Ministério da Saude
Fundac¢ao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncias da Saude

Leishmanioses: estudos epidemiologicos e o conhecimento da populaciao de Formiga,

Minas Gerais, Brasil

por

Julia Alves Menezes

Belo Horizonte

Fevereiro/ 2014

DISSERTACAO MDIP — CPQRR J.A. MENEZES 2014




Ministério da Saude

Fundac¢ao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncias da Saude

Leishmanioses: estudos epidemiologicos e o conhecimento da populaciao de Formiga,

Minas Gerais, Brasil

por

Jiulia Alves Menezes

Dissertacdo apresentada com vistas a
obtengdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
na area de concentracdo Doencas
Infecciosas e Parasitarias

Orientagdo: Dr. Rodrigo Pedro Pinto
Soares
Co-orientagdo: Dra. Carina Margonari de
Souza

Belo Horizonte

Fevereiro/ 2014



Catalogagao-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPqRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

M5341
2014

Menezes, Jalia Alves.

Leishmanioses: estudos epidemiolégicos e o
conhecimento da populag¢do de Formiga, Minas Gerais /
Julia Alves Menezes. — Belo Horizonte, 2014.

XIX, 122 f.:il.; 210 x 297mm.

Bibliografia: f.: 107 - 141
Dissertagdo (Mestrado) — Dissertagdo para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncias pelo Programa de Poés -
Graduacdo em Ciéncias da Satde do Centro de Pesquisas
René Rachou. Area de concentragido: Doencas Infecciosas e
Parasitarias.

1. Leishmaniose/epidemiologia 2. Conhecimento 3.
Phlebotomus/parasitologia 4. Caes/parasitologia I. Titulo.
I1. Soares, Rodrigo Pedro Pinto (Orientagdo). II1. Souza,
Carina Margonari de (Co-orientagao).

CDD —-22.ed. - 616.936 4




Ministério da Saude
Fundac¢ao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncias da Saude

Leishmanioses: estudos epidemiologicos e o conhecimento da populaciao de Formiga,

Minas Gerais, Brasil

por

Jiulia Alves Menezes

Foi avaliado pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares (Presidente)
Dra. Carina Margonri de Souza

Dr. Edward José de Oliveira

Dra. Maria Norma de Melo

Suplente: Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo

Dissertaciao defendida e aprovada em: 14/02/2014



DEDICATORIAS

Dedico esse trabalho a minha familia e a todos que
colaboraram de alguma forma para a concretizacdo desse

sonho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ter me iluminado em todas as etapas desse projeto e por

ter permitido que eu realizasse meu sonho.

A meus pais, Zila e Fernando, pelo apoio, pela compreensdo nos momentos em que nao pude

estar presente e pelo amor incondicional. Amo voces.

A minha tia Lourdes, por ter me recebido e me incentivado sempre, desde o inicio dessa

caminhada.

A Mario Henrique Gontijo de Araujo por todo o carinho, amor e dedicagdo; e por ter

acreditado no meu sonho, me apoiando desde o processo seletivo.

A minha orientadora, Dra. Carina Margonari, pela amizade, forca e fé de que tudo daria certo.
Serei eternamente grata pelos ensinamentos, incentivo ¢ competéncia dedicados a condugdo

desse trabalho e a minha formagao profissional.

Ao Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares, por ter me aceitado como aluna e pelo conhecimento e

preseteza sempre dedicados a construgdo desse trabalho.

Ao Dr. George L. L. Machado-Coelho por me ceder a infraestrutura do Laboratério de
Epidemiologia das Doengas Parasitarias da Universidade Federal de Ouro Preto (LEPI) e a
todos os membros do LEPI por terem me recebido e contribuido com tantas etapas desse

projeto.

Agradego especialmente a Ana Maria Sampaio Rocha (LEPI/UFOP) por ter sido uma parceira

tdo paciente e generosa na condugao dos experimentos.

A Alessandra e ao Mayron pela amizade e parceria construidas durante o projeto, pela ajuda

importantissima no campo e pelos momentos divertidos que passamos juntos.

A Dra. Ana Paula Madureira pela ajuda nas analises estatisticas dos flebotomineos e caes.

\



Ao Msc. Christian Rezende Freitas pela grande contribui¢do as analises espaciais.

Ao Dr. Eduardo de Castro Ferreira pelos ensinamentos em biologia molecular.

Ao Dr. José¢ Dilermando Andrade Filho por me receber em seu laboratorio e pela ajuda

importantissima na identificagdo dos flebotomineos e na revisao de parte desse trabalho.

A todos do Centro de Referéncia Nacional e Internacional em Flebotomineos, especialmente a

Cris, Dany, Lara, Rogério e Juliana pela ajuda e presteza nos momentos que precisei.

Ao Dr. Edelberto Santos Dias e a Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo do Laboratorio de

Leishmanioses pela infraestutura concendida.

A todos do Laboratorio de Educagdo em Saude e Ambiente, especialmente a Dra. Tatiana
Borges pela colaboragdo com as andlises estatisticas dos questionarios € a Aline Sodré por me
tirar tantas dividas e estar sempre pronta para ajudar.

A secretaria de satide de Formiga, em nome da entdo secretdria Luiza Flora de Oliveira ¢ a

Juliana, Fernanda e ao “Padre” pelo apoio logistico durante os trabalhos de campo.

A populacdo do municipio de Formiga pela compreensdo e colaboracdo imprescindiveis para

a conclusao desse trabalho.

A todos os agentes de endemias que colaboraram com a realizagdo das capturas

entomoldgicas.

A Fundagdo Oswaldo Cruz, ao Centro de Pesquisas René Rachou e ao Programa de Pos-

graduacdo em Ciéncias da Saude pela oportunidade ofertada.

il



A Fundagio de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG - APQ-01657-11) pelo

financiamento do projeto.

A Coordenagio de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior pela bolsa concedida.

Ao Centro de Pesquisas René Rachou pelo apoio financeiro.

VI



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ... .ottt ettt e e et e e st e e e e aaeaeesssaaeeeennsaaeeennes XII
LISTA DE TABELAS ...ttt sttt ettt et st sae e e s nees XIv
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS...........ooooovimiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s XVI
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt e s et et e e nte e st e st eneeeseeseenseeneaseeneas XVIII
ABSTRACT ...ttt ettt et e sttt e et esa e e teeneesaeebeentesaeenseense e XIX
TINTRODUQGAO ... et eeeeeeeeeas 20
2JUSTIFICATIVA ...ttt ettt ettt et sttt be e b et esaeenee 21
SOBIETIVOS ...ttt ettt ettt e bt et e s at et e e saeebeentesaeenee 23
3.1 ObBJELIVO ZETAL .eeiiiiiieeeeeeee et ettt e et e et eetae e e areenneeen 23
3.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS ..ouviieiiiiiiiiiieiieeieeite ettt ettt et e e et e s beesbeeesbeesseessseenseeenns 23
4 REVISAO DE LITERATURA ..........coooiiiimieeeeeeeeee e 24
4.1 Perspectivas gerais das [eIShmManioses ..........cc.eecvieruieriieiiieniieieerie e eve e 24
4.2 Mudangas no perfil ecoepidemiologico das leishmanioses no Brasil..........c.ccccceeuene. 26
4.3 A populagdo e as leishmanioses no contexto da saude publica..........cccceevueerveeiriennnnns 27
4.4 Caracteristicas gerais e importancia médica dos flebotomineos ...........ccccceevveeriiennnenne 29
4.5 O cao doméstico no cendrio das 1eiShmanioses ..........cceevverieriinieriienieneeicceseeeene 31
4.6 Ferramentas para o diagndstico da leishmaniose canina .............ccceeeveeieenieenreeniiennenn. 33
4.6.1 Métodos sorologicos preconizados pelo ministério da saud............cceceeeveeerieriiiennnne 34
4.6.2 Aplicacdo de métodos moleculares na detecgdo de Leishmania spp........cccccevveevennens 34

4.7 Ferramentas de geoprocessamento e sua contribui¢cdo as politicas publicas de saude ..36

SMETODOLOGIA..........ooeoeeeeeeee ettt ettt et st enae et esseeseenaenneenes 38
5.1 ATCA @ ESUAOD ... 38
5.2 Estudo do conhecimento da populacao...........cccueeeecuiieiiiieriieeriie e eee e 39

5.2.1 Calculo da amostra da populacao de Formiga..........ccceecuvveeiiieeciieniieeieeeie e, 39
5.2.2 Delineamento do estudo e construgao do qUEStIONATIO ........cc.eeecvveerveeerveeerveeennennn 40
5.2.3 Construgdo dos indicadores (variaveis dependentes).........cccceeevveeeceieencrieencveeennnenn. 40
5.2.3.1 Determinagao do nivel de conhecimento das leishmanioses............cc.cccceeeuveeennes 40
5.2.3.2 Determinagao dos fatores de IiSCO......ciuviiiiuiieeiiiieeciie ettt 41
5.2.4 ANAlISE dOS dAOS ....uviiuiiiieiieiieiieie e 41
5.3 EStudo entOmMOIOZICO .....eocuviiiieiiieiieeiie ettt ettt staeeaeeaeeesbeesseeeeseeneee e 42
5.3.1 Escolha dos dOmiCTIiOS .....ccueeruieiiriiriieiieie sttt 42



5.3.2 Capturas SIStEMALICAS. ....cccuveeerrrreeirreeeiteeeeireesitreessteeesaeeessreeessseeessseeessseeessseesssseesnseens 43

