a proporgao
de flebotomineos e a variavel pluviosidade; (C) distribuicdo da média mensal da umidade relativa
do ar em relagdo a proporcdo dos flebotomineos; (D) correlagdo entre a proporcao de
flebotomineos e variavel umidade relativa do ar; (E) distribuigcdo da média mensal de temperatura
em relacdo a proporcao dos flebotomineos; (F) correlacédo entre a proporcgédo de flebotomineos e
a variavel temperatura. A variavel proporcao de flebotomineos representou o percentual total dos
flebotomineos capturados mensalmente entre dezembro de 2011 a novembro de 2012 na zona
urbana sede. A correlagdo entre as variaveis climaticas e a proporcéo dos flebotomineos foram
obtidas pelo coeficiente de Spearman e modelo de regressdo linear simples e foram
consideradas significantes somente quando p < 0,05.
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A influéncia de varidveis climéticas sobre a proporgéo dos flebotomineos
coletados mensalmente também foi avaliada nos bairros que se destacaram
individualmente pela proporcéo dos flebotomineos coletados - como os bairros
de Monte Gordo, Barra de Jacuipe e Areias, pertencentes a zona urbana orla e
o bairro Parque Verde Il pertencente a zona urbana sede. Apenas o bairro
Parque Verde Il mostrou uma correlacdo positiva significativa entre as variaveis
bioclimaticas, umidade relativa do ar (r = 0,67 e p < 0,01) e pluviosidade (r = 0,58
e p < 0,04) em relacédo a proporgéo de flebotomineos coletados mensalmente
(Figura 9-B e 9D).
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FIGURA 9. Avaliacao da influéncia das variaveis independentes climéaticas, sobre a variavel
dependente propor¢do mensal de flebotomineos no bairro Parque Verde Il. (A) distribuicdo da
média mensal de chuvas em relacdo a proporcao dos flebotomineos; (B) correlacdo entre a
proporcao de flebotomineos e a variavel pluviosidade; (C) distribuicdo da média mensal da
umidade relativa do ar em relacdo a proporcao dos flebotomineos; (D) correlagcdo entre a
proporcao de flebotomineos e a variavel umidade relativa do ar. A variavel proporcédo de
flebotomineos representou o percentual total dos flebotomineos capturados mensalmente entre
dezembro de 2011 a novembro de 2012 bairro Parque Verde Il. A correlagdo entre as variaveis
climaticas e a proporcao dos flebotomineos foram obtidas pelo coeficiente de Spearman e
modelo de regresséo linear simples e foram consideradas significantes somente quando p < 0,05.
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5.3 Deteccado de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos

Em nosso estudo foram capturadas 1.371 fémeas. Destas, foi possivel
realizar identificacdo de 1.050 espécimes, sendo que 310 fémeas foram
excluidas do teste para verificagdo da infeccdo natural por se apresentarem
alimentadas. Um total de 740 fémeas que nd&o se encontravam alimentadas
foram distribuidas em pools por espécie variando de 2 a 10 fémeas por pool,
totalizando 102 pools formados. Deste total, 78 pools foram compostos de
espécimes de Lutzomyia longipalpis, representando a Unica espécie utilizada
para a determinacgéo da infec¢é@o natural dos flebotomineos coletados. Por outro
lado, 24 pools contendo flebotomineos de outras espécies identificadas néo
foram incluidos na verificacdo da infeccdo natural. O organograma da Figura 10
representa as etapas do estudo entomdlogico, mostrando a distribuicdo dos
flebotomineos coletados, sua identificacdo e caracterizacdo de acordo com as
espécies que foram utilizadas para composi¢édo dos pools para determinacéo da
presenca de infeccdo natural.

Em um total de 10 pools de flebotomineos de 78 avaliados da espécie
Lutzomyia longipalpis foi identificada infeccdo natural pela deteccdo de DNA de
Leishmania utilizando gPCR. Segundo analise da expressao do gene constitutivo
de flebotomineos, todas as 78 amostras testadas foram positivas, apresentando
amplificacdo do gene controle da periodicidade de Lutzomyia. A infeccdo natural
dos flebotomineos foi analisada de acordo com a distribui¢cdo dos bairros e pelos
meses que seguiram o estudo. Os locais onde foi detectada infec¢éo natural dos
flebotomineos foram os bairros de Monte Gordo (nove pools positivos) e o bairro
Parque Verde Il (1 pool positivo). A taxa minima de infec¢do natural total do
estudo foi de 1,46% (Tabela 5 e 6).

A infeccéo natural dos flebotomineos foi avaliada em todos os meses do
estudo e foi detectada nos meses de dezembro de 2011, fevereiro, marco, maio
e setembro de 2012. A distribuicdo dos pools positivos quanto aos bairros e

meses de coleta entomologica podem ser observados na Tabela 5.
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Estudo piloto

* 624 espécimes coletados

Estudo sistematico

e 5.745 flebotomineos coletados

I—I

[ 1

Selecao das residéncias
Treinamento e logistica
para o estudo sisteméatico

5.319 espécimes
foram identificados
guanto a espécie

426 (7,4%) espécimes
foram identificados
somente quanto ao género

|
4.269 (76%) machos

1.050 (24%) fémeas

Foram identificadas
740 fémeas nao
alimentadas

|

N° e espécies identificadas
682 Lutzomyia longipalpis
38 Evandromyia sallesi

12 Evandromyia evandroi
7 Nyssomyia whitmani

1 Pressatia choti

Foram identificadas
310 fémeas
alimentadas

Eliminados da
composicao dos
pools

24 pools das demais
espécies foram formados

Avaliados por PCR
guantitativa para

determinacéo da a

78 pools da espécie
Lutzomyia longipalpis foram
formados

infeccéo por
o Leishmania sp.

Figura 10. Distribuicéo dos flebotomineos identificados durante o estudo sistematico que foram
usados para composi¢do dos pools a serem analisados no estudo da verificacdo da infeccédo

natural




TABELA 5. Distribuicdo dos pools positivos por bairros de acordo com os meses da coleta
entomoldgica no municipio de Camacari - BA

Monte Gordo Eggﬂ d; 5;2?(; ﬁ i)
D §_ Total
Periodo 7 0 Qo pools o
estudo L 25 2 28 & 285 T positivos TMI(%)
o oG o o G o o G 8
o ad a ad a ag ©
o o o =
2011 DEZ 3 2 - - - - 3 2 0,29
JAN 4 - - - - - 4 - -
FEV 5 2 - - - - 5 2 0,29
MAR 4 - 2 - 1 1 7 1 0,14
ABR 5 - 1 - 1 - 7 - -
N MAI 5 3 1 - - - 6 3 0,43
S JUN 6 - - - - - 6 - -
N
JUL 1 - - - - - 1 - -
AGO - - - - - - - - -
SET 25 2 - - 1 - 26 2 0,29
ouT 10 - 1 - 1 - 12 - -
NOV - - - - 1 - 1 - -
Total 68 9 5 - 5 1 78 10 1,46

TABELA 6. Distribui¢céo dos pools positivos por bairros e a Taxa Minima de
Infecg&o Natural

Total

Pools por bairro Pools / TMI (%)

Pools 68

Monte Gordo . 1,32
Pools positivos 9
Pools 5

Barra de Jacuipe -
Pools positivos -

Pools 5

Parque Verde Il 0,14
Pools positivos 1
Total de pools 78

Total de pools positivos 10 1,46
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6 DISCUSSAO

Em resumo, o presente estudo mostrou que a fauna flebotominica no
municipio de Camacari foi diversificada, tendo sido encontrados espécimes de
interesse epidemiologico, com grande predominio de Lutzomyia longipalpis. Foi
adicionalmente demonstrado para um dos bairros de Camacari que ha
correlacdo positiva significativa entre a proporcdo de flebotomineos e as
variaveis de pluviosidade e umidade relativa do ar. Demonstrando que
flebotomineos podem ser sensiveis a mudancas nessas variaveis bioclimaticas.
De acordo com as analises moleculares os resultados mostraram a ocorréncia
de infecgdo natural de Lutzomyia longipalpis por Leishmania infantum em 10
pools de 78 avaliados nas zonas estudadas no municipio.

A LV tem se dispersado, nos ultimos 30 anos, atingindo a periferia de
grandes cidades inclusive localidades nas zonas costeiras onde as
caracteristicas ecolégicas eram anteriormente consideradas como inadequadas
para a presenca da Lutzomyia longipalpis e para instalacdo da doenca (Sherlock,
1996). Um dos exemplos trata-se do municipio de Camacari que possui uma
larga faixa litoranea. Esse municipio registra o maior nimero de casos humanos
e caninos de LV dentre os municipios pertencentes a Regido Metropolitana de
Salvador (RMS) (Cunha et al., 1995; Secretaria de Vigilancia em Saude, 2008;
Julido, 2004; Barboza et al., 2006).

No municipio de Camacari, ao longo das ultimas décadas foram se
acumulando danos ambientais ocasionados em sua grande parte pela ocupacao
imobiliaria, pelas areas de mineracdo e industrias, dando origem a situacfes
criticas como a degradacdo da cobertura vegetal (Souza, 2006). Apesar das
condicdes fitogeogréaficas atuais, os achados entomoldgicos do nosso estudo
revelaram que a fauna flebotominica em Camacari é diversificada em areas sob
impacto antropico. Resultados semelhantes tém sido obtidos em outras cidades
brasileiras (Andrade-Filho et al., 2001; Silva, A. M. et al., 2008).

No estado da Bahia o estudo dos vetores das leishmanioses teve inicio
no ano de 1958 (Mangabeira e Sherlock, 1961) e a deteccdo de Lutzomyia
longipalpis ja havia sido assinalada no municipio de Camacari na localidade de

Monte Gordo, em especial em areas com florestas e areas desmatadas.
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Efetivamente, durante os anos de 1983 a 2003 (Banco de dados do Laboratério
LAPEN - CPqGM), foi capturado um total de 146 flebotomineos nessa localidade,
sendo todos da espécie Lutzomyia longipalpis.

Em nosso estudo foi observada a predominéancia de flebotomineos
coletados na zona urbana orla em comparagcdo com a zona urbana sede do
municipio. Esse achado demonstra que existe um perfil distinto de disperséo e
de proporcao desses dipteros, de acordo com o tipo de ambiente investigado.
Nossos dados estédo de acordo com Teodoro e colaboradores, (1993) e Saraiva
e colaboradores, (2011) que apontam que o perfil de distribuicdo das espécies
de flebotomineos pode variar consideravelmente de acordo com a éarea
investigada. Efetivamente as duas zonas do municipio avaliadas em nosso
estudo apresentam perfis distintos de cobertura vegetal. Bairros pertencentes a
zona urbana situada na orla do municipio apresentam maiores coberturas
vegetais em comparagao com os bairros pertencentes a zona urbana sede. Esse
dado reforca a ideia de se realizar uma andlise estratificada dos dados de coleta
entomoldgica de acordo com o tipo da area estudada.