5.3.3 Dados climaticos € sazonalidade...........c.cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 43
5.3.4 ANALISE @STAtISTICA ...euviiiieiiiieiie ettt sttt 44
5.4 Investigagdo da 1eishmaniose CANING .........cccveevvieriieiiieniieiieeie et 44
5.4.1 AMOSLIAZEM CANINA ....ccuvievieeirieiieeiteeriteeteestteeseessseesteessseeseessseessaesssaesssessseesseesnseens 44
5.4.2 Coleta de amostras DiOlOZICAS .......cvieruiieiiierieeiierie et eeiee et eseee e e see e e seaeeseeeaneens 44
5.4.3 EXAME CHNICO ...uveuiiiniiiiieitieie ettt ettt ettt 45
5.4.4 MEtOOS SOTOIOZICOS. ...cuviieeiiiiieiiieiieeieesiteete et e ereesteeseaeeaeessseesaessseesseessseeseesnsaans 46
5.4.4.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).........ccccceevveerieeiiienieeiieeneenienne 46
5.4.4.2 Teste de imunocromatografia rapida de duplo percurso (Dual Path Plataform —
DIPP®)... ettt ettt et h et eat et e b ne e b e et eae e 46
5.4.5 MEtod0oS MOIECULATES ........eeuiiiieiieiieriiee ettt ettt seeens 48
5.4.5.1 EXtraga@o de DINAL....cooiiiiiiicie ettt et et 48
5452 Nested  PCR  para 0 gene SSUrRNA de Leishmania
(051 O 2 TSRO RPRRR 48
5.4.5.3 Identificacdo das espécies de Leishmania............ccccceeviieiieniiinieniieiecieeee e 50
5.4.5.3.1 SEQUENCIAMENLO. ......eeuieriieeiieeiieeiieeteertteeteesteestteesteesbeeseessseeseessseenseessseenseennns 50
5.4.5.3.2 PCR- RFLP dirigida ao minicirculo do kKDNA...........cccoeviiriiiiiiiniieieeieeee 50
5.4.6 Andlise estatistica dos testes diagnOStICOS. ......ccueervieriieriieiierie e eie e eve e eeeens 52
5.5 Andlises de ZEOPTOCESSAMENLO ........eevuveeruieriieeiieniteeteeeteettesnteeseesseenseeenseenseesnseenseeenne 52
5.5.1 Construcao dos mapas de densidade flebotominica e canina.............ccccceeveerurennenn. 52
5.5.2 Mapa das caracteristicas ambientais..........ccueeiuieriieiienieeiieie e 53
5.5.3 Andlise de ASSINALUIA ..........eiiuiiiiieiieiii ettt ettt sttt et ebeeeaeeens 53
5.6 CONSIACTAGOES CLICAS. ...cuvrierurieeriiieeiieeeiieeeiteeeitteestreeeseeessseeessseeessseeessseeessseessseesseens 54
6 RESULTADOS ... ...ttt e e et e e e et ee e e e aba e e e e essaaeeeesssseeeeannsaaeeennssees 58
6.1 O conhecimento da populag@o sobre as leiShmanioses ..........ccccceeeverviineenerncneeneenne. 58
6.2 O estudo da fauna flebotominica de FOrmiga...........cccovveeviiieiciieeniieecie e 62
6.3 O estudo da INfECCAO CANING .........ueiiiieiiiiieceiiee ettt e e e etae e e e 65
6.4 Analises espaciais € ZEOPTOCESSAMENTO ........veervrrerrrrrerereerireeessreesseeessseeesseeesseeesseeans 70
T DISCUSSAOQ ...ttt 77
7.1 O conhecimento da populagdo de FOrmiga...........ccceieviiieniiieiiieeciie e 77
7.2 A fauna flebOtOMINICA ......cc.eeiiiieiiiiiriieieete ettt 81
7.3 A infecgao canina no municipio de FOrmiga........ccoecvveviieiiieniiiiiiiniieieecic e 86
7.4 Andlise espacial das leishmanioses € 0 meio ambiente............cccveveeeieerieecieenieeneenn 94
8 CONCLUSOES..........coiiiiriirierieciie ettt 99



9 CONSIDERACOES FINAIS........coouiiiieiieeiceeee et 100

TO ANEXOS .ottt ettt ettt e bt et e e e et e e st e enee bt entesate st enteene e seenteeneenee 101
10.1 Anexo 1 - Questionario qUANTITATIVO.......eeeeureeriieeeiieeeieeerieeerireeeeeeeereeeereeenaeeenns 101
10.2 Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido..........ccccceevvievieniienieennnn. 104
10.3 Anexo 3 - Ficha de avaliagao fisica e identificacdo do CA0.........cccoveeeeveeecrieeenneennne. 105

11 REFERENCTAS ...ttt 107

Xl



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Situagdo da leishmaniose visceral humana (LVH) e da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) na regido de saude de Formiga, MG, de 2008 a 2013. Fonte: SINAN, SRS
DiIVINOPOLIS 2013, oottt ettt ettt e et e et eebeestbeesbe e saeenbeenabeenbeensseenreas 21

Figura 2. Localizacdo do municipio de Formiga no estado de Minas Gerais, Brasil.............. 38

Figura 3. Plataforma de teste rapido imunocromatografico (DPP®) mostrando o local de
aplicagdo da amostra e do tampdo. O local onde ¢ feita a leitura do resultado a partir das
linhas teste (T) e controle (C) ¢ mostrado na parte superior da plataforma (Fonte: Jinior EMQ
20T L) ettt a bt et ea et a e ae e 47

Figura 4. Alinhamento das sequéncias do fragmento do gene SSUrRNA das espécies L. (V.)
braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum (sin. L. chagasi) depositadas no GenBank.

.................................................................................................................................................. 51
Figura 5. Mapa tematico da vegeta¢do do municipio de Formiga, Minas Gerais. .................. 55
Figura 6. Mapa tematico da altimetria do municipio de Formiga, Minas Gerais.................... 56
Figura 7. Mapa tematico da rede hidrografica do municipio de Formiga, Minas Gerais........ 57

Figura 8. Precipitacio (mm®), temperatura (°C) e densidade de flebotomineos capturados
mensalmente com armadilha luminosa de HP entre maio de 2012 e abril de 2013 em 24
domicilios do municipio de Formiga, Minas Gerais, Brasil........c..cccccooiiviniininninininncnnnn. 65

Figura 9. Frequéncia dos resultados positivos e indeterminados nos testes sorologicos DPP" e
ELISA e no método molecular LnPCR.. ......ccociiiiiiiiiiiiiiieiieeceeeeee e 66

Figura 10. Representagdo da localizacdo das armadilhas luminosas tipo HP, dos casos
humanos de leishmaniose visceral (icone humano) e da densidade de Kernel dos
flebotomineos (todas as espécies) sobre a malha urbana de Formiga, Minas Gerais............... 72

Figura 11. Densidade de Kernel dos cdes positivos em pelos menos um teste diagndstico
(soroldgico ou molecular) e as variaveis vegetacdo e hidrografia representados sobre a malha
urbana do municipio de Formiga, Minas Gerais. O icone humano representa os casos de
1€1ShMANIOSE VISCEIAL ...cuviiiiiiiiiiiiieriiee ettt et sttt s 73

Figura 12. Densidade de Kernel de Lutzomyia longipalpis e de caes positivos em pelo menos
um teste diagnostico (sorologico ou molecular), localizagao dos casos humanos de LV (icone
humano) e representacao das varidveis vegetacdo e hidrografia sobre a malha urbana do
municipio de Formiga, Minas GEeTais. ........ccceeueriiriiriiniienienicniteie ettt 74

Xl



Figura 13. Densidade de Kernel de Lutzomyia whitmani e de cdes positivos em pelo menos
um teste diagnostico (soroldgico ou molecular), localizagdo dos casos humanos de LV (icone
humano) e representacdo das varidveis vegetacdo e hidrografia sobre a malha urbana do
municipio de Formiga, Minas GeraiS.........cccueevuieriieiiienieeiieeieeiiesteeieesteesieeseveeaeesnseenseesnseas 75

Figura 14. Densidade de Kernel de flebotomineos total (todas as espécies) e de caes positivos
em pelo menos um teste diagnostico (soroldégico ou molecular), localizagdo dos casos
humanos de LV (icone humano) e representagao das variaveis vegetacao e hidrografia sobre a
malha urbana do municipio de Formiga, Minas Gerais...........ccceeeeveeerveeerieesiieesieeeecreeesveeenns 76

Xl



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Especificacdo do tamanho dos estratos de acordo com o que foi estipulado para

compor a amostra e o que foi realizado, segundo o sexo e idade, no municipio de Formiga. .40

Tabela 2. Caracteristicas socioecondmicas da populacdo do municipio de Formiga, Minas

GTALS. ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e eaae e e e e e e eaaee e e e e e e e e aaaeeeeee e e e aaaeeeeerraana—aaaas 58

Tabela 3. Respostas dos entrevistados para as perguntas mais relevantes quanto ao ciclo
epidemiologico das leishmanioses presentes no questionario aplicado a populagao do

municipio de Formiga, Minas GEeTais. ........ccceeierieriiriiniieienieniteie ettt 59

Tabela 4. Analise bruta e ajustada entre o conhecimento das leishmanioses e as caracteristicas

da populagdo de estudo no municipio de Formiga, Minas Gerais..........cccceeevveeeerreenreeenreennnne. 60

Tabela 5. Analise bruta e ajustada entre fatores de risco peridomiciliares e as caracteristicas

da populagdo de Formiga, Minas GETaiS. ..........cccuereueeruieeruierieeiienieenieesreeseessseeseessneesaessseens 61

Tabela 6. Numero de flebotomineos capturados por espécie e sexo (Macho e Fémea), através

de armadilhas HP no municipio de Formiga, Minas Gerais, Brasil. .........ccccccccevviiniininncnnne. 62

Tabela 7. Numero de flebotomineos coletados no peridomicilio de 24 domicilios de Formiga,
Minas Gerais, separados por espécie e armadilha, utilizando armadilha HP entre maio de 2012

€ ADTIL A€ 2003ttt e e e e e aeaae e e ———————aaaeeeeau———————————aaeorann——— 64

Tabela 8. Coeficiente Kappa obtido na analise de correlagdo entre os diagndsticos de DPP® x
ELISA, DPP® x LnPCR, ¢ ELISA x LnPCR, considerando os resultados indeterminados no
ELISA COMO NEZALIVOS. . .eeutiiiiiieiieiititeeite ettt sttt ettt ettt ettt ettt e sbe b sanesbeeae e 67

Tabela 9. Coeficiente Kappa obtido entre os diagnésticos de DPP®x ELISA, DPP® x
LnPCR, e ELISA x LnPCR, considerando os resultados indeterminados no ELISA como

POSTEIVOS. ..ttt ettt ettt ettt et e et et e et e eett e e bt e eseeeabeeeateeabeeeaeeenbeesnbeenbeeenbeebeeeabeenbeeeneeeateas 67

Tabela 10. Numero de cdes sintomaticos e assintomaticos soropositivos ou indeterminados

nos testes soroldgico (ELISA e DPP®) e molecular (LnPCR). ......ooeeiiiiiiiiiiiiieeeeeee 68
XV



Tabela 11. Identificagdo das espécies de Leishmania, de acordo com as técnicas de
sequenciamento e PCR-RFLP, das amostras que ndo haviam produzido resultado definitivo

NO SEQUENCIAMEIILO. ...eeutieuiietieriieeteeeteetteeteeteeeteesseeeseessseenseensseanseessseenseassseenseesnseenseesssesnses 69

XV



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

CODEVIDA: Centro de Defesa da Vida Animal

CPgRR: Centro de Pesquisas René Rachou

CRNIF: Centro de Referéncia Nacional e Internacional para Flebotomineos
DNA: 4cido desoxirribonucleico

dNTP: desoxirribonucleotideos 5" fosfato

DPP: Dual Path Plataform

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FIOCRUZ: Fundagao Oswaldo Cruz

FUNED: Fundacao Ezequiel Dias

FUNEDI: Fundacao Educacional de Divindpolis

I.C.: intervalo de confianca

kDNA: acido desoxirribonucleico do cinetoplasto

Km?®: quilémetro quadrado

L.: Leishmania

LC: leishmaniose canina

LEPI: Laboratorio de Epidemiologia das Doencas Parasitarias
LnPCR: Nested Polimerase Chain Reaction

LTA: Leishmaniose Tegumentar Americana

LTC: Leishmaniose tegumentar canina

LV: Leishmaniose Visceral

LVC: Leishmaniose Visceral Canina

LVH: Leishmaniose Visceral Humana

MS: Ministério da Saude

nm: nandometros

O.R.: Odds ratio

OMS: Organizagdo Mundial de Satude

Pb: pares de bases

PCR: Polimerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)
PCR-RFLP: Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght Polymorphism
pmol: pico mols

rDNA: acido desoxirribonucleico ribossomal

XVI



RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta
rpm: rotagdes por minuto

rRNA: 4cido riconucléico ribossomal

SDS: Sodium Dodecyl Sulphate

SIG: sistema de informacao geografica
SMS: Secretaria Municipal de Saude

SR. sensoreamento remoto

SSUrRNA: Small subunit Ribossomal RNA
SUS: sistema tnico de saude

U.V.: ultravioleta

U: unidades

UEMG :Universidade Estadual de Minas Gerais

UFOP: Universidade Federal de Ouro Preto
V.: Viannia
WHO: World Health Organization

XVII



RESUMO

No Novo Mundo, as leishmanioses constituem um grupo de doencas negligenciadas, com alta
prevaléncia mundial e que podem assumir formas graves. Elas sdo transmitidas ao homem
pela picada de flebotomineos, existindo uma gama de reservatdrios, sendo o cdo o principal
hospedeiro urbano. Neste contexto, as leishmanioses, principalmente a forma visceral
zoondtica, tem se urbanizado no Brasil e em varias partes do mundo. O objetivo do presente
trabalho foi estudar alguns aspectos epidemioldgicos das leishmanioses € o conhecimento da
populacdo sobre a doenca no municipio de Formiga, MG. Estes aspectos se referem
principalmente a fauna flebotominica e a infec¢do canina. Para se conhecer a fauna
flebotominica, foram realizadas coletas sistematicas mensais entre maio 2012 e abril 2013
utilizando armadilhas luminosas HP em 24 peridomicilios. Os exemplares foram identificados
e sua densidade relacionada a fatores climaticos e ambientais. O estudo da frequéncia da
leishmaniose canina foi realizado através da coleta de sangue de 570 caes e posterior andlise
sorologica (DPP® e ELISA) e molecular (LnPCR). As amostras positivas no LnPCR foram
submetidas ao sequenciamento ¢ PCR-RFLP a fim de determinar a espécie de Leishmania.
Todos os locais de captura entomoldgica e os enderecos dos caes positivos foram
georreferenciados sobre a malha urbana do municipio e correlacionados aos casos humanos e
a fatores ambientais locais. A populagdo foi entrevistada a partir de um questionario
quantitativo validado que abordou conceitos relevantes sobre a doenca e sobre as condigdes
do peridomicilio. Foram capturados 224 flebotomineos de 10 espécies diferentes, sendo
Lutzomyia longipalpis (35,3%), Lutzomyia cortelezzii (33,5%) e Lutzomyia whitmani (18,3%)
as mais abundantes. Foi observada correlacdo estatisticamente significativa (p<0,05) entre a
densidade total de flebotomineos e a precipitacdo e temperatura. Em relagdo aos caes, a taxa
de infeccdo encontrada, considerando os testes sorologicos e o molecular, foi de 19,1%. O
sequenciamento ¢ a PCR-RFLP permitiram identificar as espécies Leishmania infantum e
Leishmania braziliensis infectando os caes. As analises espaciais demonstraram que L.
whitmani (99,8%) se concentra nas proximidades de extensas areas verdes e em distancias de
até 200m da vegetagdo. Lutzomyia longipalpis estd mais associado a rede hidrografica, se
concentrando, principalmente, nas faixas distantes até 400m de um curso d’4dgua. Para o
municipio, flebotomineos, cdes positivos e casos humanos estdo geograficamente
relacionados, embora com pouca sobreposicao de suas areas de ocorréncia. O estudo sobre o
conhecimento da populagdo revelou que os moradores de Formiga desconhecem
completamente a doenca (93%) e que 95% deles estdo sob algum fator de risco. A existéncia
de flebotomineos comprovadamente vetores de leishmaniose visceral e tegumentar associado
ao fato de existirem caes infectados com espécies, tanto dermotropicas quanto viscerotropicas
do parasito, sugerem que no municipio estd ocorrendo um ciclo de transmissdo de
leishmanioses visceral. Além disso, pode ocorrer um possivel surgimento de casos humanos
de leishmaniose tegumentar. Dessa forma, fica evidente que medidas de vigilancia e controle
precisam ser urgentemente estabelecidas na cidade para se evitar a dispersao e os Obitos por
leishmaniose na regido.
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ABSTRACT

Leishmaniases in the New World are neglected diseases with high prevalence worldwide and
may assume severe forms. They are transmitted to humans by the bite of sand flies and exhibit
a range of wild and domestic reservoirs including the dog as the main urban host. In this
context, especially zoonotic visceral leishmaniasis form has urbanized in Brazil and around
the world. The aim of this work was to study some epidemiological aspects of leishmaniasis
and the population’s knowledge about the disease in Formiga, Minas Gerais State. Those
aspects are mainly related to the phlebotomine fauna and canine infection. To determine the
sand fly fauna, monthly systematic collections were performed between May 2012 and April
2013 using HP light traps in 24 peridomicile. Specimens were identified and their density
related to climatic and environmental conditions. The study of the frequency of canine
leishmaniasis was performed by collecting blood samples from 570 dogs and subsequent
serologic (DPP and ELISA) and molecular (LnPCR) analysis. The LnPCR positive samples
were subjected to sequencing and PCR-RFLP to determine the Leishmania species. All the
entomological capture sites and addresses of positive dogs were georeferenced on the urban
grid of the city and correlated to human cases and local environmental factors. The population
was interviewed using a validated quantitative questionnaire addressing relevant concepts
about the disease and the conditions of the peridomicily. Two hundred twenty-four
phlebotomines from 10 different species were captured, where Lutzomyia longipalpis
(35.3%), Lutzomyia cortelezzii (33.5%) and Lutzomyia whitmani (18.3%) were the most
abundant. Statistically significant correlation (p <0.05) was observed between total sandfly
density and precipitation and temperature. Regarding the dogs, the rate of infection found by
considering the serologic and molecular assays was 19.1%. Sequencing and PCR-RFLP
allowed the identification of the species Leishmania infantum and Leishmania braziliensis
infecting dogs. The spatial analysis showed that L. whitmani (99.8%) is concentrated close to
green areas and up to a distance of 200m from vegetation. Lutzomyia longipalpis is most
associated with the hydrographic network, concentrating mainly on the distances up to 400m
alongside the water. For the Formiga city, phlebotomines, positive dogs and human cases are
geographically related, although poor overlap of their occurrence areas has been observed.
The study on the knowledge of the population revealed that the residents of Formiga are
completely unaware of the disease (93%) and that 95% of them are under some risk factor.
The existence of proven sandflies vectors of visceral and tegumentary leishmaniasis and the
existence of infected dogs - with both dermotrophic as visceral species - suggest that the city
is experiencing a cycle of transmission of visceral leishmaniasis. Besides, the city may be also
iin risk of an outbreak of tegumentary human cases. It is clear that surveillance and control
measures need to be urgently established in the town to avoid dispersion and deaths per
leishmaniasis in the region.
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1 INTRODUCAO

Nas Américas, as leishmanioses sdo um complexo de doengas causadas por
protozoarios flagelados do género Leishmania Ross 1903 transmitidas por flebotomineos
(Diptera, Psychodidae: Phlebotominae), variando de ulceras localizadas a doencga sistémica.
As formas zoondticas possuem uma gama diversa de hospedeiros silvestres (raposa, gamba,
roedores) e domésticos (cao, gato), além do homem (Quinnell & Courtenay 2009). Sao
transmitidas ao homem nos ciclos silvestre, doméstico e peridoméstico, alcangando desde os
centros urbanos aos desertos e florestas tropicais em todos os continentes, exceto na Antartica
(Bern et al 2008).

Devido a complexidade do diagnostico, tratamento e controle e em sua estreita
associacdo com a pobreza, as leishmanioses sdo consideradas umas das doengas mais
negligenciadas, ocupando o segundo lugar em mortalidade e o quarto em morbidade dentre as
doencas tropicais (Alvar 2006, Mathers 2007). Nas ultimas décadas, a doenga vem
apresentando intensa expansao pelo Brasil, estando presentes em todas as regides do pais e
atingindo grandes centros urbanos - principalmente no que se refere a leishmaniose visceral
(LV) (Brasil 2006, Cruz et al 2013).

Essa expansdo representa um desafio para as politicas publicas de controle, uma vez que
estas tétm se mostrado incapazes de conter o avanco da doenca e a ocorréncia de novas
epidemias. Inicialmente pautadas na triade combate ao vetor, tratamento dos casos humanos e
eliminacdo do reservatdrio doméstico, a politica de controle incorporou também estratégias
focadas no manejo ambiental e na conscientiza¢dao da populagdo (Gontijo & Melo 2004).