As altas proporcdes de flebotomineos evidenciadas em nosso estudo
sobretudo no peridomicilio dos bairros pertencentes a zona urbana orla,
provavelmente contribuem para o crescimento da transmissdo da LV nesses
locais. Similarmente, outros autores relataram resultados semelhantes em outras
localidades (Barros 1985; Forantine 1960; 1976; Martins 1978; Rangel 1989,
1990; Tolezano 1989). Nossos dados de distribuicdo dos flebotomineos nos
diferentes setores das residéncias estdo de acordo com estudos anteriores que
mostraram alta proporcao de flebotomineos sendo capturados no peridomicilio
das residéncias (Resende et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Machado et al., 2012;
Rangel et al., 2012). Adicionalmente, o encontro de flebotomineos no
intradomicilio em nosso estudo, apesar da baixa propor¢do em relacdo a do
peridomicilio, sugere que a transmissao também possa estar ocorrendo dentro
das residéncias, evidenciando a importancia epidemiolégica desse achado. E
importante salientar que foram observados na maioria das coletas realizadas no
intradomicilio, uma alta proporcdo de fémeas de flebotomineos alimentadas,
representadas principalmente pela espécie Lutzomyia longipalpis. Assim pode-
se inferir que a capacidade de endofilia dessa espécie observada em nosso

estudo parece ser elevada. Esse nosso achado esta de acordo com Resende e
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colaboradores, (2006) que evidenciou 0 mesmo comportamento no vetor
Lutzomyia longipalpis.

A Lutzomyia longipalpis, representou a Unica espécie considerada vetora
da LV contida na fauna flbotominica do municipio de Camacari. A deteccéo
dessa espécie em alta proporcao (98,4%), com relacéo as outras espécies, esta
de acordo com inquéritos entomoldgicos realizados em outras areas endémicas
estudadas anteriormente (Souza et al., 2004; Jeraldo et al., 2012). Oliveira e
colaboradores (2011) encontraram predominancia similar (95,1%) da espécie
Lutzomyia longipalpis em relagcdo aos nossos resultados.

Evidenciamos uma grande diversidade e riqueza de animais domeésticos
no peridomicilio das residéncias amostradas, sobretudo na regiéo litoranea. Este
achado j& foi observado em outros trabalhos na literatura (Barata et al., 2005;
Oliveira et al., 2012). Camargo-Neves e colaboradores, (2001) consideram
importante a correlagdo entre proporgcédo do vetor e aspectos ambientais do
peridomicilio, como presenca de animais domésticos, que provavelmente
servem de fonte para alimentacdo dos flebotomineos.

Durante o periodo de coleta entomolégica evidenciamos maiores
proporcdes da espécie Lutzomyia longipalpis em galinheiros. Esse achado
confirma a importancia epidemiolégica dos galinaceos em regiées endémicas
para a LV e corrobora estudos anteriores (Rebélo et al., 1999; Franca-Silva et
al.,, 2003; Mestre et al., 2011). Sabe-se que o0s galinheiros proximos as
residéncias servem como atrativos para os flebotomineos, uma vez que este
local é rico em matéria organica, torna-se propicio ao desenvolvimento das
formas imaturas, e assim, aumenta o contato dos vetores com os humanos,
facilitando a domiciliagdo do vetor (Afonso et al., 2008). Diversos autores que
avaliaram a preferéncia alimentar dos flebotomineos, encontraram maior
destaque para os galindceos servindo como fonte alimentar para o Lutzomyia
longipalpis (Alexander et al., 2002; Dias et al., 2003; De Oliveira et al., 2008;
Oliveira et al., 2008).

Missawa e colaboradores, (2008) em um estudo realizado no estado de
Mato Grosso demostrou que fémeas de Lutzomyia longipalpis alimentam-se
preferencialmente em aves (30,8%) e roedores (21,2%), mas também com
sangue de humanos, gambas, vacas, cavalos e caes, evidenciando a natureza

oportunista desta espécie. Em nosso estudo mostramos a presenca de varias
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outras espécies de animais nas residéncias amostradas que serviriam como
fonte alimentar para os flebotomineos. A presenca de cées foi verificada em
todas as residéncias e em grande quantidade nas ruas dos bairros investigados.
Vale salientar ainda que alguns desses animais apresentavam aspectos
sugestivos de calazar. Segundo Teoddrio e colaboradores (1993) e Castellén,
(1999), a criacdo de animais acompanhada de condi¢cdes de higiene precéarias
cria um ambiente favoravel a atracdo dos vetores da leishmaniose visceral. Em
nosso estudo, esses fatores considerados de risco, propiciando a instalacédo de
criadouros naturais para flebotomineos, foram observados mais frequentemente
na regido litoranea. Em nosso estudo, podemos inferir que o encontro desses
fatores justifica a alta proporcédo dos flebotomineos coletados nessa regido do
municipio.

Apesar da predominancia de Lutzomyia longipalpis dentre os espécimes
coletados, foi capturado em um bairro da zona urbana sede, amostras de
Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), que é considerada espécie
vetora de leishmaniose tegumentar, veiculando Leishmania braziliensis em
algumas regifes do Brasil (Queiroz et al., 1994; Luz et al., 2000). A deteccéo
dessa espécie em nosso estudo deve ser analisada de forma critica, pois ndo
houve relato de casos comprovadamente autéctones de leishmaniose
tegumentar no municipio. A propor¢cao dessa espécie de flebotomineo foi muito
pequena, sugerindo que nao esteja participando na transmisséo de leishmaniose
tegumentar. Nossos achados apontam para a necessidade de uma vigilancia
entomoldgica mais rigorosa para que a doencga nao venha a se tornar endémica
na regiao.

Diversos autores na literatura apontam a importancia do monitoramento
de espécies de flebotomineos encontradas infectadas naturalmente (Pita-Pereira
et al., 2008; Carvalho et al., 2009; Saraiva, L et al., 2009; Carvalho et al., 2010;
Rosa et al., 2012). Além disso, a investigacdo da taxa de infec¢do natural nas
espécies de flebotomineos mais frequentes no ambiente investigado também
tem sido evidenciada (Oliveira-Pereira, Rebélo, Morais, et al., 2006). O encontro
da espécie Evandromyia (barretomyia) sallesi, embora em baixa propor¢ao,
merece destaque, pois a mesma ja foi verificada infectada naturalmente por
Leishmania infantum (Saraiva, L et al., 2009). Em nosso estudo, esta espécie

representou a segunda maior propor¢cado dentre os flebotomineos coletados.
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Esse nosso achado sugere a necessidade de constante monitoramento desta
espécie no municipio de Camacari.

Em nosso estudo, a espécie Lutzomyia longipalpis foi encontrada em
todos os meses do ano. Esse achado entomoldgico ja foi verificado em estudos
similares realizados em outros estados brasileiros que investigaram &reas
distintas dentro dos municipios (Resende et al., 2006; Mestre et al., 2011). Na
Bahia, Sherlock (1997) afirma que apesar da espécie Lutzomyia longipalpis ser
abundante em todos os meses do ano, ela &€ mais abundante nos meses de abril
a junho. Meses em que concentra-se o periodo de chuvas em nossa area de
estudo. A influéncia das variaveis climéticas sobre a populacdo dos
flebotomineos foi avaliada estratificando o municipio em zona urbana orla e
urbana sede. Avaliamos também isoladamente a mesma influéncia dos fatores
bioclimaticos nos bairros que se destacaram pela alta proporcdo de
flebotomineos coletados. Foram observados picos de propor¢cdo de
flebotomineos apds o periodo de chuvas na zona urbana orla. Esse achado esta
de acordo com estudo de autores que tém afirmado que a ocorréncia de maior
proporcao de flebotomineos corresponde a periodo com precipitacdo elevada,
atingindo valores maximos logo apds o fim da estacdo chuvosa (Lainson et al.,
1983; De Aguiar et al., 1987; Oliveira et al., 2008) . Além do mais, nossos
resultados na zona urbana sede e no bairro Parque verde Il mostraram que o
vetor Lutzomyia longipalpis foi menos abundante durante os periodos mais
secos e mais abundante durante o periodo chuvoso. Esse achado também foi
verificado por Resende e colaboradores (2006) e diversos outros autores no
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, que demonstraram a tendéncia dos
flebotomineos especialmente da espécie Lutzomyia longipalpis de maior
ocorréncia durante a estacdo chuvosa (Barata et al., 2004; Deane, 1956; Galati
et al., 2003, 2006; Margonari et al., 2004; Oliveira et al., 2003; Rebelo, 2001;
Resende et al., 2006; Sherlock e Guitton, 1969). Em suma, nossos dados
entomoldgicos, estdo de acordo com autores como Souza e colaboradores
(2004) e Michalsky e colaboradores (2009), que verificaram o aumento da
proporcao populacional dos vetores flebotomineos durante ou apos os periodos
de chuva.

As correlag@es entre as variaveis bioclimaticas de umidade e pluviosidade

e a proporcao de flebotomineos capturados que foram observadas neste estudo
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e em estudos anteriores, reforcam a ideia que esses insetos sdo sensiveis as
variacdes de umidade e chuvas. J4 a temperatura ndo foi um fator determinante
na proporcéo de flebotomineos, como demonstrado por Missawa & Dias, 2007,
Dias e colaboradores, 2007; Michalsky e colaboradores, 2009. Barata e
colaboradores (2004) mostraram que a umidade e pluviosidade influenciaram
significativamente a proporcdo de flebotomineos, enquanto a temperatura ndo
teve efeito significativo sobre a populacdo dos mesmos. E importante salientar
gue ndo ha uma regra; e que os dados da literatura ndo mostram coeréncia a
respeito de quais fatores ou variaveis influenciam efetivamente na flutuagéo da
populacdo desses flebotomineos (Missawa & Dias, 2007; Dias et al., 2007;
Michalsky et al., 2009), tendo resultados variaveis dependendo da regido
avaliada e o padrdo de distribuicdo de chuvas. E possivel que essas
discrepancias dos dados da literatura, em relacdo aos fatores climéticos e
ambientais que influenciam a distribuicdo do vetor, estejam relacionadas a
variacfes geograficas entre as regifes estudadas. Essas observacdes reforcam
a ideia de que o vetor Lutzomyia longipalpis se adapta facilmente em diferentes
habitats.

A indisponibilidade de dados pluviométricos oficiais para o municipio de
Camacari foi considerada uma limitacdo em nosso estudo. Os dados usados
foram referentes a estacdo meteorologica de Salvador, cidade vizinha a nossa
area de estudo. Nossos dados pluviométricos podem nao ter refletido
efetivamente as condicdbes de microclima dos locais de captura dos
flebotomineos, podendo ter influenciado os resultados das correlacdes. No
entanto, nosso estudo traz um fator positivo e inovador que consistiu na
utilizacdo de dados microclimaticos como temperatura e umidade relativa do ar
mensurados mensalmente nos locais das coletas entomoldégicas, refletindo as
condicdes exatas dos ecétopos investigados. Nossas observacdes de 12 meses
da flutuacdo mensal da populacéo dos flebotomineos nédo foram suficientes para
sugerir um periodo mais favoravel do ano para iniciar as intervencdes contra o
vetor Lutzomyia longipalpis, sendo necessario um minimo de 24 meses como é
preconizado pelo manual do programa de controle da leishmaniose visceral.
Entretanto, encontramos em nosso estudo, elevada proporc¢éo de flebotomineos
coincidindo com baixos indices pluviométricos durante os meses de fevereiro,

marco e abril. A intervencdo para o controle desses insetos nesse periodo
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impediria a reproducdo dos adultos e a consequente elevacdo dos indices de
transmissdo nos meses pés-chuva. No entanto, ha necessidade de dados mais
concretos obtidos a partir de capturas de flebotomineos por um periodo mais
prolongado e em maior numero de areas no municipio de Camacari, para
obtencdo de um panorama mais amplo dos fatores climéaticos que podem
influenciar na distribui¢céo e proporcéo dos flebotomineos nessa area endémica.
Assim, o Servico Municipal de Controle de Zoonoses (CCZ) poderia otimizar os
recursos, priorizando as areas e o periodo mais indicado para um controle mais
eficaz de LV.

A determinacao da infeccéo natural por Leishmania nos flebotomineos é
em geral estimada pela identificacdo microscopica de flagelados no tubo
digestivo do vetor e / ou isolamento do parasita em meios de cultura (Feliciangeli
et al., 1988; Azevedo et al., 1990; Garrido et al., 1990). No entanto, o uso destes
métodos demandam muito tempo, especialmente quando se considera a baixa
prevaléncia de infeccdo encontrada em focos endémicos (Ashford et al., 1991).
Dessa maneira o desenvolvimento da PCR constitui uma alternativa pratica e
vantajosa, devido a alta sensibilidade e especificidade, tendo sido atualmente
utilizada na deteccéo de DNA de Leishmania em vetores e reservatorios animais
(Rodrigues et al.,, 2002; Oliveira-Pereira, Rebélo, Morais, et al., 2006;
Nascimento et al., 2007).

Nossos resultados referentes as analises moleculares, apontaram para
infeccdo em 10 dos 78 pools de flebotomineos correspondentes a espécie
Lutzomyia longipalpis, sendo a taxa de infecg&o natural de 1,46%. Esse achado
esta de acordo com os dados da literatura em outras areas endémicas (Miranda,
J. C. et al., 2002; Missawa et al., 2010; Paiva et al., 2010; Rocha et al., 2010;
Pita-Pereira et al., 2011). Geralmente, as taxas nos focos endémicos na América
Latina variam em torno de 0,2% a 10%, sendo que este numero contrasta com
a alta incidéncia da doenca nestas regioes (Rodriguez et al., 1999b; Miranda et
al., 2002; Oliveira-Pereira, Rebélo, Morais, et al., 2006; Paiva et al., 2006;
Carvalho et al., 2008; Pita-Pereira et al., 2008; Silva et al., 2008).

A infecgcéo natural em nosso estudo esteve concentrada em apenas dois
bairros. O bairro de Monte Gordo, onde os exemplares de 9 “pools” infectados
foram capturados, apresenta 0 maior numero de casos da doenca canina e

humana no municipio, e demonstrou ser também a localidade com maior
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proporcdo de flebotomineos coletados. Ja o bairro Parque Verde Il onde os
exemplares de 1 “pool” infectado foram capturados, representa o bairro periférico
com maior proporcéao de flebotomineos coletada dentre aqueles da zona urbana
sede e onde vém sendo notificados casos de LVH.

Em conjunto, esses dados sugerem que a alta ocorréncia de
flebotomineos nesses bairros, com evidéncia de infec¢do natural tem provavel
correlagdo com a alta prevaléncia de LVC e aparecimento de casos de LV.
Outros autores como Michalsky e colaboradores, (2011) concluiram em seu
estudo que a infeccdo natural de flebotomineos ocorrendo em bairros de
transmisséo intensa foi ocasional, sendo necessarios estudos relacionados com
outros possiveis vetores da LV.

A deteccéo de infec¢éo natural do vetor Lutzomyia longipalpis evidenciado
em nosso estudo, sobretudo no bairro Monte Gordo, demonstra a importancia de
intervencdes para a minimizagéo das notificacdes de LV canina e humana na
faixa litoranea do municipio. Ja no bairro Parque Verde Il esse achado demonstra
a adaptacdo do vetor ao ambiente modificado pelo homem e a possivel
emergéncia de urbanizagdo da transmissao da LV em bairros mais centralizados
do municipio de Camacgari.

Em suma, o encontro da espécie Lutzomyia longipalpis durante todos os
meses do estudo e a verificagdo da infec¢cdo natural por Leishmania infantum
indica a urgéncia de uma vigilancia entomoldgica rigorosa e de a¢des que visem
diminuir o ambiente propicio para os flebotomineos, haja vista o predominio

desse vetor nos ambientes peridomésticos.
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7 CONCLUSOES

A fauna flebotominica da area estudada foi considerada diversificada, com

predominio da espécie vetora Lutzomyia longipalpis.

A fauna flebotominica predominou na zona urbana orla em comparagcdo com a
zona urbana sede do municipio, demonstrando a existéncia de um perfil distinto

de disperséo desses dipteros na dependéncia do tipo de ambiente investigado.

Os dados de correlacdo evidenciados em nosso estudo estdo de acordo com
alguns autores e reforcam a ideia de que a umidade e pluviosidade podem
influenciar significativamente a propor¢cdo de flebotomineos, enquanto a

temperatura ndo tem efeito significativo.

A taxa minima de infec¢cd@o natural do vetor Lutzomyia longipalpis em nossa area

de estudo demonstrou estar de acordo com dados da literatura.

Em nosso estudo nao foi possivel correlacionar a frequéncia da infec¢édo natural
dos flebotomineos nos meses de estudo e a proporcdo desses insetos coletados

mensalmente.
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ANEXO - 1 Bairros avaliados pelo estudo sistemético entre dezembro
de 2011 e Novembro de 2012 com seus

georreferenciados.

respectivos pontos

N° de N° de Coordenadas
BAIRROS residéncias armadilhas Geogréficas
TRABALHADOS amostradas instaladas Latitude/longitude
ZONA URBANA ORLA

0602339 / 8007888
Barra de Pojuca* 2 4 0603391 /8607383

0599081 / 8604020
Monte Gordo 3 6 0599096 / 8601590

0596753 / 8600147
Barra de Jacuipe 2 4 0594543 / 8598707

0594580 / 8596311
Areias 1 2 0582587 / 08584349

0582773 / 8582453
Jaua** 1 2

ZONA URBANA SEDE

Pq. Real Serra Verde 1 2 0576376 / 8591818
Jardim Limoeiro 1 2 0576200 / 8595483
Verde Horizonte 1 2 0574243 | 8592558
Nova Vitéria 1 2 0574736 / 8595890
Parque Verde Il 1 2 0573485 / 8591549
Phooc Il 1 2

(*), (**) as residéncias incluidas no estudo, situadas nos bairros de Barra de Pojuca e Jaua foram
descontinuadas durante o periodo de coleta dos flebotomineos e mensuracdo dos dados

microclimaticos, representando perda de seguimento no estudo.
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ANEXO - 2
TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Estudo da infeccdo natural de lutzomyia longipalpis por leishmania
infantum e a tendéncia sazonal de flebotomineos coletados no municipio de Camacari,
Estado da Bahia

Nome do Participante:
N° Identificacdo da Residéncia:

Introducdo: As informacgdes que se seguem, descrevem o estudo que
estamos desenvolvendo e seu papel como participante. O entrevistador
respondera a quaisquer perguntas que vocé tiver sobre este questionario ou
sobre o estudo. Por favor, ouca com atencdo e ndo hesite em fazer qualquer
pergunta sobre a informacéo que esta fornecendo.

Objetivo do Estudo de Pesquisa: Estamos realizando  um estudo
de pesquisa sobre Leishmaniose, pela Fundacao Oswaldo Cruz em parceria com
a Secretaria de Saude do seu municipio. A leishmaniose Visceral conhecida
como “calazar” € um grande problema de saude publica na Bahia e no Brasil. As
pessoas podem pegar leishmaniose nas proprias casas ao serem picadas pelo
vetor da doenca o “mosquito asa dura” (ou polvora) cientificamente conhecido
como flebétomo. Ele é freqlente nos domicilios, bastante 4vido para sugar o
sangue humano. Alimenta-se também do sangue de varios outros mamiferos, é
dessa forma que ele transmite a doenca; ele possui habito crepuscular e noturno.
A atividade de alimentacdo comeca no entardecer e atinge o seu pico entre 21 e
23 horas, quando o nimero de insetos comecam a decrescer, desaparecendo
entre 5 e 6 horas da manha. Em horéarios mais tardios, consegue-se detecta-las
repousando nos lugares sombreados dos dormitérios ou escondidos atras das
camas, quadros e nas frestas das paredes. O propdsito deste estudo € investigar
a presenca desses insetos que transmite a doenca e avaliar se eles estao
infectados e transmitindo a doenca nesse municipio. A informacao que vocé
poder& fornecer ira auxiliar no desenvolvimento de novas intervengfes contra
esse inseto e consequentemente as medidas de controle para a doenca.

Procedimentos: Serdo realizadas capturas dos insetos com o auxilio de
armadilhas luminosas, que permite detectar a abundéancia dos fleb6tomos na
area de estudo. As armadilhas seréo instaladas por um periodo de trés noites
consecutivas em sua residéncia. Elas seréo ativadas no entardecer por técnicos
da FIOCRUZ e agentes de saude do municipio e retiradas por eles na manha
seguinte até as 7 horas. Essa metodologia € a mesma utilizada pelo Manual de
Vigilancia e Controle da leishmaniose visceral onde serdo instaladas duas
armadilhas por residéncia, um no peridomicilio (quintal e abrigos de animais) e
outra no intradomicilio interior da residéncia.
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A quem contatar: Caso vocé tenha alguma pergunta no que se refere as
coletas em sua residéncia, por favor, entre em contato com nossa equipe na FIOCRUZ,
pelos telefones: (71) 31762269, 31762322 ou 31762263 e procure pelo bidlogo Orlando
Marcos.

Participacdo voluntaria: A participacdo de sua residéncia neste estudo de
pesquisas depende de seu consentimento. Vocé pode recusar a participacdo em
gualquer momento do estudo de pesquisa. Sua recusa em participar no estudo de
pesquisa ou em parte do mesmo, ndo afetara sua relacdo com a FIOCRUZ. Uma coépia
deste formulario sera dada para vocé. Vocé nao seré responsavel por nenhuma despesa
associada a este estudo.

Consentimento:
Eu ouvi e entendi este formulario de consentimento. Minhas
duvidas foram respondidas. Eu, voluntariamente, consinto gue minha residéncia
participe deste estudo.