Nesse sentido, estudos que busquem compreender os aspectos epidemiologicos das
leishmanioses sdo uma importante ferramenta para a implantacdo de planos de controle
eficazes. Isso porque as condi¢des de transmissdo variam entre as regides de ocorréncia
devido a variedade dos reservatorios, das espécies de Leishmania e dos vetores envolvidos,
além da influéncia de fatores ecoldgicos e sociais locais.

No presente trabalho, a cidade de Formiga, Minas Gerais, foi escolhida como area de
estudo por interesse da propria Secretaria de Satide do municipio. Formiga ndo apresenta
nenhum estudo prévio sobre a doenga, mas ja registra casos humanos de LV. Por isso, em
razdo do numero reduzido de casos humanos, a cidade se torna ideal para a implantagdo de

um programa de controle adequado a realidade local, eficiente e de execucao possivel.
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2 JUSTIFICATIVA

O municipio de formiga, localizado na regido centro-oeste de Minas Gerais, ¢

considerado de transmissdo moderada para a leishmaniose. A cidade vem registrando casos

humanos de LV desde 2011, com 6bito pela doenga em 2012. Apesar de se encontrar em

situacdo de atencdo, ndo existe nenhum estudo que esclareca quais sd3o os condicionantes

epidemiologicos das leishmanioses em Formiga. Para o municipio, ndo existem informacdes

quanto a fauna flebotominica, presenca de flebotomineos vetores e de cdes infectados atuando

como reservatorios. Cabe ressaltar que na micro-regido de Formiga existem outros

municipios, alguns limitrofes a area de estudo, que apresentam casos humanos com o6bito por

LV, casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e presenca de vetores comprovados

(Fig. 1) (SRS, 2013).

Tapirai

Corrego
Danta

Casos de LTA
Casos de LVH

Obite por LVH

Presenca do Vetor

Formiga

Figura 1. Situacdo da leishmaniose visceral humana (LVH) e da leishmaniose tegumentar

americana (LTA) na regido de satide de Formiga, MG, de 2008 a 2013. Fonte: SINAN, SRS

Divinépolis 2013.

21



Nesse contexto, fica evidente que o municipio necessita tomar conhecimento sobre as
condigdes que favorecem a transmissdao da doenga na regido. Para tanto, dois componentes
essenciais da cadeia epidemioldgica das leishmanioses, principalmente da visceral, foram
estudados: a fauna flebotominica local e a presenca de cdes infectados. Além disso, a
distribuicdo de casos caninos, casos humanos e de flebotomineos no municipio foi analisada
espacialmente, a fim de verificar as regides prioritarias no controle da enfermidade.

Para a complementagdo dos estudos sobre leishmaniose em Formiga, foi realizada uma
pesquisa para saber o conhecimento bésico da populacdo com relagdo ao tema. Esses
resultados sdo importantes para auxiliar na elaboragdo de materiais e agdes educativas
adequadas a realidade local.

Dessa forma, o presente trabalho poderd gerar subsidios necessdrios aos Orgdos
competentes do municipio de Formiga para trabalhar estratégias de controle e prevencao das
leishmanioses pensadas exclusivamente para o municipio e que propiciem a melhoria da

qualidade de vida e satide da populagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento da epidemiologia das leishmanioses no municipio de

Formiga, Minas Gerais, investigando seus principais determinantes.

3.2 Objetivos especificos

1- Investigar o conhecimento da populagdo sobre as leishmanioses;

2- Fazer o levantamento da fauna flebotominica de Formiga, Minas Gerais;

3- Analisar a flutuagdo sazonal das espécies mais importantes de flebotomineos com
relacao a transmissao de LV e LTA;

4- Determinar a frequéncia da leishmaniose canina no municipio;

5- Identificar as espécies de Leishmania envolvidas na infecgdo canina;

6- Identificar as provaveis areas criticas (regides prioritarias) do municipio com relagio

as leishmanioses.

23



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Perspectivas gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo um espectro de doengas infecciosas, cronicas, causadas por
protozoarios intracelulares do género Leishmania (Kinetoplastida, Tripanossomatidae). As
cerca de 30 espécies conhecidas por parasitar mamiferos sdo agrupadas em dois subgéneros
principais, de acordo com o tipo de desenvolvimento dos flagelados no trato digestorio do
vetor: o subgénero Leishmania que se desenvolve no intestino médio e posterior; ¢ o Viannia,
que se desenvolve no intestino posterior (Lainson & Shaw 1987). A transmissdo ocorre
quando fémeas de flebotomineos infectadas inoculam as formas promastigotas flageladas do
parasito na pele do hospedeiro ao realizarem o repasto sanguineo.

A relagdo complexa estabelecida entre o parasito, o vetor e o hospedeiro garante a
ocorréncia de variadas manifestagdes clinico-epidemioldgicas da doenca (Murray et al. 2005,
Sakthianandeswaren et al. 2009, Nieves et al. 2013). No Velho Mundo, sdo reconhecidas as
formas antropondticas, em que o homem assume o papel de principal reservatorio da
leishmaniose, enquanto no Novo Mundo a ecoepidemiologia da doenga estd intimamente
relacionada aos reservatorios animais como principais fontes de parasitas (Desjeux 2001).

As leishmanioses podem acometer tanto a pele quanto os 6rgdos internos e apresentam
graus variados de morbi-mortalidade. A LTA ocorre de maneira espectral nas formas cutanea,
mucocutanea e difusa. Essas sdo causadas por espécies dermotropicas de Leishmania, sendo
que no Brasil ocorrem, principalmente, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.)
amazonensis e L. (V.) lainsoni.

A manifestacdo cutanea ¢ a forma mais branda da doenca, de baixa gravidade, em que
se formam pépulas no local onde ocorreu a picada do flebotomineo. As pépulas evoluem
entdo para um nodulo ou ulcera aberta, muitas vezes caracteristica, que pode ou ndo se curar
de maneira espontanea. A leishmaniose mucocutanea se apresenta como uma complicagdo da
forma cutdnea, em que os parasitos se disseminam através do sistema linfatico para as
mucosas. Como consequéncia, surgem lesdes mutilantes na face que ndo se curam
espontaneamente ¢ que podem levar a complicagdes respiratorias ou infecgdes bacterianas
secundarias (Murray et al. 2005, Sakthianandeswaren et al. 2009). Por fim, a leishmaniose
difusa se caracteriza por uma resposta deficitaria da defesa celular aos antigenos de

Leishmania em que o paciente ndo responde ao tratamento, sendo considerada incuravel
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(Lainson & Shaw 1978). Apesar de apresentarem pouca gravidade, as formas tegumentares da
leishmaniose exibem uma morbidade associada as lesdes desfigurantes e ao estigma social
resultante dessas lesdes, trazendo repercussdes na qualidade de vida e na saude mental dos
pacientes (Stockdale & Newton 2013).

A leishmaniose visceral ¢ a forma mais grave da doenga, se manifestando de maneira
sist€émica devido a invasdo das células do sistema reticuloendotelial dos 6rgaos internos pelo
parasita (Stauch et al. 2011). Os principais agentes etiologicos da LV apresentam distribuigao
geografica caracteristica: L. (L.) infantum no Mediterrdneo, Oriente Médio, Asia Central,
China e Américas do Sul e Central; e L. (L.) donovani na India e leste da Africa (Gil &
Beeching 2009). Afeta os linfonodos, bago, figado e medula 6ssea levando a manifestagao de
sintomas inespecificos, como hepatoesplenomegalia, emagrecimento e anemia, o que dificulta
o diagnostico precoce (Stauch et al. 2011). Apresenta altos indices de letalidade se ndo tratada
adequadamente e pode ser devastadora quando atinge populacdes que ainda ndo tiveram
contato com o parasita, sendo capaz de produzir consequéncias graves também em areas
endémicas (Boelaert et al. 2010). Contudo, a LV pode se apresentar muitas vezes de forma
grave e assintomadtica, exibindo elevada letalidade principalmente em criangas, idosos e
pacientes co-infectados pelo virus HIV (Guerin et al. 2002, Sakthianandeswaren et al. 2009).

A existéncia de infec¢des assintomaticas pode ser comum entre populagcdes humanas,
principalmente em dareas endémicas devido as caracteristicas de resisténcia inata do
hospedeiro. Estima-se que nesses locais, at¢ 90% das lesdes cutaneas se curem
espontaneamente ¢ que existam entre 4 ¢ 18 pessoas assintomaticas para cada pessoa
acometida pela LV (Costa et al. 1990, Moreno et al. 2002, Murray et al. 2005, Chappuis et al.
2007, Sakthianandeswaren et al. 2009). As infec¢des assintomaticas estdo entre as razoes
pelas quais a verdadeira prevaléncia das leishmanioses ¢ subestimada, porém, podem ser
citados outros aspectos importantes como deteccdo passiva dos casos, diagnostico incorreto
ou ndo realizado e a propria inexisténcia de notificacdo compulsoria em muitos paises
(Desjeux 1996, Stockdale & Newton 2013).

Embora sejam consideradas endémicas em 98 paises, causando a nona maior carga de
doenga entre as moléstias infecciosas e parasitarias, as leishmanioses continuam a ser
subnotificadas por 1/3 das nag¢des (Alvar et al. 2012). Estimativas calculam que se os casos
fossem corretamente reportados, entre 200 e 400 mil novos casos de LV e entre 700 mil e 1,2
milhdo de casos novos de LTA seriam notificados a cada ano no mundo (Alvar et al. 2012).
Mesmo no Brasil, pais de notificagdo compulsoria para leishmaniose, a taxa de subnotificagdo
pode chegar a 1,7 vezes (Maia-Elkhoury et al. 2007). Segundo o Ministério da Saude (MS),

cerca de 30.000 casos de LTA sao registrados por ano no Brasil, porém, as estimativas anuais
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de incidéncia podem ser superiores a 119 mil casos (Brasil 2007, Alvar et al. 2012, Jirmanus
et al. 2012). Para a LV o cenario ¢ semelhante, sdo cerca de 3.400 novos casos por ano com
estimativas de incidéncia maiores, de até 6.300 casos anuais, se consideradas as taxas de

subnotificagdo (Alvar et al. 2012).

4.2 Mudangas no perfil ecoepidemiologico das leishmanioses no Brasil

Inicialmente de carater silvestre e rural, as leishmanioses se mantinham entre animais
selvagens, domésticos e flebotomineos de florestas tropicais densas. Os principais
hospedeiros primarios eram roedores, marsupiais, edentados, procionideos, ungulados e
primatas (Shaw 2003). O homem era acidentalmente envolvido no ciclo de transmissdo
quando invadia o ambiente florestal ou colonizava areas proximas a focos silvestres (Lainson
& Shaw 1978). Por isso, a doenca foi por muitos anos associada a fatores laborais,
principalmente a agricultura, pecudria e a caca em regides florestadas, condi¢des que podem
ser observadas ainda nos dias atuais (Sosa-Estani et al. 2001, Franga et al. 2009, Jirmanus et
al. 2012). Porém, o desaparecimento das florestas revelou a capacidade adaptativa dos
flebotomineos aos locais antropizados, onde passaram a colonizar os ambientes doméstico e
peridoméstico. Dessa forma, as condicoes que expunham o homem ao parasito se
modificaram, permitindo que a doenca surgisse entre pessoas de areas urbanizadas onde
outras fontes de infec¢do surgiram, como gatos e cdes domésticos, esse ultimo com relevante
importancia epidemioldgica (Lainson & Shaw 1978, Quinell & Courtenay 2009).

A LV foi a que apresentou as mudancgas mais significativas em seu padrao de ocorréncia
nos ultimos anos, deixando de ser uma antropozoonose rural e peri-urbana para colonizar as
areas urbanas do Brasil (Costa et al. 2005). Sua expansdo geografica foi favorecida pelas
modificagdes socioambientais das ultimas décadas, caracterizadas principalmente pelo
aumento do desmatamento, crescimento desordenado das cidades e migracdo de pessoas e
animais de regides endémicas (Barata et al. 2005, Costa 2005). A exploragdo econdmica das
areas silvestres obrigou flebotomineos e reservatorios a migrarem em busca de novas fontes
alimentares, favorecendo a instalacdo da doenca na periferia dos grandes centros urbanos
(Barata et al. 2005). Soma-se a isso o fato do principal vetor da doenga no Brasil, Lutzomyia
longipalpis, se mostrar adaptado aos novos nichos, sendo capaz de colonizar o peridomicilio e
se alimentar em uma diversidade de animais domésticos e sinantrdpicos. A grande expansao
desse vetor ¢ considerada um fator de risco para transmissdo da doenga em areas urbanas. O

mesmo foi descrito nas regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do pais (Gontijo &
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Melo 2004, Costa 2005, Oliveira et al. 2006, Maia-Elkhoury et al. 2008, Almeida et al. 2010).
Dessa forma, a LV invadiu os ambientes urbanos e peridomésticos, sendo relatada em cidades
como Rio de Janeciro, Belo Horizonte, Natal, Corumba, Fortaleza, Palmas, dentre outras
(Brasil 2003, Margonari et al. 2006).

A LTA também apresentou intenso processo de expansdo, gerando perfis
epidemiologicos distintos entre as regides geograficas do Brasil: passou de uma zoonose
essencialmente silvestre, onde o homem era hospedeiro acidental, para uma doenca
ocupacional de zonas rurais desmatadas e regides periubanas (Barreto et al. 1981, Costa
2005). Atualmente, pode ser encontrada em todas as regides do Brasil, sendo mais prevalente
nos estados do Norte, Nordeste e Centro-Oste do pais, apresentando variados comportamentos
de transmissdo (Gomes 1992; Marzochi 1992). A LTA pode ser estritamente silvestre,
atingindo principalmente a regido amazonica devido a exploragdo economica da floresta;
apresentar o perfil silvestre modificado, em que ocorrem surtos epidémicos sazonais em areas
de mata primaria residual como observado em regides de Minas Gerais, Bahia e Espirito
Santo; e por fim, se comportar de maneira periurbana, onde ocorre de forma endémico-
epidémica com o possivel envolvimento de animais domésticos em areas de colonizacao
antiga, como no Rio de Janeiro (Silva et al. 1979, Araujo 1981, Sessa et al. 1985, Kawa &
Sabroza 2002, Costa 2005).

Devido a esse mosaico de padrdes epidemiologicos de transmissdo em que podem
coexistir diferentes espécies de vetores, reservatorios e agentes etiologicos, além das agdes
humanas modificadoras do ambiente, o planejamento de acdes efetivas de controle para LTA
e LV se constituiu um desafio as politicas publicas de satde no Brasil (Costa 2005, Marzochi

1989).

4.3 A populagio e as leishmanioses no contexto da satide publica

As doencas tropicais negligenciadas, muitas delas endémicas no Brasil como
esquistossomose, leishmanioses e doenca de Chagas, acometem principalmente as populagdes
mais pobres dos paises subdesenvolvidos, contribuindo de maneira substancial para a carga de
doenca nos tropicos (Holveck et al. 2007, Boelaert et al. 2010). No caso das leishmanioses
esse aspecto ¢ mais evidente, pois mais de 90% dos casos de LV ocorrem em apenas quatro
paises — India, Bangladesh, Sudio e Brasil (Desjeux 1996).

O impacto econdmico das leishmanioses sobre as comunidades afetadas ainda ¢ pouco

reconhecido, porém ¢ indubitavel que a doenca esta sistematicamente relacionada a pobreza e
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a marginalizagdo social (Adhikari et al. 2009). A situagdo pode ainda se agravar ao ser levado
em conta que a perda de produtividade ocasionada pelo acometimento pela doenga pode se
somar aos custos do tratamento e afastar as criangas da escola, empurrando as familias ainda
mais para a pobreza extrema (Adhikari et al. 2009, Boelaert et al. 2010). E vélido ressaltar
que no caso das doengas negligenciadas o conceito de pobreza ¢ algo ampliado,
multidimensional, em que a pobreza vai além da auséncia de renda. Ela compreende também
aspectos sociais € governamentais, em que os acometidos carecem de renda e de
oportunidades, seja de trabalho, de educacgdo ou de saude (Holveck et al. 2007).

Nesse contexto, o éxito de estratégias dependerd em grande parte da aceitacdo e
participacdo efetivas da populagdo nas agdes profilaticas propostas (Santos et al. 2000). E
reconhecido que as agdes de vigilancia das grandes endemias no Brasil podem ser
consolidadas com a participacdo popular ativa e permanente (Dias et al 1998). Para tanto,
estratégias de controle integrado podem ser pensadas associando o que é proposto pelo
programa de controle das leishmanioses as praticas educativas para a populagdo no Brasil
(Franca et al. 2013). No caso das leishmanioses, diversos estudos demonstram que as
populacdes afetadas desconhecem importantes conceitos sobre a doenca, como transmissao,
tratamento e prevengao (Weigel et al. 1994, Gama et al. 1998, Borges et al. 2008, Margonari
et al., 2012). Apesar disso, a educacao em saude ainda ndo recebe os incentivos necessarios
para mobilizar agdes preventivas no Brasil, sejam elas individuais ou coletivas (Schall 1998).

Esse cenario permite que as populacdes comumente afetadas, como os moradores das
periferias dos grandes centros urbanos e favelas, grupos indigenas e trabalhadores rurais e
migratorios sejam constantemente marginalizados pelo setor de satde (Holveck et al. 2007).
Soma-se a isso 0 senso comum, presente ainda nos dias atuais na area médica, de que os
leigos, principalmente dos extratos socioecondmicos mais baixos, sdo desconhecedores das
questdes de saude (Carandina & Magaldi 1989). Tais condicionantes impedem que a
populacdo negligenciada exerga seus direitos e liberdades fundamentais no que diz respeito a
sua saude fisica e mental, o que poderia ser modificado com praticas de saude locais que
contribuissem para quebrar o ciclo de doenca e pobreza que prevalece em muitas localidades
(Holveck et al. 2007).

No contexto brasileiro, que conta com um programa de satide universal como o Sistema
Unico de Satde (SUS), as atitudes médica e social deveriam privilegiar as praticas
preventivas, a participacdo ativa da sociedade e contribuir para envolver as classes sociais
excluidas na atencdo a saude no pais (Dias et al. 1998). Isso porque a saude e a doenga nao

sdo questdes isoladas, mas sim coletivas e que sofrem influéncia de inimeros aspectos —
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condi¢cdes de moradia, alimentagdo, trabalho, poder aquisitivo — que irdo determinar a
participagdo comunitaria na resolucao de problemas (Gama et al. 1998).

Porém, o aspecto social das populacdes afetadas ¢ muitas vezes ignorado pelas politicas
publicas de controle das endemias no Brasil, que ainda s3o verticalizadas e pouco
participativas. Dessa forma, a desinformacao da populagdo pode dificultar a implantacdo das
estratégias de controle, como no caso das leishmanioses, em que o pouco conhecimento
observado em areas endémicas do Brasil e do Equador se mostrou restrito as pessoas ou as
familias que ja haviam apresentado casos da doenca (Weigel et al. 1994, Gama et al. 1998).

A educacdo em saude surge entdo como uma ferramenta valiosa para programar
medidas educativas e sanitarias contextualizadas e capazes de melhorar a qualidade de vida da
populagdo. Em um modelo ideal, as autoridades em satde deveriam trabalhar em conjunto
com as associacdes e lideres comunitdrios para garantir que as informacdes fossem
disseminadas entre a populacdo de forma correta e permanente (Ribeiro et al. 2013). A
incorporagao de escolas e residéncias contribuiria sobremaneira para essa perspectiva de
satde inclusiva e menos verticalizada. Isso permitiria a acdo de atores fundamentais - alunos,
professores e profissionais de saide — no combate a doenga ao esclarecé-los sobre assuntos
como posse animal responsavel, transmissdo e prevencdo da doenca em humanos e caes
(Ribeiro et al. 2013).

Entretanto, estudos sobre o conhecimento da populacdo quanto as leishmanioses sao
escassos na literatura cientifica (Magalhdes et al. 1990, Gama et al. 1998, Margonari et al.
2012). Dada a importancia desse fator para o éxito dos programas de controle, se faz
necessario investigar o conhecimento da populagdo sobre as leishmanioses na area de estudo,

aspecto ainda desconhecido para a cidade de Formiga.