Assinatura do Proprietario Data

Impressao Digital do dono da residéncia

Assinatura do investigador




ANEXO - 3. FICHA DE CAPTURA DE FLEBOTOMINEOS — FIOCRUZ — CPqGM - LPBI

Criado por: Orlando Marcos Farias de Sousa /o

Data da criacéo: 13/12/2011 n° de controle: FICAP0OO1
1 DADOS DE CONTROLE:
IN _/ [
Data Inicio__/ /__ hora__: Data termino _ / [/ hora__: HORI _ :
TER __ /[ __
HORTE _ :
Iniciais do técnico: INTEC
N° controle: N°CONT
Gps:. ALTITUDE _ _ _ Gps:.
Endereco completo captura: RUAEND:
Rua:
Bairro: BAIRRO:
®Zzurbanaorla @z urbanasede ®zruralsede @z rural orla
ZONA
Municipio:
. . MUN
©@salvador DLauro de Freitas ®Camagar|
Nome do Proprietario: NOMP:
Telefone para contato: () TELC:
2 DADOS GEOREFERENCIADOS
Esgoto a céu aberto na rua: sim® Nao@ ESGOTCA _
Rua pavimentada: sim® Nao®@ RUAPAVM__
Casa: Tijolo@ Rebocada®@ Compensado@ CATRSC _
Tem piso no chéo (da casa): sim® Nao@ PISOCH __
3 DADOS RELACIONADOS A COLETA E CONTROLE DOS INSETOS NA AREA
Tipo de captura: D Coleta i sistematica @ Coleta sistematica TIPCOL___
Instrumento de captura: @ Armadilha CDC ®outras INSTCAP___
Quantidades de pontos amostrados: QTPON
Quantidade de armadilhas instaladas: QTARM
Fleb6tomos coletados:  Sim@  Nao®D Total FLECOL___ TOT ___
Realizacdo de borrifagdes anteriores Sim©@ Nao® ®Nao se lembra REABO ___
4 TIPOS DE AMBIENTE:
Ambientes amostrados: @ Residéncia  @Dcanili  @Mata @ Terreno aberto AMB ___
Residéncia: @Intradomicilio  ® Peridomicilio  @Intra/peri ®ii se aplica RES___
Amostragem no Peridomicilio:
. . A . ~ AMOGA
A) Abrigo e/ou presenca de galinaceos na residéncia sim©@ Nao® -
B) presenca de galinaceos na rua sim©@ Nao D
C) Abrigo e/ou presenca de caes sim@® Nao® AMOCA___
D) Abrigo e/ou presenca de suinos sim@® Nao® AMOSU___
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F) Abrigo e/ou presenca de eqiiinos sim@® Nao® AMOEQ___
G) Abrigo e/ou presenca de felinos sim@®  Nao® AMOFE___
H) Buracos e/ou raizes em arvores sim@®  Nao® AMOBA___
) Presenca de vegetacdo préximo a casa (100m) Sim@©@ Nao® AMOLP___
J) Presenca de vegetacao na casa sim© Nao®
L)Presenca de lixo (acumulado) préxima a casa (100m): sim® Nzo®@
N&o Sabe®
M) Matéria organica na casa sim@ Nao® AMOPMO___
N) Se outros, quais: ST
N&o se aplica -
Amostragem no canil: GG
A) Abrigo de cées sim© Nao®  Naose aplica -
Amostragem na mata:
. , ~ ~ . AMOIM
A) Interior da mata sim©@ Nao@ Nio se aplica -
B) Borda da mata sim@ Nao®  Nazo se aplica AMOBM __
C) Se outros, quais:
~ . OUTR
N&o se aplica —
5 CASOS:
Casos de leishmaniose: CAEER
A) Canino na residéncia sim©@ Nao® -
B) Canino na vizinhanca sim@  Nao® CASCV __
C) Humano na residéncia sim@ Nao® CASHR
D) Humano na vizinhanga sim@ Nao D CASHV
E) Canino e humano na residéncia Sim@  Nao@® CASCHR _
F) Canino e humano na vizinhanca Sim®@  Nao® CASCHV _
H) Se outros, quais: ST
N&o se aplica -
__INOV/_ /DEZ/ /JAN/ /FEV/
Micro clima Max | Med | Min | M&x | Med Min Max | Med Min Max | Med Min
Temperatura
Unidade
Ventos
Tempo
Fase lunar
IMAR/ /ABR/ IMAI/ __IJUN/___
Micro clima Méx | Med | Min | Max | Med Min Méx | Med Min Méax | Med Min
Temperatura
Unidade
Ventos
Tempo
Fase lunar
/JUL/ /AGO/ /SET/ /OUT/
Micro clima Méx | Med | Min | Max | Med Min Max | Med Min Max | Med | Min
Temperatura
Unidade




ANEXO - 4. Proporcao de flebétomineos coletados no estudo piloto por coordenada

geografica.
Localidade Latitude/Longitude Localidade Latitude/Longitude
M F F
+ 8595319573523 4 2 - 8594805 / 0571893 -
+ 8595584/0574883 4 ; CAMAGARI DE 8595708 / 0572079 .
A 1J DA' 2'-”\A"§'2§0A5 + 8504978/ 0575253 13 2 DENTRO - 8595109/ 0572198 .
P RS RS, A%, D1, D2,D3, D4, D5
+ 8594910/0575467 2 ; + 8595598/ 0571840 2
+ 8594711/0575171 21 10 + 8595611/ 0571346 1
- 8595799 / 0573853 - ; + 8597066 / 057844 2
NOVAVITORIA - 8595673/0573644 - ; PARQUE - 859711940/ 573994 1
F1,F2,F3,F4 - 8504882 / 0573199 - 3 FLORESTAL + 85972620 / 573735 1
E1, E2, E3, E4, ES
- 8595284/0573094 - 1 + 85971160 /573726 .
+ 8589781/0577060 11 3 + 85969500 / 573694 -
- 8590276 /0577044 - ; - 85964150 / 573308/ -
PQ.SERRAVERDE + g589951/0577793 6 2 - 85964810/ 573302 -
B1, B2, B3, B4, B5, NATAL
B6 + 8589178/0576434 80 11 12131215 - 85964720/ 573274 -
+ 8590166/0575777 10 13 - 85965190/ 573196 -
+ 8590580/0575959 4 11 - 85965050 / 573399 -
+ 8588848/0573385 4 ; - 85975300 /572226 -
PARSF%SO - 8588478/0575024 - 1 GRAVATA - 85973670/571949 -
L1, L2 L3, L4
- 8587356 /0571720 - - J1,32,33, 34 - 85969700 / 572374 -
+ 8588041 /573009 1 - - 85971390/ 572597 -
+ 1249321/ 03814595 2 1 - 85931320/574368 -
AREIAS
NL 2. N3 + 1249165/03814352 70 50 | \/ERDE HORIZONTE - 85925500 / 574253 -
+ 1248303/03814349 135 19 | ©1.G2 G3,G4,G5 - 85924320/ 5739952 -
+ 1249367 /03814405 1 ; - 85938360 /5758862 .
JAUA + 1249378/03814198 28 19 - 85941720/573678 .
M1, M2, M3, M4,
Ve M - 1249124 /03814034 - 2 PARQUE VERDE - 85932680 /572967 -
+ 1249646 /03813859 3 ; H1, H2, H3, H4, H5 - 85930940 /573295 .
+ 1249609 /03814048 30 11 - 85938630/ 5734441 .
+ 8595721/0571913 5 - - 85883490 /577120 .
8595282/ 0571625 ; 5 - 8588245/0577159 .
- 8595412 /0572319 ; 1 - 8588450/ 0577235 .
ALTO DA CRUZ MACHADINHO
C1, C2, C3, C4 + 8506024 /0572270 4 - * Zona rural orla - 8588585 / 0577355 -
. 8588435 / 0577174 .
. 8588720 / 0577434 .

Os sinais (+) e (-), referem-se a presenga ou nao de flebotomineos nos pontos amostrais que estéo
representados pelas letras mailsculas e niumeros.
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ANEXO - 5. Dados microclimaticos compilados através de termo-higro-anemémetro
no momento da instalacéo das armadilhas para captura dos flebotomineos — FIOCRUZ
— CPqGM - LPBI

Fotografias referentes as residéncias amostradas

B. DE POJUCA DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 31,3 29,9 30,2 31,2 30,5 29,5 s/d 27,1 29,2 27,3 25,8 27,9
Unidade 60,7 61,8 68,2 58,2 63,8 60 s/d 71,3 62,1 69,9 77,4 78,6
Vel. ventos 0,6 4,2 2,2 3,2 1,7 1 s/d 0,9 0 0,7 1,9 0,5
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 4.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

MONTE GORDO DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 29,2 27,9 28,6 29,8 28,5 28,4 26,9 25,7 27,7 27,5 25 27,4
Unidade 65,5 73,1 71 60,8 63,4 66 70,3 73,3 64,2 64,2 78,8 73,9
Vel. Ventos 2,4 1,1 1 0 1,3 0,6 0,7 0 0,4 2,0 0,7 1,2

Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 4.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5
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MONTE GORDO DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 30,1 30,4 30,7 30,9 31,4 29,6 29,6 27,2 28,4 27,6 25,2 29,5
Unidade 61,4 66 66,4 56,1 56,4 59,3 62 72,9 62,7 63,9 76,1 67
Vel. Ventos 0 1 0,5 0,7 0,4 0 0 0 0,4 1,2 1 0,8
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 74.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

B DE JACUIPE DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 28,2 28,9 28,9 28,6 28,5 27,6 27,7 25,9 27,5 27,1 25,6 28
Unidade 69,8 68,5 69,8 64,4 67,4 70,9 69 72,4 65,5 67 78,4 76
Vel. Ventos 1 4,9 0,8 0,6 0,4 2,8 1,7 0,4 0 4,1 0,5 15
Pluviosidade  100,7 35.7 70.9 74.7 48.8 4115 1702 1625 1374  30.7 73.6 35.5

B DE JACUIPE DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 29,4 31,3 29,6 31,3 30,2 28,9 27,7 25,9 27,5 27,1 25,6 29,3
Unidade 63,6 64,8 70,5 62,1 59,7 64,5 69 72,4 65,5 67 78,4 67,5
Vel. Ventos 0,4 1,1 1,1 1,3 0,5 0 1,7 0.4 0 4,1 0,5 0,9
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 4.7 48.8 411.5 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5
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AREIAS DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 26,7 27,7 27,9 30,4 28,6 27,4 s/d 25,1 27,5 26,4 24,7 28,2
Unidade 75,2 75,5 74,8 63,4 68,9 72 s/d 82,6 65,5 70,3 83,1 73
Vel. Ventos 0,5 0,5 0,9 0,4 0,4 0,8 s/d 0 0 0,6 0 0,5
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 74.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

V. HORIZONTE DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 27,2 33,7 30 s/d 31 25,4 25,2 27,5 25,6 29,8 27,2 28,8
Unidade 78,4 58 56,9 s/d 58,4 81,4 75 69 73,8 60,6 67,6 67,6
Vel. Ventos 15 0 0 s/d 0,4 0 0,6 0,4 0,6 0,6 40 1,2

Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 74.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

JD LIMOEIRO DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 27,7 33,4 35 s/d s/d 28,2 255 27,1 32,5 31,2 24,6 26
Unidade 76,5 52,8 60,5 s/d s/d 66,7 72,1 69,7 57,5 56,5 70,4 74,5
Vel. Ventos 0,6 0 0 s/d s/d 0,2 1 05 0,4 1,8 0,2 1,0
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 4.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5
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N.VITORIA DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 27,9 31,2 29,9 s/d 29,7 27 s/d 25,4 23,9 28,5 25,4 26,6
Unidade 74,9 56,8 61,4 s/d 60,9 71,4 s/d 75,2 73 62,1 71,8 71
Vel. Ventos 0,9 1,7 2,3 s/d 3,7 11 s/d 1 0,6 11 0,6 2,5
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 74.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