4.4 Caracteristicas gerais e importancia médica dos flebotomineos

Os flebotomineos de importancia médica sdo distribuidos em dois géneros,
Phlebotomus Rondani & Berté no Velho Mundo e Lutzomyia Franga no Novo Mundo (Young
& Duncan 1994). Esses insetos sdo, além de vetores comprovados de Leishmania spp.,
também responsaveis pela veiculagdo de bactérias (Bartonella bacilliformis) e intimeras
arboviroses. Pertencem a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae.
Foram agrupados separadamente por apresentarem corpo delgado, com pernas longas, as
fémeas necessitarem de sangue para a matura¢do dos ovos e por ndo apresentarem fase

evolutiva na agua, diferentemente das demais espécies da ordem Diptera (Malafaia 2009). O
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carater anatogénico da espécie obriga as fémeas a sairem dos abrigos em busca de alimentos,
0 que ocorre preferencialmente entre o entardecer e o nascer do sol, sendo que algumas
espécies podem requerer mais de um repasto sanguineo para maturar os ovos (Ready 2013).
Por esse motivo, sdo as fémeas as responsdveis por veicular patdgenos para animais e
humanos. Outros componentes da dieta dos flebotomineos sdo seiva vegetal, solugdes
acucaradas e néctar de flores, consumidos por ambos 0s sexos.

Os flebotomineos apresentam corpo diminuto (2,5mm de comprimento), piloso, sdo
amarelos ou castanhos e voam de forma saltatoria, mantendo as asas eretas quando em
repouso (Aguiar & Medeiros 2003). Sao holometéabolos, passando pelos estagios de ovo, larva
(quatro estadios), pupa e adulto. As formas imaturas permanecem no solo ou em matéria
organica, principalmente de origem vegetal, apresentando intensa mobilidade, sendo
dificilmente encontradas nesses locais (Feliciangeli 2004). Por isso, as medidas de controle
atualmente adotadas se destinam apenas a eliminagdo das formas adultas, as quais podem
apresentar flutuacdes sazonais que facilitam seu controle (Shelock 2003).

Os locais de repouso dos insetos adultos sdo muitas vezes coincidentes com os
criadouros das formas imaturas nos ambientes florestais e rurais, como tocas de animais e
epifitas (Feliciangeli 2004, Rangel & Lainson 2009, Ready 2013). A reprodugao ocorre pela
liberacao de feromdnios e cantos de corte, podendo gerar formagdes especificas que geram
barreiras reprodutivas entre as espécies (Ready et al. 2013).

Até o momento, existem cerca de 900 espécies de flebotomineos registradas com
aproximadamente 70 sendo incriminadas na transmissdo das leishmanioses no mundo. No
Brasil existem mais de 220 espécies conhecidas e 40 comprovadas ou suspeitas de transmitir
Leishmania spp., sendo por isso seu estudo voltado para a compreensdo da epidemiologia das
leishmanioses no pais (Castellon et al. 1989, Brandao-Filho 2003, Galati 2003, Ready 2013).

Para que um flebotomineo seja incriminado como vetor, devem ser considerados alguns
critérios para determinar sua competéncia vetorial. Dentre eles estdo: observacdo de formas
infectivas no intestino médio ou valvula estomodal de fémeas naturalmente infectadas;
atracdo e tendéncia a picar o homem e outros reservatorios; e sobreposicdo espacial
coincidente entre os casos humanos e o vetor (Killick-Kendrick 1990, Rangel & Vilela 2008).
Recentemente, Ready (2013) propds a modificagdo de alguns critérios classicos de Killick-
Kendrick (1990) e a incorporagdo de modelagem matematica para demonstrar se o provavel
vetor ¢ essencial na manuten¢do da transmissdo e se hd diminuicdo significativa da doenga

apos reducao populacional da espécie estudada.
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4.5 O cao doméstico no cenario das leishmanioses

As sociedades modernas, principalmente no meio urbano, passaram por transformagoes
demograficas e de moradia que modificaram significativamente seu comportamento em
relagdo aos animais domésticos, os quais se tornaram um componente familiar. Evidéncias
cientificas apontam para a importancia desses animais na saide e bem estar das pessoas,
principalmente no que se refere a caes e gatos (Raina et al. 1999, McConnell et al. 2011, Esch
& Petersen 2013). Entretanto, os animais de companhia podem albergar e transmitir uma
infinidade de doencas, como toxoplamose e leishmaniose, permanecendo no ambiente
familiar, muitas vezes, de forma assintomatica.

Dentre as 15 espécies de Leishmania causadoras de doenga, 13 apresentam algum grau
de comportamento zoondtico de transmissdo (Esch & Petersen 2013). No caso da L. (L.)
infantum, agente etioldégico da LV no Brasil, os cées sdo considerados o principal reservatorio
em meio urbano e capazes de funcionar como um elo entre os ciclos silvestres e
doméstico/peridoméstico de transmissao (Braga et al. 1986, Gramiccia & Gradoni 2005).
Apesar de no Velho Mundo a LV apresentar-se como uma antroponose, em que o homem ¢ a
principal fonte de parasitas, pesquisadores relataram infecgdes animais por L. (L.) donovani e
aventaram a possibilidade do c@o atuar como reservatdrio do parasito no Sudao (Dereure et al.
2003).

Alguns fatores podem ajudar a explicar a relevancia epidemioldgica que o cdo apresenta
no contexto das leishmanioses: funciona como uma fonte alimentar para o vetor, ¢ susceptivel
a infeccdo por L. (L.) infantum, tem estreita relagio com o homem e ainda apresenta
parasitismo cutdneo mesmo quando assintomatico (Rangel et al. 1986, Killick-Kendrick et al.
1997, Queiroz et al. 2011). Esses fatores, aliados a presenca do vetor L. longipalpis em
diversos estados brasileiros, permitiram a expansdo da leishmaniose visceral canina (LVC)
pelo pais, onde a prevaléncia entre esses animais ¢ elevada, principalmente em areas
endémicas. Em regides do nordeste foram relatadas taxas de prevaléncia de 32,5% e no
sudeste a doenca canina apresentou nimeros ainda maiores nas areas rurais, até 57%
(Falqueto et al. 2009, Margonari et al., 2012; Lima et al. 2012). Porém, as areas urbanas
também podem apresentar elevada prevaléncia da LVC, como observado em Governador
Valadares, Minas Gerais, no distrito de Carapina, onde a taxa de prevaléncia foi mais elevada
(53,4%) que a do municipio como um todo (30,2%) (Barata et al. 2013). Esses ntimeros
evidenciam que a LVC costuma ser mais prevalente no cdo, além de preceder a doenga em

humanos, o que permite que as leishmanioses humana e canina coexistam em varios focos
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conhecidos no pais (Alencar et al. 1959, Mestre & Fontes 2007, Barata et al. 2013, Freitas et
al. 2013).

O periodo de incubacdo da doenga pode variar de 3 meses a varios anos € nem sempre
ocorre a manifestacdo de sintomas, podendo se manter clinicamente inaparente. Os sintomas
podem variar de acordo com as caracteristicas genéticas ¢ imunologicas do animal, viruléncia
do protozoario, dentre outros, sendo os mais comuns: emagrecimento, febre, alopecia,
onicogrifose e ulceracdes no focinho, orelhas, patas e cauda (Alencar 1959, Ferrer 1999).
Como a LVC constitui uma doenca sistémica grave, muitas vezes o animal gravemente
afetado ndo sobrevive a doenca. Porém, em areas endémicas estima-se que até 70% dos caes
positivos sejam assintomaticos, existindo um contingente consideravel de animais que
permanece no ambiente funcionando como reservatério da doenca (Madeira et al. 2004).

Diversos estudos demonstraram que cdes assintomaticos positivos sdo capazes de
transmitir o parasito para o vetor, embora em alguns casos em taxas muito pequenas (Travi et
al. 2001, Michalsky et al. 2007, Vergosa et al. 2008, Laurenti et al. 2013). Contudo, do ponto
de vista da saude publica, achados como esse ndo devem ser ignorados, recaindo sobre os
inquéritos caninos o papel de detectar os possiveis reservatorios caninos, antecipando as
solucdes profilaticas voltadas para o controle do reservatorio (Sanguinette 2011).

O cdo também parece ter importdncia como reservatorio de Leishmania spp.
dermotropicas, embora sua participagdo ainda nao tenha sido confirmada. No Velho Mundo, a
leishmaniose tegumentar (LT) causada por L. (L.) tropica ¢é considerada antroponose, mas
esse protozoario foi encontrado parasitando raposas, chacais e cdes, apontando-os como
possiveis reservatdrios na regido (Guessous-Idrissi et al. 1997, Talmi-Frank et al. 2010, Esch
& Petersen 2013). Entretanto, no Brasil, outros autores a consideram uma antropozoonose
urbana associada frequentemente ao cao (Marzochi & Marzochi 1994).

No Novo Mundo a transmissdo zoonoética de LTA vem ocorrendo comprovadamente a
partir de animais de estimagao, principalmente o cao (Esch & Petersen 2013). Porém, diversos
autores sugerem a participagdo do animal em ciclos domésticos da doenga funcionando como
fonte de infecgdo de L (V.) braziliensis no domicilio e peridomicilio, inclusive associados a
casos humanos de LTA (Falqueto et al. 1986, Pirmez et al. 1988, Marzochi & Marzochi 1994;
Volpini et al. 2004, Cunha et al. 2006). Na leishmaniose tegumentar causada por L.(V.)
peruviana, o cdo ¢ como reservatorio, embora ainda ndo existam provas contundentes de
transmissdo do parasito para os flebotomineos (Llanhos-Cuentas et al. 1999). Por outro lado,
apesar desse animal ser susceptivel a infeccdo e apresentar a doenga clinica, poucas sdo as
evidéncias que permitem colocd-lo como um reservatoério comprovado da doenca na regido

(Esch & Petersen 2013).
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4.6 Ferramentas para o diagnostico da leishmaniose canina

O programa de controle da leishmaniose visceral no Brasil tem como uma das medidas
de controle recomendadas a eutanasia dos caes positivos para LV. O procedimento se baseia
na confirmacao da infec¢do por métodos soroldgicos, permitindo a eliminag¢do dos animais e a
vigilancia epidemioldgica de uma localidade. Devido ao papel relevante assumido pelo cdo no
ciclo de transmissdo da doenca e¢ da presenga massiva de animais assintomaticos, o
diagnostico deve ser acurado e precoce, contribuindo para a resolutividade do programa
(Madeira et al. 2004).