PQ.VERDE Il DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 26,9 31 32,1 28,4 29,7 27,4 25,9 27,7 25,8 29,8 279 28,6
Unidade 77,8 56,6 59,4 67,3 62,4 77 73,3 68,2 72,5 60,3 65,8 678
Vel. Ventos 4,7 0 0 s/d 0,9 1,2 0 15 1,3 1,8 3,6 1,3
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 4.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

PQ R S VERDE DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 30,1 31,3 30,5 s/d 28,9 252 25 26,5 23,2 32,3 23,6 28,1
Unidade 67,2 54,8 66,1 s/d 63,5 82,9 74,6 70,9 81,6 51,4 80,5 66
Vel. Ventos 0,8 0 0 s/d 0,4 0 11 2,8 2 2,5 0,9 4,0
Pluviosidade 100,7 35.7 70.9 4.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5
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PHOC Il DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV
Micro clima Med. Med. Med. Med. Med Med Med Med Med Med Med Med
Temperatura 30,8 30,2 30,6 s/d 27,5 26,7 25,5 s/d 24,7 30,6 26,3 29,5
Unidade 51,4 58,4 62,1 s/d 64,4 84,3 72,1 s/d 75,1 60,6 74,8 64,8
Vel. Ventos 2,4 0 2 s/d 0,3 0,8 1 s/d 1,6 0 0,5 0,5

100,7 35.7 70.9 74.7 48.8 4115 170.2 1625 1374 30.7 73.6 35.5

Pluviosidade




10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27

28

29

30

31

32

33

34

86

ANEXO - 6 ARTIGO

Titulo
ESTUDO DA INFECQAO NATURAL DE LUTZOMYIA LONGIPALPIS POR
LEISHMANIA INFANTUM E A FLUTUAQAO MENSAL DE FLEBOTOMINEOS
COLETADOS NO MUNICIPIO DE CAMACARI, ESTADO DA BAHIA

Nome dos autores e AfiliacOes
Orlando Marcos Farias de Sousa?; Lairton Souza Borjal; Djalma Alves de Melo ?;
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1Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/Fundacéo Oswaldo Cruz
2Centro de Controle de Zoonoses/ Camagari-BA

3 Centro de pesquisa René Rachou/Fundac¢édo Oswaldo Cruz
“Escola de Medicina Veterinaria/ Universidade Federal da Bahia

"Autor correspondente

Patricia Sampaio Tavares Veras, PhD, MD

Laboratorio de Patologia e Biointervencdo, CPqGM, FIOCRUZ
Rua Waldemar Falcéo, 121, Candeal

Salvador/BA, Brazil; CEP 40296-710

Tel: + 55 (71) 3176-2263

Fax: + 55 (71) 3176-2290

E-mail: pveras@babhia.fiocruz.br

Resumo

No municipio de Camagari, considerado &rea endémica para leishmaniose
visceral (LV), foi realizado estudo objetivando determinar a influéncia das
variaveis climéticas sobre a flutuacdo mensal da populacdo flebotominica e a
taxa de infec¢do natural desses flebotomineos por Leishmania infantum. Para o
levantamento entomoldgico foram realizadas capturas sistematicas de

flebotomineos utilizando armadilhas tipo HP, tanto no peri como no
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intradomicilio. As residéncias foram selecionadas em bairros pertencentes a
zona urbana orla e zona urbana sede, onde casos humanos de LV foram
registrados. As capturas foram realizadas entre dezembro de 2011 e novembro
de 2012. A correlacéo entre pluviosidade, umidade relativa do ar e temperatura
e a proporcdo de flebotomineos foi calculada utilizando o coeficiente de
Spearman. Para o estudo da infeccdo natural dos flebotomineos foi utilizada a
técnica de gPCR. Os pools avaliados foram compostos por flebotomineos da
mesma espécie, distribuidos pelas residéncias, no intra e peridomicilio. Além
disso, os pools foram distribuidos de acordo com os 12 meses de coleta. Os
resultados mostraram que a fauna flebotominica € diversificada, sendo composta
por quatro géneros com ocorréncia de cinco espécies. Espécimes de interesse
epidemioldgico foram encontrados com predominancia para a espécie Lutzomyia
(Lutzomyia) longipalpis (98,4%). Foi observada correlacdo positiva entre a
densidade de flebotomineos e a variavel pluviosidade na zona urbana sede
durante o periodo de coleta (r = 0,66, p <0,02). A correlacdo entre as variaveis
bioclimaticas e a densidade dos flebotomineos também foi avaliada em bairros
que se destacaram individualmente pela densidade de flebotomineos, sendo
encontrada correlacdo positiva para a variavel umidade relativa do ar (r = 0,58 p
<0,04) e associagdo similar para a variavel precipitagédo (r = 0,67 p <0,01). As
andlises moleculares mostraram infec¢do natural por Leishmania infantum em
10de 78 pools de Lutzomyia longipalpis analisados. Estes achados aliados a
presenca do vetor competente da LV, Lutzomyia longipalpis em elevada
proporc¢ao, e os estudos das variaveis climaticas alertam para a necessidade de
vigilancia epidemioldgica e constituem em ferramenta Gtil para o planejamento

de medidas de controle contra LV no municipio de Camacari.

Abstract

In Camacari city, considered an endemic area for visceral leishmaniasis
(VL), the study was conducted aiming to determine the climatic variables
influence on the sandflies monthly fluctuation and the natural infection rates by
Leishmania infantum in the sandflies. The entomological inventory was
performed with sandflies systematic captures using HP traps, both in

peridomiciliar well as in intradomiciliar. The residences were selected in districts
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belonging to the coastline urban zone and headquarters urban zone, where
human cases of VL were recorded in the city. Captures were performed between
December 2011 and November 2012. The correlation between the number of
sandflies and the different climatic variables was calculated using Spearman's
coefficient. The sandfly natural infection was evaluated by gPCR technique.
Pools reviews were composed by sand flies of the same species, distributed
among households, which were investigated in peridomiciliare and
intradomiciliare. Additionally, pools were distributed according to the 12-month
sampling. The results showed that the phlebotomine fauna is diverse, consisting
of four genera and five species. Specimens of epidemiological interest were
found predominantly for Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (98.4%). In addition,
a positive correlation between sandfly density and pluviosity at headquarters
urban zone was observed during the collection period. (r = 0.66, p <0.02). The
correlation between bioclimatic variables and density of sandflies was also
evaluated in neighborhoods that stood out individually by the sandfly density. A
positive correlation was observed for the variable relative humidity during the
collection period (r = 0.58 p <0.04) and similar association for precipitation
variable in the same period (r = 0.67 p <0.01). Molecular analysis showed natural
infection by Leishmania infantum in 10 pools of 78 pools of Lutzomyia Longipalpis
analyzed. In summary, these findings combined with the presence of VL
competent vector, Lutzomyia Longipalpis in high density, and studies of climate
variables warn of the need for epidemiological surveillance and constitute a useful

tool for planning control measures against VL in Camacari.

1. Introducéo

A leishmaniose visceral € uma doenca infecciosa considerada
negligenciada pela Organizagcdo Mundial da Saude. A LV é causada por
protozoarios flagelados pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (Ross, 1903). No Brasil, o agente
etiologico € a Leishmania infantum (Leishmania infantum) , sinonimia de
Leishmania chagasi (Mauricio et al., 2000). A leishmaniose visceral afeta
principalmente regides pobres de paises em desenvolvimento (Who, 2010c).

Assim como em outras partes do mundo, no Brasil a ocorréncia da leishmaniose
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visceral estava limitada inicialmente a areas rurais e a pequenas localidades
urbanas (Saude, 2008). Modifica¢cdes no ambiente e a emergéncia de focos da
doenca em areas urbana sao fatores que predispdem a ocorréncia dessa doenca
(Silva et al., 2001; Travi et al., 2002). Hoje, ela encontra-se em franca expanséo,
com o encontro de incidéncias elevadas em grandes centros urbanos (De Santis
et al., 2011; Carranza-Tamayo et al., 2010; Silva et al., 2011; Soares et al.,
2011).

Os vetores transmissores da leishmaniose visceral sdo flebotomineos
pertencentes a familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sendo o género
Lutzomyia (Franca, 1924) responsavel pela transmisséo das leishmanioses no
Novo Mundo (Young & Duncan, 1994). A espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz &
Neiva, 1912) é considerada a principal vetora responsavel pela transmisséo da
doenca no Brasil. Nesse pais, o controle da transmisséo da Leishmania infantum
€ centrado na reducao da populacédo flebotominica e nas medidas de controle do
reservatorio com o diagndstico e eutanasia de caes soropositivos. Outras
medidas existentes sdo o diagnostico e tratamento de casos humanos, além de
atividades de educacdo em saude, entretanto o impacto dessas medidas na
transmissado € baixa quando utilizadas na auséncia das medidas de controle do
vetor e reservatorio (Who, 2010b; Brasil, 2006)

Os estudos sobre o comportamento das espécies de flebotomineos sao
imprescindiveis para a aplicacdo correta das medidas de controle quimico da
doenca (Barata et al., 2005). Entretanto, ainda sdo necessarios mais trabalhos
de monitoramento entomolégico que avaliem a flutuacao da fauna flebotominica
correlacionando-a com fatores climaticos, como temperatura, umidade relativa
do ar, indices pluviométricos e fatores fisiograficos, (Oliveira et al., 2008;
Michalsky et al., 2009; Machado et al., 2012; Queiroz et al., 2012; Saude, 2008).
Outro fator de fundamental importancia para o entendimento da cadeia de
transmissao da leishmaniose visceral em um estudo de carater epidemiolégico
€ a identificagdo das espécies vetoras, o conhecimento da biologia e a
determinacao da taxa de infec¢ao natural dos mesmos, principalmente nas areas
endémicas. Este conhecimento é fundamental para a proposicéo de medidas de
controle direcionadas (Silva, 2011).

Efetivamente no estado da Bahia, existem alguns estudos sobre a

identificacdo de flebotomineos silvestres em éareas consideradas endémicas
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para leishmaniose visceral como no municipio de Jacobina, Camacari e Jequié
(Deane, 1956; Sherlock e Santos, 1964; Sherlock e Guitton, 1969). No entanto,
pouco se conhece sobre a fauna dos flebotomineos em éareas urbanas e
periurbanas no municipio de Camacari, considerada area de transmisséao intensa
para leishmaniose visceral (Brasil, 2006). Estudos para a elucidacéo do papel
destes insetos na cadeia de transmissédo da doenga nessa area podem contribuir
para a correta implementacdo de medidas de controle do vetor e, em
consequéncia, reducao da disseminacéo da leishmaniose visceral na regiao.

O presente estudo foi desenvolvido no municipio de Camacari,
considerada uma area endémica para leishmaniose visceral. O nosso principal
objetivo foi determinar a flutuacdo mensal e a taxa de infeccdo natural
porLeishmania da populacéo flebotominica em areas urbanas e periurbanas do

municipio.

2. Metodologia

2.1 Caracteristicas gerais de Camacari

O estudo foi realizado no municipio de Camacari situado na latitude
12°41°’51” e longitude 38°19'27”, considerado o maior territorio da regido
metropolitana da capital Salvador, distante dela cerca de 41 km (SESAU-
Camacari, 2010). O municipio possui seus bairros estratificados em quatro zonas
diferentes: zona urbana orla, zona urbana sede, zona rural orla e zona rural sede.

O municipio possui clima tropical umido com temperatura média de 26°C.