Para tanto, os métodos utilizados devem ser confiaveis, de baixo custo e
preferencialmente pouco invasivos (Gomes et al. 2008, Faria & Andrade 2012). Apesar de
serem considerados métodos confiaveis para o diagndstico da LVC, os testes sorologicos
podem apresentar alguns problemas, devido a: propensdo a reagdes-cruzadas, soroconversao
ndo permanente dos animais, subjetividade na interpretagdo dos resultados, inconstincia no
fornecimento de kits e demora na liberagdo dos resultados, permitindo que caes positivos
permanegam no ambiente (Vexenat et al. 1996, Quinell et al. 2001, Manna et al. 2004,
Schubach 2011).

Uma forma de minimizar esse viés ¢ o emprego de técnicas diagnodsticas distintas e
simultaneas que, em conjunto, fornegam resultados mais seguros (Gramiccia & Gradoni 2005,
Lira 2005, Carvalho 2009). Técnicas de biologia molecular como a reagdo em cadeira da
polimerase (PCR) ganharam notoriedade nos ultimos anos devido a sua capacidade de
detectar infecgdes por Leishmania spp. mesmo com poucas quantidades de DNA (Fu et al.
1998; Oliveira-Pereira et al. 2006). Porém o elevado custo da técnica, dentre outras
desvantagens, restringe sua utilizagdo a pesquisa cientifica, sendo, por isso, o diagndstico
soroldgico o método recomendado pelo MS, que atualmente preconiza a triagem dos animais

através do Dual Path Plataform (DPP®) e a confirmagéo da infecgdo pelo ELISA.

33



4.6.1 Métodos soroldgicos preconizados pelo ministério da satide

O DPP® ¢ um teste rapido qualitativo que emprega os antigenos recombinantes rK26 e
rK39 de L. (L.) infantum. Apresenta como vantagens a maior precisdo, interpretacdo simples
dos resultados, uso de pequenos volumes de amostra e facil aplicacdo em campo (Schubach
2011, Grimaldi et al. 2012). A presenca de anticorpos anti-rK39 e anti-rK26 ¢ indicativo de
infec¢do, ndo tendo sido relatada reatividade com outros tripanossomatideos (Burns-Jr et al.
1993, Bisugo et al. 2007, Silva et al. 2013). O teste rapido se apresenta como uma alternativa
vantajosa, pois além de apresentar resultados similares aos do ELISA quanto a
sensibilidade/especificidade, seu custo-beneficio ¢ maior, ndo necessitando de equipamentos e
apurada pericia do manipulador. Além disso, pode ser usado, tanto em campo com amostras
de sangue total, quanto na bancada, com soro (Schubach 2011, Silva et al. 2013).

O ELISA ¢ um teste quantitativo bastante versatil, podendo ser adaptado para diversos
antigenos, sejam brutos, sintéticos ou recombinantes, comportando inesgotaveis
possibilidades de variagdo (Maia & Campino 2008; Faria & Andrade 2012). E considerado de
facil execugdo e possui leitura objetiva dos resultados, sendo capaz de detectar baixos titulos
de anticorpos (Cardoso 2013). Possui alta sensibilidade, porém, especificidade varidvel
dependendo do antigeno utilizado. No Brasil, o kit distribuido pelo MS usa a cepa L. major-
like, que ndo € o agente etiologico da LV no pais. Estudos mostram que seu desempenho pode
variar de acordo com o antigeno e com o estado clinico dos caes, podendo ocorrer a redugdo

da sensibilidade do teste em caes assintomaticos (Mettler et al. 2005, Faria & Andrade 2012).

4.6.2 Aplicacio de métodos moleculares na detec¢ao de Leishmania spp.

Nos ultimos anos, a PCR tem sido intensamente utilizada para detec¢ao de DNA de
Leishmania spp., para o diagnostico da leishmaniose e para a caracterizagdo das espécies do
parasito (Antinori et al. 2007). Diversas técnicas baseadas na PCR surgiram como alternativas
precisas para a identificacdo das espécies de Leishmania em uma diversidade de amostras
biologicas: pele, sangue periférico, soro, aspirados de medula, de baco, de figado, de
linfonodo, urina, dentre outros (Fisa et al. 2008, Queiroz et al. 2011, Cardoso 2013). Por
apresentar elevadas taxas de sensibilidade e especificidade, podem ser usadas como

complemento aos demais testes soroldgico e parasitologico.
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Intmeras aplicagbes da PCR com diferentes alvos para Leishmania spp. foram
relatados: para o minicirculo do cinetoplasto (kDNA), mini-exon do RNA e genes das
subunidades ribossomais (rRNA) (Antinori et al. 2007; Rocha et al. 2010). A PCR dirigida ao
kDNA ¢ capaz de identificar isolados de Leishmania ao nivel de subgénero ou complexos,
responsaveis pelas leishmanioses no Novo Mundo, como descrito por Bruijn & Barker (1992)
para o complexo L. (V.) braziliensis ¢ Eresh e colaboradores (1994) para o L. (L.) mexicana
(Ferreira 2010).

O DNA ribossémico (rDNA) possui unidades repetidas ou em tandem dentro da regido
nuclear, existindo de 100 a 500 copias desse gene no genoma (Silva et al. 2010). O rDNA tem
sido um dos alvos mais explorados na identificagdo de espécies de Leishmania, sendo os
genes codificantes da subunidade menor do ribossomo (SSUrRNA) bem conservados entre as
espécies desse género (Silva et al. 2010). Além disso, esse alvo permite discriminar o
segmento variavel através do sequenciamento, independente da linhagem, grupo ou espécie
estudada (Floeter-Winter 2010, Silva et al. 2010). Os iniciadores R221, R332, R223 ¢ R333,
desenvolvidos por Van Eys e colaboradores (1992), sdo os mais descritos na amplificacdo de
regides do SSUrRNA, ndo exigindo o isolamento do parasito (Silva et al. 2010).

A Nested PCR (LnPCR) ¢ uma técnica altamente sensivel e especifica quando
conduzida com aspirados de medula e linfonodo, bem como com sangue periférico (Fisa et al.
2001). A metodologia, adaptada e modificada de Cruz e colaboradores (2002), permite a
amplificacdo inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb pela utilizacdo dos
iniciadores R1: 5" GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3" e R2: 5" GGC CGG TAA AGG
CCG AAT AG 3’, seguida da amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 353 pb a
partir do produto amplificado da primeira reagdo, pela utilizagdo dos iniciadores R3: 5" TCC
CAT CGC AACCTC GGT T 3" e R4: 57 AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3'. Uma
desvantagem estd na possibilidade de se amplificar sequéncias alvo de outros
tripanossomatideos com tamanho similar as de Leishmania spp., como observado por Silva ¢
colaboradores (2010) ao usar tanto os iniciadores R221, R332, R223 e R333 quanto outros
desenhados para o SSUrRNA. Logo, seu uso deve ser empregado com ressalvas nas areas
endémicas para ambas as doengas. Nesse trabalho, optamos por utilizar essa técnica devido a

sua maior especificidade, além de seu posterior sequenciamento.
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4.7 Ferramentas de geoprocessamento e sua contribuicio as politicas publicas de satude

As doencas transmitidas por vetores muitas vezes apresentam um perfil endémico-
epidémico em que a dindmica ambiental afeta sua disseminacdo e repercute no
comportamento biologico dos vetores. Por isso ¢ importante reconhecer os padrdes espago-
temporais de transmissdo dessas doencas, os quais podem ser elucidados através de técnicas
de geoprocessamento.

O geoprocessamento ¢ uma combinagdo de técnicas matematicas e computacionais para
o tratamento de informagdes geograficas que se baseia em um sistema automatizado para
captar, armazenar, recuperar, analisar e visualizar os dados espaciais, o sistema de informagao
geografica (SIG) (Clarke et al. 1996, Gurgel 2003). O SIG surgiu na década de 1970 como um
campo multidisciplinar baseado na cartografia e na matematica com aplicacdo no
planejamento urbano, geografia e ciéncia da computagdo, mas que com o passar dos anos nao
apenas sofreu influéncia como também influenciou diversas areas como planejamento de
desastres naturais, arqueologia e transporte (Clarke et al. 1996).

Embora no inicio muitos questionassem a validade do SIG para as ciéncias da saude, ¢
indubitdvel que atualmente esse sistema pode trazer excelentes contribuicdes para a
compreensdo da epidemiologia das doengas infecciosas, principalmente das negligenciadas
(Clarke et al. 1996). Essas ferramentas permitem elucidar, por exemplo, os fatores associados
com as doengas e suas caracteristicas de transmissdo, além de formar um banco de dados
georreferenciado que pode ser constantemente atualizado, possibilitando o monitoramento da
doenca ao longo do tempo. As analises espaciais geradas podem contribuir também para a
determinagdo de areas de risco e para a visualizacdo de agrupamentos (clustering) e/ou
heterogeneidade espacial da doenca, permitindo esclarecer como os eventos geograficos,
ambientais e ecologicos concorrem para o surgimento de novos casos ou manutencao do perfil
da doenca em um determinado local (Bhunia et al. 2013).

No Brasil, o programa de vigilancia e controle da leishmaniose criado pelo MS
apresenta diretrizes que além de almejarem o controle efetivo da doenca também buscam
reduzir os riscos associados a ela, embora a incidéncia da doenca, principalmente da LV, nao
tenha diminuido no Brasil (Romero & Boelaert 2010, Barbosa et al. 2013). Para alcangar esse
objetivo, o MS recomenda que os municipios identifiquem as &reas prioritdrias para a
implantacdo das medidas de controle e vigilancia contempladas no programa, principalmente
nas cidades consideradas areas de transmissdo intensa para a leishmaniose. Nesse sentido, o

SIG pode ser usado na compreensdo da epidemiologia das doencas infecciosas, contribuindo
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para determinar onde os recursos devem ser alocados e as medidas de controle aplicadas
(Barbosa et al. 2013).