2.2 Area do estudo

Residéncias de bairros pertencentes as zonas urbana orla e zona urbana
sede foram selecionadas considerando conjuntamente a presenca de casos de
leishmaniose visceral humana e/ou canina notificados na residéncia e/ou
vizinhancga, além de serem condi¢des que aumentam a receptividade a presenca
do vetor flebotominico Lutzomyia longipalpis como: a) presenca no peridomicilio

de matéria organica em abundéancia, b) areas com alta umidade, c) abrigo de
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animais préximo as residéncias humanas, d) presenca de arvores com raizes e

buracos em pedras, que sao locais propicios para oviposicéo do vetor.

2.3 Captura e identificacdo dos flebotomineos

A captura dos flebotomineos foi realizada durante 12 meses ininterruptos,
entre os meses de dezembro de 2011 a novembro de 2012. Foram utilizadas
armadilhas luminosas do tipo HP (Pugedo et al., 2005), que foram instaladas no
intradomicilio e peridomicilio, sendo expostas das 17:00h as 6:00h da manh&
seguinte durante trés noites consecutivas.

Foram utilizadas 30 armadilhas distribuidas em 15 residéncias
pertencentes a 11 bairros: Barra de Pojuca, Monte Gordo, Barra de Jacuipe,
Areias, Jaua , Parque Real Serra Verde, Jardim Limoeiro, Verde Horizonte, Nova
Vitéria, Parque Verde Il e Phooc Illl. Um aparelho Global Positioning
System (GPS) foi utilizado para georreferenciar as residéncias investigadas.

Os flebotomineos capturados foram identificados utilizando a
classificacdo proposta por Galati (2003), sendo realizada no Laboratorio de
Patologia e Biointervencéo do Centro de Pesquisa Gong¢alo Moniz — Fundacéao
Oswaldo Cruz e confirmada de forma cega pelo laboratério de entomologia do
Laboratério Central de Saude Publica. Os espécimes machos foram submetidos
ao processo de diafanizacdo e montagem em lamina, enquanto as fémeas
tiveram o corpo dissecado para separar a cabeca e os dois Ultimos segmentos
abdominais. Foi utilizado protocolo padronizado pelo Laboratério de
Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou. A cabeca e o fragmento
do abdémen dos espécimes fémeas foram montados entre lamina e laminula,
utilizando-se liquido de Berlese de acordo com a técnica de Langeron (1949)
modificada. O restante do corpo de cada fémea dissecada foi acondicionado em
dimetilsuféxido a 6% e mantidos a -70°C até a composicdo dos pools e extracao
do DNA gendmico. Alguns exemplares ndo estavam integros, apresentando
somente parte do material, 0 que ndo permitiu a identificacdo de sua espécie

especifica, sendo estes exemplares identificados apenas quanto ao género.

2.4 Obtencédo de dados climaticos
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Com afinalidade de obter dados microclimaticos de temperatura, umidade
relativa do ar e velocidade dos ventos nos locais de instalacdo das armadilhas
foi utilizado um aparelho termo-higro-anemémetro. Os dados foram copilados
uma vez por més no peridomicilio das residéncias nos locais exatos de
instalacdo das armadilhas, durante os 12 meses do estudo. Dados
complementares mensais de pluviosidade foram compilados do banco de dados
historicos do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia), 4° distrito da Bahia e
foram referentes a base meteorologica de Ondina, situada na capital Salvador.
As varidveis microcliméticas de temperatura, umidade e pluviosidade foram
utilizadas para avaliacdo de correlagdo entre elas e a proporcdao dos
flebotomineos capturados ao longo do estudo, assim como a flutuacdo mensal

de insetos capturados.

2.5 Influéncia das variaveis climaticas sobre os flebotomineos

Para verificar a influéncia dos fatores ambientais sobre a flutuacdo mensal
da populacdo dos flebotomineos ao longo de um ano foram utilizados dados
climaticos de temperatura (°C), umidade relativa do ar (%) e pluviosidade (mm?)
referentes ao periodo de dezembro de 2011 a novembro de 2012. Para as
analises foram considerados os valores das médias mensais para cada uma das
variaveis de associacdo avaliadas. A correlacdo entre as variaveis bioclimaticas
e a proporcdo populacional de flebotomineos foi calculada utilizando o

coeficiente de correlacdo ndo paramétrica de Spearman (valor p < 0.05).

2.6 Extracdo de material genémico de flebotomineos

Apos a identificacdo morfoldgica, 682 fémeas de Lutzomyia longipalpis
foram reunidas em pools variando de 2 a 10 fémeas por pool, sendo divididos
guanto ao setor da residéncia em intradomicilio e peridomicilio e de acordo com
0s meses de coleta no estudo. Os pools obtidos foram macerados e
homogeneizados em 60 pl de tampao de lise celular (100mM Tris-HCL, 100 mM
NacCl, 25 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 8,0) e 10 pL de solugao de proteinase K a 1
mg/mL (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Em seguida, o

material macerado foi incubado em banho-maria por um periodo de 16 a 18 h a
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37°C. O DNA foi extraido com fenol e cloroférmio segundo protocolo de Souza e
colaboradores (2004) e Michalsky e colaboradores (2002) modificados. As
amostras de DNA foram ressuspensas em 50 ul de tampé&o Tris-EDTA 1X (TE).
Posteriormente, a concentracdo das amostras foi determinada usando
espectrofotometro digital (Nanodrop® ND-1000 Thermo Scientific, Wilmington,
USA). Por fim, as amostras de DNA foram aliqguotadas na concentracao de 20

ng/uL e estocadas no freezer a -20°C até sua utilizacéo.

2.7 PCR quantitativa (QPCR)

Com a finalidade de normalizar a concentracdo da amostra de DNA de
Leishmania presente nas amostras dos pools de fémeas de flebotomineos, bem
como para assegurar que os resultados negativos no teste n&o ocorreram devido
a problemas na amostra, como degradagcdo de DNA ou presenca de inibidores
de PCR foram utilizados primers adequados que tém como alvos o0 gene da
periodicidade de Lutzomyia longipalpis (GenBank AF446142; Bauzer et al.
(2002)) e que ndo amplificam o DNA genémico da Leishmania, em PCR em
tempo real.

As reacdes foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo: 5
uL da amostra de DNA flebotominico, diluido com &gua deionizada na
concentracéo de 20 ng/uL, e 20 pL de mistura de PCR, que consiste em 12,5 pL
da Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA),
primer foward 5-A ATTTCTTTTCCTTAGGACCATCGA-3' (Fleb-F) e primer
reverse 5-TAGGACATCTTCGGAAAATTGTTG-3' (Fleb-R), 1,5 uL ambos em
uma concentracdo final de 900 nM, e uma sonda fluorogénica 5'-
AMTCCTCASAGTCTTTGACTCCACGTTGGTT-3' que foi sintetizada junto com
uma molécula TAMRA reporter ligado a extremidade 5', assim como um MGB-
QNQ quencher ligado a extremidade 3’ (Perkin-Elmer Applied Biosystems), 2,5
ML em uma concentracao final de 200 nM e 2ul de BSA (2,5ug) para completar
o volume final da reacéo de 25 pL. As condi¢cOes de temperatura da reacao foram
de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1
min. Somente foram utilizadas para avaliacao da infeccao natural por Leishmania

amostras de DNA que amplificaram o gene da periodicidade.
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Os ensaios de gPCR realizados para determinar a quantidade de DNA do
parasito nas amostras dos pools de fémeas de flebotomineos capturadas foram
baseados no protocolo descrito por Francino e colaboradores (2006). O alvo da
reacao foi uma regiao conservada do minicirculo do DNA do cinetoplasto (KDNA)
de Leishmania infantum que amplifica um fragmento de 120 pares de base (bp).
As reacoes foram realizadas em um volume final de 25 pL, consistindo de 5 pL
de DNA em 20 ng/pL (para os pools de fleb6tomineos) e 20 pL de mistura de
PCR, que consiste em: 12,5 pL da Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), primer foward 5'-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3' (Leish-1) e primer reverse 5'-
ACCCCCAGTTTCCCGCC-3' (Leish-2), ambos em uma concentracdo final de
900 nM, uma sonda fluorogénica 5'-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3' que foi
sintetizada junto com uma molécula FAM reporter ligada a extremidade 5', assim
como um MGB-QNQ quencher ligado a extremidade 3’ (Perkin-Elmer Applied
Biosystems), em uma concentragéo final de 200 nM. As condi¢des estabelecidas
para a reacdo foram de 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, e 40 ciclos a
95°C durante 15 s e 60°C durante 1 min. A carga parasitaria foi expressa pelo
namero de parasitos e normalizada para a quantificacdo média da amplificacao
do gene controle da periodicidade de cada pool de fémeas de flebotomineos.

2.8 Célculo da taxa minima de infec¢do natural
Para o célculo da taxa de prevaléncia da infeccdo por Leishmania nos
pools dos flebotomineos foi utilizada a taxa de infeccdo minima, calculada pela
férmula: numero de “pools” de cada espécie em que houve detec¢cdo de DNA de
Leishmania multiplicado por 100 e dividido pelo nimero total de individuos dos
“pools” da espécie.
3. Resultados

3.1 Coleta dos flebotomineos

Apbés a identificacdo morfoldégica da fauna flebotominica foram

encontrados 5.319 flebotomineos, sendo constituida por apenas um unico


file:///C:/Users/Orlando%20Marcos/Desktop/Area%20de%20trabalho/Dissertação%20de%20Mestrado%20final%20defintiva%2002%2005%2014.docx%23_ENREF_42

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

95

género (Lutzomyia), e seis espécies: Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (98,4%),
Evandromyia (Barretomyia) sallesi (0,81%), Evandromyia (Aldamyia) evandroi
(0,42%), Nyssomyia whitmani (0,22%) e Pressatia choti (0,14%). Os espécimes
de Evandromyia (Barretomyia) serie cortelezzii (0,08%) foram identificados
somente quanto ao género. O numero total de espécimes de flebotomineos
identificados e distribuidos de acordo com os bairros onde foram capturados
pode ser observado na tabela 1.

A maior propor¢cdo da fauna flebotominica encontrada nos bairros
investigados foi concentrada na zona urbana orla com cerca de 95,8%, enquanto
que nos bairros da zona urbana sede do municipio foi de apenas 4,2%. A menor
e maior proporcao vetorial foi identificada no més de novembro de 2012 (2,67%)
e setembro de 2012 (19,29%) respectivamente (Tabela 2). Quanto ao
comportamento de endofilia e exofilia dos flebotomineos capturados no
municipio de Camacari, 93,8% dos espécimes foram encontrados no

peridomicilio, enquanto que 6,2% foram capturados no intradomicilio (Tabela 3).

3.2 Influéncia das variaveis climéticas sobre a proporcéo da

populacao flebotominica

A associacao entre a proporc¢ao dos flebotomineos e os diferentes fatores
climaticos foi avaliada e encontra-se representada na Tabela 4. Observou-se
correlacdo positiva significativa apenas entre a proporcao de flebotomineos e a
variavel pluviosidade na zona urbana sede (Figura 1). As variaveis umidade
relativa do ar e temperatura nessas zonas nao apresentaram correlacao
estatisticamente significante com o numero de flebotomos capturados. No
entanto, quando a mesma correlacdo foi avaliada nos trés bairros que se
destacaram individualmente pela alta proporcéo de flebotomineos, encontrou-se
correlacao positiva estatisticamente significante entre as variaveis bioclimaticas,
umidade relativa do ar e pluviosidade em relacdo a proporcao de flebotomineos,

Figura 2 e 3.

3.3 Deteccado de DNA de Leishmania spp. em flebotomineos
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Um total de 740 fémeas que ndo estavam alimentadas foram distribuidas
em pools por espécie variando de 2 a 10 fémeas por pool, totalizando 102 pools
formados. Deste total, 78 pools corresponderam a espécie Lutzomyia
longipalpis. Essa representou a Unica espécie utilizada para a determinacao da
infeccdo natural dos flebotomineos coletados nesse estudo.

Do total de 78 pools avaliados, em 10 pools de flebotomineos da
espécie Lutzomyia longipalpis foi detectada infeccdo natural pela deteccédo de
DNA de Leishmania utilizando gPCR. Segundo analise da expressédo do gene
constitutivo de flebotomineos, todos 78 pools testados foram positivos,
apresentando amplificacdo do gene controle da periodicidade de Lutzomyia. A
infeccdo natural dos flebotomineos foi analisada de acordo com a distribuicao
dos bairros e pelos meses do estudo. Os locais de deteccdo da infec¢cao natural
dos flebotomineos foram representados pelos bairros de Monte Gordo (nove
pools positivos) e pelo bairro Areias (1 pool positivo). A taxa minima de infeccdo
natural total do estudo foi de 1,46% sendo detectada infec¢ao nos flebotomineos
ao longo dos meses de dezembro de 2011, fevereiro, marco, maio e setembro
de 2012 (Tabela 5 e 6).

4. Discussao

Em resumo, o presente estudo mostrou que a fauna flebotominica
detectada no municipio de Camacari foi diversificada, tendo sido encontrados
espécimes de interesse epidemioloégico, com grande predominio de Lutzomyia
longipalpis. Foi adicionalmente demonstrado para um dos bairros de Camacari
gue ha correlacdo positiva significativa entre a proporcéo de flebotomineos e as
variaveis de pluviosidade e umidade relativa do ar. Demonstrando que
flebotomineos podem ser sensiveis a mudancas nessas variaveis bioclimaticas.
De acordo com as analises moleculares os resultados mostraram a ocorréncia
de infec¢do natural de Lutzomyia longipalpis por Leishmania infantum em 10 de
78 pools avaliados.

No municipio de Camacari, ao longo das ultimas décadas foram se
acumulando danos ambientais ocasionados em sua grande parte pela ocupacao
imobiliaria, pelas areas de mineragdo e industrias, dando origem a situacdes

criticas como a degradacdo da cobertura vegetal (Souza, 2006). Apesar das
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condicoes fitogeogréaficas atuais, os achados entomoldgicos do nosso estudo
revelaram que a fauna flebotominica em Camacari é diversificada em areas sob
impacto antrépico e possui riqueza considerando a espécie vetora. Resultados
semelhantes tém sido obtidos em outras cidades brasileiras (Andrade-Filho et
al., 2001; Silva, et al., 2008)

Nesse estudo foi observada predominancia de flebotomineos coletados
na zona urbana orla em comparacdo com a zona urbana sede do municipio.
Esse achado demonstra que existe um perfil distinto de dispersdo e proporgao
desses dipteros, de acordo com o tipo de ambiente investigado. Nossos dados
estdo de acordo com Teodoro e colaboradores, (1993) e Saraiva e colaboradores
(2011) que apontam que o perfil de distribuicdo das espécies de flebotomineos
pode variar consideravelmente de acordo com a area investigada.

As altas proporcdes de flebotomineos evidenciados em nosso estudo
sobretudo no peridomicilio dos bairros pertencentes a zona urbana orla,
provavelmente contribuem para o crescimento da transmissdo da LV nesses
locais. Similarmente, outros autores relataram resultados semelhantes em outras
localidades (Barros 1985; Forantine 1960; 1976; Martins 1978; Rangel 1989,
1990; Tolezano 1989). Nossos dados de distribuicdo dos flebotomineos nos
diferentes setores das residéncias estdo de acordo com estudos anteriores que
mostraram alta proporcao de flebotomineos sendo capturados no peridomicilio
das residéncias (Resende et al., 2006; Oliveira et al., 2008; Machado et al., 2012;
Rangel et al., 2012).

A Lutzomyia longipalpis, representou a Unica espécie considerada vetora
da LV contida na fauna flebotominica do municipio de Camacari. O encontro
dessa espécie em alta propor¢éo no nosso estudo (98,4%), esta de acordo com
inquéritos entomoldgicos realizados em outras areas endémicas estudadas
anteriormente (Souza et al., 2004, Oliveira et al., 2011; Jeraldo et al., 2012).

Em nosso estudo evidenciamos uma grande diversidade e quantidade de
animais no peridomicilio das residéncias amostradas, sobretudo na regido
litordnea. Este achado ja foi observado em outros trabalhos na literatura (Barata
et al., 2005; Oliveira et al., 2012). Durante o periodo de coleta entomolbgica
evidenciamos maiores propor¢cdes da espécie Lutzomyia longipalpis em
galinheiros. Esse achado confirma a importancia epidemiolégica dos galinaceos

em regides endémicas para a LV e corrobora estudos anteriores (Rebélo et al.,
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1999; Franca-Silva et al.,, 2003; Mestre et al.,, 2011). Diversos autores que
avaliaram a preferéncia alimentar dos flebotomineos, encontraram maior
destaque para os galindceos servindo como fonte alimentar para o Lutzomyia
longipalpis (Alexander et al., 2002; Dias et al., 2003; De Oliveira et al., 2008;
Oliveira et al., 2008). Em nosso estudo evidenciamos a presenca de varias outras
espécies de animais nas residéncias amostradas que serviriam como fonte
alimentar para os flebotomineos. A presenca de caes foi verificada em todas as
residéncias e em grande quantidade nas ruas dos bairros investigados. Vale
salientar ainda que alguns desses animais apresentavam aspectos sugestivos
de calazar. Segundo Teoddrio e colaboradores, (1993) e Castellon, (1999), a
criacdo de animais acompanhados de condi¢cfes de higiene precéarias cria um
ambiente favoravel a atracdo dos vetores da leishmaniose visceral.

Apesar da predominancia de Lutzomyia longipalpis dentre os espécimes
coletados, foi capturado em um bairro da zona urbana sede amostras de
Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939), que € incriminada como vetora
da leishmaniose tegumentar, veiculando Leishmania braziliensis em algumas
regides do Brasil (Queiroz et al., 1994; Luz et al., 2000). O achado dessa espécie
em nosso estudo deve ser analisado de forma critica, pois ndo houve relato de
casos comprovadamente autoctones de leishmaniose tegumentar no municipio.

Diversos autores na literatura apontam a importancia do monitoramento
de espécies de flebotomineos encontradas infectadas naturalmente (Pita-Pereira
et al., 2008; Carvalho et al., 2009; Saraiva et al., 2009; Carvalho et al., 2010;
Rosa et al., 2012). O encontro da espécie Evandromyia (barretomyia) sallesi,
embora em baixa propor¢cédo, merece destaque, pois a mesma ja foi verificada
infectada naturalmente por Leishmania infantum (Saraiva et al., 2009). Em nosso
estudo, esta espécie representou a segunda maior proporcdo dentre 0s
flebotomineos coletados sugerindo a necessidade de constante monitoramento
desta espécie no municipio de Camacgari

Em nosso estudo, a espécie Lutzomyia longipalpis foi encontrada em
todos os meses do ano. Esse achado entomoldgico ja foi verificado em estudos
similares realizados em outros Estados brasileiros que investigaram areas
distintas dentro dos municipios (Resende et al., 2006; Mestre et al., 2011). Na
Bahia, Sherlock (1997) afirma que apesar da espécie Lutzomyia longipalpis ser

abundante em todos os meses do ano, ela é mais abundante nos meses de abril
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a junho. Meses em que concentra-se o0 periodo de chuvas em nossa area de
estudo. Nés avaliamos a influéncia das variaveis climéaticas sobre a populacéo
dos flebotomineos estratificando o municipio em zona urbana orla e urbana sede.
Avaliamos também isoladamente a mesma influéncia nos bairros que se
destacaram pela proporgéo dos flebotomineos coletados. Observamos picos de
proporc¢éao de flebotomineos apds o periodo de chuvas na zona urbana orla. Esse
nosso achado esta de acordo com estudo de autores que tém afirmado que a
maior proporcdo de flebotomineos corresponde a periodos com precipitacao
elevada, atingindo valores maximos logo apds o fim da estacdo chuvosa
(Lainson et al., 1983; De Aguiar et al., 1987; Oliveira et al., 2008). Além do mais,
nossos resultados na zona urbana sede e no bairro Parque verde Il mostraram
que o vetor Lutzomyia longipalpis foi menos abundante durante os periodos mais
secos e mais abundante durante o periodo chuvoso. Esse achado também foi
verificado por Resende e colaboradores (2006) e diversos outros autores no
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, que demonstraram a tendéncia dos
flebotomineos especialmente da espécie Lutzomyia longipalpis de predominar
durante estacdo chuvosa (Barata et al., 2004; Deane, 1956; Galati et al., 2003,
2006; Margonari et al., 2004; Oliveira et al., 2003; Rebelo, 2001; Resende et al.,
2006; Sherlock e Guitton, 1969).

A correlacdo entre variaveis bioclimaticas umidade e pluviosidade e a
proporcao de flebotomineos capturados observadas neste estudo e em estudos
anteriores reforcam a ideia que esses insetos sdo sensiveis as variacdes de
umidade e chuvas. Ja a temperatura ndo foi um fator determinante da proporcao
de flebotomineos, como demonstrado em estudos anteriores (Missawa & Dias,
2007; Dias et al., 2007; Michalsky et al., 2009). Barata e colaboradores, (2004)
mostraram que a umidade e pluviosidade influenciam significativamente a
proporcao de flebotomineos, enquanto a temperatura néo teve efeito significativo
sobre a populacdo dos mesmos. E importante salientar que ndo ha uma regra; e
gue os dados da literatura ndo mostram coeréncia a respeito de quais fatores ou
variaveis que influenciam efetivamente na flutuacdo da populacdo desses
flebotomineos (Missawa & Dias, 2007; Dias et al., 2007; Michalsky et al., 2009),
tendo resultados varidveis a depender da regido estudada e o padrdo de
distribuicdo de chuvas. E possivel que essas discrepancias dos dados da

literatura, em relacdo aos fatores climaticos e ambientais que influenciam a
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distribuicdo do vetor, estejam relacionadas a variagbes geograficas entre as
regides estudadas. Essas observagcbes reforcam a ideia de que o vetor
Lutzomyia longipalpis se adapta facilmente em diferentes habitats.

Nossas observacoes de 12 meses da flutuacdo mensal da populacdo dos
flebotomineos nao foram suficientes para sugerir um periodo mais favoravel do
ano para iniciar as intervencdes contra o vetor Lutzomyia longipalpis, sendo
necessario um minimo de 24 meses como € preconizado pelo manual do
programa de controle da leishmaniose visceral. Entretanto, encontramos em
nosso estudo, elevada propor¢cdo de flebotomineos coincidindo com baixos
indices pluviométricos durante os meses de fevereiro, marco e abril. A
intervencdo para o0 controle desses insetos nesse periodo impediria a
reproducdo dos adultos e a consequente elevacao dos indices de transmissao
nos meses pos-chuva. No entanto, ha necessidade de dados mais concretos
obtidos a partir de capturas de flebotomineos por um periodo mais prolongado e
em maior numero de areas no municipio de Camacari, para ter-se um panorama
mais amplo dos fatores climaticos que podem influenciar na distribuicdo e
proporcao dos flebotomineos nessa area endémica. Assim, o Servico Municipal
de Controle de Zoonoses (CCZ) poderia otimizar 0s recursos, priorizando as
areas e o periodo mais indicado para um controle mais eficaz de LV.

Nossos resultados referentes as analises moleculares, apontaram
infeccdo em 10 dos 78 pools de flebotomineos correspondentes a espécie
Lutzomyia longipalpis, sendo a taxa de infeccdo natural de 1,46%. Esse achado
esta de acordo com os dados da literatura em outras areas endémicas (Miranda
et al., 2002; Missawa et al., 2010; Paiva et al., 2010; Rocha et al., 2010; Pita-
Pereira et al., 2011). Geralmente, estas taxas nos focos endémicos na América
Latina variam entre 0,2% a 10% sendo que este nimero contrasta com a alta
incidéncia da doenca nestas regides (Rodriguez et al., 1999b; Miranda et al.,
2002; Oliveira-Pereira, Rebélo, Morais et al., 2006; Paiva et al., 2006; Carvalho
et al., 2008; Pita-Pereira et al., 2008; Silva et al., 2008).

A infecgd@o natural em nosso estudo esteve concentrada em apenas dois
bairros. No bairro de Monte Gordo, onde os exemplares de 9 “pools” infectados
foram capturados, que apresenta 0 maior nimero de casos da doenca canina e
humana do municipio, e demonstrou ser também a localidade com maior

proporcao de flebotomineos coletados no estudo. Ja o bairro Parque Verde Il
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onde os exemplares de 1 “pool” infectado foram capturados, representa o bairro
periférico com maior proporcdo de flebotomineos coletada dentre aqueles da
zona urbana sede e onde vém sendo notificados casos de LVH.

Em conjunto, esses dados sugerem que a alta ocorréncia nesses bairros,
de flebotomineos com evidéncia de infec¢do natural tem provavel correlacao
com a alta prevaléncia de LVC e aparecimento de casos de LV.

O encontro da infec¢ao natural do vetor Lutzomyia longipalpis evidenciado
em nosso estudo, sobretudo no bairro de Monte Gordo, demonstra a importancia
de intervencdes para a minimizacéo das notificagdes de LV canina e humana na
faixa litordnea do municipio. J& no bairro Parque Verde Il esse achado demonstra
a adaptacdo do vetor ao ambiente modificado pelo homem e a possivel
emergéncia de urbanizacéo da transmisséo da LV em bairros mais centralizados
do municipio de Camacgari.

Em suma, o encontro da espécie Lutzomyia longipalpis durante todos
0s meses do estudo e a verificacdo da infeccao natural por Leishmania infantun
indica a urgéncia de uma vigilancia entomologica rigorosa e de acfes que visem
diminuir o ambiente propicio de contato dos flebotomineos, haja vista o

predominio desse vetor nos ambientes peridomésticos.

Tabela 1 - Numero total de espécimes de flebotomineos identificados e distribuidos de acordo
com os bairros onde foram capturadas nas zonas urbana orla e urbana sede do municipio de

Camacari-BA.

Tabela 2 - nimero total de flebotomineos coletados mensalmente entre dezembro de 2011 a
julho de 2012 distribuidos pelos bairros da zona urbana orla e zona urbana sede do municipio

de Camacari-BA.

Tabela 3 - Distribuicdo dos flebotomineos capturados segundo a espécie e o setor da residéncia
investigado pela exposicao das armadilhas, entre o periodo de dezembro de 2011 a novembro

de 2012 no municipio de Camacgari-BA.

Tabela 4 - coeficientes de correlacdo de spearman obtidos da correlacdo entre a proporcdo de
flebotomineos e as variaveis bioclimaticas (temperatura, pluviosidade e umidade relativa do ar)

entre dezembro de 2011 a novembro de 2012, no municipio de Camacari-BA.
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Tabela 5 - Distribuicdo dos pools de Lutzomyia longipalpis positivos por bairros e meses de coleta

entomoldgica no municipio de Camacari — BA

Figura 1- Avaliacédo da influéncia da pluviosidade sobre a variavel dependente propor¢cao mensal
de flebotomineos na zona urbana sede

Figura 2 - Avaliagao da influéncia da pluviosidade sobre a varidvel dependente propor¢éo mensal
de flebotomineos no bairro Parque Verde Il

Figura 3 - Avaliacdo da influéncia da umidade relativa do ar sobre a variavel dependente

proporcao mensal de flebotomineos no bairro Parque Verde I
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762 Tabela 1
763
Flebotomineos coletados na Zona " Flebotomineos coletados na Zona Urbana "
Urbana Orla g Sede g =
N° de pontos de coleta 6 4 2 S 2 2 2 2 2 2 ) . 8
o) e ~
o o S
S 8 28 5B 2 : o= = g9 =< s é
g9 T o o o o OIS = 5o = E= o 8
Bairros 5§ 3 o > & > SR > S5 8 =] ° o2
S0 3 S < g SE >3 g S & SE g 2
M L2 3 I e -3 2 =
Espécies identificadas g Q 3 @ 3 Q N (%) g @ 4 ¢ & @ 4 e 4 2 4 2 N (%) N (%)
Lutzomyia longipalpis 3189 810 403 79 526 78 508 9560 19 3 1 1 2 - 9%5 13 1 - 11 4 150 2,8 5235 98,42
Evandromyia sallesi - - - - 3 8 11 0,21 - - 1 1 2 29 - - - - - 33 0,6 44 0,81
Evandromyia evandroi 5 11 - - - 1 17 0,32 - - 3 - - - 1 - - - - - 4 0,1 21 0,42
Nyssomyia whitmani - - - - - 1 1 0,02 - - - - - - 3 5 - - - 1 9 0,2 10 0,22
Pressatia choti 1 1 - - - - 2 0,04 - - - -2 - 1 - - - - 3 01 5 0,14
(Serie cortellezzi) 4 - - - - 4 0,08 - - - - - - - - - - - - - 0,0 4 0,08
Total 3199 822 403 79 529 88 5120 92’78’ 19 3 5 2 6 29 100 18 1 - 11 5 199 3,8 5319 100
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
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Tabela 2
[%2]
Flebotomineos coletados na 8 Flebotomineos coletados na Zona 8 2
o Zona Urbana Orla) IS Urbana Sede (S S
© @] (@] Ne)
g (o) “i—) E\O/ © O @© qi_) g\i o O
S o3 o Q7D e 9 5 o= — ® =3
° L o © 'S @ ° x o E= oc = 5 o = © o
o = = = 9 T O — e
3 55 58 o g S = S2 58 7 So 8 g =
ks S b 5 © b = © S o < IS} ©
o o a0 z =
J g g e 4 9 N w 4 o J o 4 ° 4 o J ° I @ N (0 N (%)
2011 DEZ 177 46 - - 7 4 234 4,07 1 - - - - - 2 - 18 5 - 26 045 260 4,53
JAN 246 56 4 1 31 8 346 6,02 9 1 - 2 - - - - 1 - - 13 0,23 359 6,25
FEV 347 85 % 16 32 10 586 10,20 - 1 - - 1 2 - 1 5 2 - 12 0,21 598 1041
MAR 272 81 35 4 72 14 478 8,32 - - 3 3 - - 1 1 3 3 - 14 024 492 8,56
ABR 265 100 81 21 56 13 536 933 - 10 - - - - - - - - - 10 0,17 546 9,50
~ MAI 167 90 67 24 82 13 443 7,71 - - - 1 1 - 4 17 69 6 1 99 1,72 542 9,43
S JUN 230 93 7 1 24 4 359 6,25 - - 6 - - - - - 3 3 - 12 021 371 6,46
“ JuL 207 8 45 13 24 2 376 654 - 1 1 - - 1 4 9 7 3 - 26 045 402 7,00
AGO 449 43 17 4 19 7 539 9,38 4 1 - 1 - - - - 2 - - 8 0,09 547 9,52
SET 708 279 16 4 74 23 1104 19,22 - - - - - 1 - 2 1 - 4 0,08 1108 19,29
OuUT 154 97 19 9 67 14 360 6,27 4 - 2 - - - 1 - 1 - - 8 0,09 368 641
NOV 39 10 22 8 57 11 147 256 2 - - - - - 1 - - - 5 0,09 152 2,65
Total 3261 1065 409 105 545 123 20 16 12 7 2 3 13 29 111 23 1
7 237 412 5745 1
% 75,20 8,95 11,63 5508 958 0,63 0,33 0,09 0,73 2,33 0,02 3 ’ 2745 00




780
781  Tabela 3

782
Espécies identificadas Intradomicilio Peridomicilio Total %
3 ? 3 ?
Lutzomyia longipalpis 256 58 3990 931 5235 98,4
Evandromyia sallesi 2 1 40 44 0,81
Evandromyia evandroi 4 5 5 21 0,42
Nyssomyia whitmani 2 - 1 7 10 0,22
Pressatia choti 1 - 3 1 5 0,14
Serie cortelessi - - 4 - 4 0,08
Sub -Total 265 66 4004 984
(%) (4,97) (1,24) (75,2) (18,5) 5319 (100)
Total / (%) 331/(6,2) 4988 / (93,8)
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Tabela 4

ZUO ZUS Pqg. Verde M.Gordo B. Jacuipe Areias

Variaveis
r p r p r p r p r P r p

Fleb X Pluv  -0.09 0,77 066 0,02* 067 001* -0,17 058 006 085 0,08 0,7

Fleb XUmid -0,24 0,38 -045 0,13 058 0,04 -025 041 -008 0,78 -033 0,23

Fleb X Temp 0,04 0,89 -034 026 -024 044 019 052 009 066 015 0,61

Tabela 5
Monte Gordo 3’:::& d: 5 :rrg]eu ﬁ %)
P 8 Total
Periodo 0 0 o o pools o
estudo 2 28 2 28 @2 28 S ovos M)
o oG o o G o oG Il
a ag a a g a aod o
(o o (o -
2011 DEzZ 3 2 - - - - 3 2 0,29
JAN 4 - - - - - 4 - -
FEV 5 2 - - - - 5 2 0,29
MAR 4 - 2 - 1 1 7 1 0,14
ABR 5 - 1 - 1 - 7 - -
~ MAI 5 3 1 - - - 6 3 0,43
S JUN 6 - - - - - 6 - -
N
JuL 1 - - - - - 1 - -
AGO - - - - - - - - -
SET 25 2 - - 1 - 26 2 0,29
OouT 10 - 1 - 1 - 12 - -
NOV - - - - 1 - 1 - -
Total 68 9 5 - 5 1 78 10 1,46
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Figura 2
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Figura 3
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