E reconhecido que as doengas infecciosas podem sofrer uma variagio sazonal e
temporal devido a heterogeneidade da exposicdo aos fatores de risco, em que os
determinantes da doenca operam de maneira interligada em niveis variados, sejam eles locais
ou individuais (Werneck et al. 2007). Alguns dos fatores podem ser: condigdes de moradia,
variagOes climaticas, politicas de uso da terra, idade e estado nutricional, dentre outros (Dye
& Williams 1993, Quinnell & Dye 1994, Tesh 1995). Esses fatores podem determinar que a
doenga se apresente de maneira heterogénea dentro da mesma localidade ou fazer com que os
focos surjam, porém permaneg¢am inalterados ao longo do tempo como observado no
Maranhdo e em Sergipe (Tavares & Tavares 1999, Oliveira et al. 2001, Werneck et al. 2002,
Silva et al. 2008). Nesse ultimo caso, o programa de controle poderia ser efetivado com a
utilizagdo de ferramentas de analises espaciais e suas inumeras possibilidades de analises das
variaveis que envolvem a leishmaniose.

Porém, mesmo com sua aplicacio em epidemiologia e saide publica ja bem
desenvolvida e com iniimeros beneficios, as tecnologias advindas do SIG parecem ser
subutilizadas ou até mesmo ignoradas pelas secretarias de satde em muitos municipios
brasileiros (Shaw 2012). E vélido ressaltar que em muitos casos o SIG é visto apenas como
uma ferramenta de mapeamento, dessa forma, todas as suas potencialidades ficam pouco
compreendidas (McLafferty 2003). De fato alguns obstaculos, muitos deles dificeis de superar
nos paises em desenvolvimento, impedem a utilizagdo do SIG na esfera publica: prego
elevado dos softwares, auséncia de microdados (espaciais ou de saude), restricoes de
privacidade/confidencialidade dos dados e escassez de pessoal treinado (McLafferty 2003,
Joshua et al. 2012). Entretanto, algumas barreiras vém sendo quebradas, como por exemplo, a
disponibilizagdo de softwares gratuitos com interface intuitiva que facilitam a utiliza¢do desse
tipo de ferramenta (Shaw 2012). Apesar das ressalvas, o SIG pode ser visto como uma
ferramenta capaz de trazer beneficios importantes para a saude publica, principalmente quanto
ao monitoramento da dindmica das doengas infecciosas, fato pelo qual sua utilizagdo merece
receber maior destaque na formulacdo de estratégias e politicas publicas de satide no Brasil.

Com base no que foi exposto, o presente trabalho teve como objetivo conhecer alguns
aspectos epidemiologicos das leishmanioses no municipio de Formiga, Minas Gerais. Para
atingir esses objetivos, o trabalho utilizou diversas metodologias entomolodgicas, de

diagnostico, moleculares e de georeferenciamento.

37



5 METODOLOGIA

5.1 Area de estudo

O municipio de Formiga pertence a mesorregido Centro-Oeste de Minas Gerais, a
microrregido de Formiga e as Bacias Hidrograficas do Rio Sdo Francisco e do Rio Grande. Os
municipios limitrofes de Formiga sdo: Santo Antonio do Monte, Arcos, Corrego Fundo,

Pains, Pimenta, Guapé, Cristais, Candeias, Itapecerica, Pedra do Indaia e Camacho (Fig. 2).
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Figura 2. Localizagdo do municipio de Formiga no estado de Minas Gerais, Brasil.
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Esta localizada a 196 km da capital do estado (Belo Horizonte) e possui 65.128
habitantes em uma area total de 1502 km?® (IBGE 2013). A altitude maxima é de 1125m na
serra Capao da Mata e minima de 785m na represa de Furnas, alcancando 841,45m no ponto
central da cidade. A vegetacdo do municipio é de transicdo entre cerrado e mata atlantica. O
clima predominante é o tropical de altitude, com temperatura média anual de 21,3'C - maxima
anual de 28,7C ¢ a média minima anual ¢ de 15,8'C - e precipitagio média anual de 1400
mm.

O municipio conta com uma extensa rede hidrica, sendo os principais rios o Rio
Formiga, Rio Mata Cavalo ¢ Rio Pouso Alegre — além de 10 lagoas (Pinto 2012). A cidade
também ¢ banhada pelo lago artificial de Furnas, situado a 20 km do municipio. Este
compreende um reservatorio com 23 bilhdes de m® de 4gua, superficie de 1457 km® de 4rea
inundada e 3,7 mil km de perimetro, sendo considerada a maior extensdo de dgua do estado e
um dos maiores lagos artificiais do mundo (Martins 2010). A principal atividade de Formiga
estd no setor terciario, seguido da industria (IBGE 2013). Apesar de apresentar alguns locais
de mata preservada, o crescimento urbano tem demandando intensamente o uso e ocupagao

do solo nestes locais (Pinto, 2012).

5.2 Estudo do conhecimento da populacao

5.2.1 Calculo da amostra da populacio de Formiga

A amostra foi calculada utilizando o método de probabilistica do tipo estratificada
proporcional segundo o sexo e a idade. A informagdo utilizada para estimar o tamanho de
cada estrato foi o Censo Demografico 2010, do IBGE. O numero de entrevistados minimo foi
de 398 individuos (Tab. 1). Os critérios de inclusdo estabelecidos para o estudo foram: ter
mais de 15 anos, ser residente dos bairros Novo Horizonte, Centro (bairros com maiores
nimeros de casos caninos segundo a SMS de Formiga), Nossa Senhora de Lourdes ou
Lajinha (bairros com menores nimeros de casos caninos). A amostra minima foi calculada de

modo que o erro maximo de estimativa fosse de £5% (ou 0,05) com 95% de confianca.
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Tabela 1. Especificacdo do tamanho dos estratos de acordo com o que foi estipulado para
compor a amostra e o que foi realizado, segundo o sexo e idade, no municipio de Formiga.

Sexo Total
Idade Masculino Feminino Estipulado Realizado
15a20 20 20 40 43
21a24 22 19 41 43
25a34 40 40 80 88
35a44 36 38 74 82
45 ou mais 76 87 163 171
Total 194 204 398 427

5.2.2 Delineamento do estudo e construcao do questionario

Foi realizado um estudo descritivo que integra a abordagem quantitativa para a coleta e
analise dos dados. Para a formulacdo das perguntas do questionario foram utilizados conceitos
relevantes sobre a leishmaniose baseados em trabalhos semelhantes descritos na literatura
(Sosa-Estani 2001, Aparicio & Bitencourt 2004, Ampuero et al. 2005, Luz et al. 2005, Borges
et al. 2008, Silva-Nunes et al. 2008). O questionario formulado foi entdo previamente

validado e aplicado em estudo publicado por Margonari e colaboradores em 2012 (Anexo 1).

5.2.3 Construcio dos indicadores (variaveis dependentes)

5.2.3.1 Determinac¢ao do nivel de conhecimento das leishmanioses

As leishmanioses apresentam ciclo epidemioldgico complexo em que diversos fatores
se conjugam para determinar a transmissao da doencga. Por isso, a estimativa do conhecimento
que um individuo possui sobre a enfermidade deve ser multidimensional, abordando conceitos
que vao desde os sintomas até as medidas de controle, como mostrado por Luz e
colaboradores (2005).

Dessa forma, foi construido o indicador ‘“conhecimento das leishmanioses” para
determinar se a populacdo de Formiga sabe ou ndo de maneira satisfatoria sobre as
leishmanioses. O indicador foi obtido através da analise das respostas das perguntas 10, 11,

12 e 13 do questionario (Anexo 1). A pergunta 10 “Vocé sabe como ela é transmitida?”
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apresentou as opg¢des: a) flebotomineo, b) cdo doente, ¢) ndo sabe e d) outros, sendo
considerada como resposta adequada, apenas a primeira opgdo. A pergunta 11 “Vocé sabe
qual animal pode pegar leishmaniose?” apresentou as opgdes: a) cdo, b) gato, c) rato, d)
galinha, e) ndo sabe ¢ f) outros; tendo sido consideradas corretas as opgdes de a, b e/ou c. A
questdo 12 ““Vocé sabe como prevenir a doenga” apresentou as op¢des a) limpar o terreno, b)
sacrificar caes doentes, ¢) uso de repelentes, d) evitar agua empocada, e) evitar o doente com
leishmaniose, f) ndo sabe e g) outros, sendo consideradas corretas as opgdes de a, b e¢/ou c.
Por fim, a pergunta ““Qual atitude vocé tomaria diante de um ser humano suspeito de
leishmaniose?”” (questao 13) apresentou as opgdes: a) levaria para um hospital, b) procuraria
um agente da prefeitura, c¢) nada, d) ndo sabe e e) outro, onde foi considerada correta apenas
a opcdo a. Baseado na combinagdo das quatro perguntas descritas foi construido um indicador
para calcular o conhecimento das leishmanioses. O banco de dados foi construido a partir da
categorizacdo das respostas em: “sabe” (1) para os que responderam corretamente a todas

essas perguntas e “nao sabe” (0) para as respostas consideradas erradas.

5.2.3.2 Determinacao dos fatores de risco

Para determinar se a populagdo de estudo apresentava algum fator de risco
peridomiciliar para leishmaniose, foram analisadas as perguntas 15 a 27 do questiondrio, que
abordavam as condi¢des do peridomicilio (presenga de curso d’agua, areas verdes, dentre
outros) Para todas as perguntas, as opgdes eram Sim ou ndo (Anexo 1). A média ¢ a mediana
dos fatores de risco foi igual a 3, tendo sido utilizada para definir o indicador dicotdomico
“fator de risco e peridomiciliar”. Com base nesse valor, o indicador foi estabelecido como 0

(até 3 fatores —) ou 1 (mais de 4 fatores —).

5.2.4 Analise dos dados

Os dados foram analisados por meio de estatisticas descritivas com estimativas de
médias, frequéncias e percentuais.

Primeiramente a populagdo foi descrita quanto as suas caracteristicas socioecondmicas e
demograficas e com relacdo ao conhecimento de alguns aspectos relativos ao ciclo

epidemioldgico das leishmanioses. Posteriormente, foram construidos os indicadores
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“conhecimento das leishmanioses” e “riscos peridomiciliares para as leishmanioses” a que a
populagdo esta exposta de acordo com as respostas obtidas.

Os entrevistados foram subdivididos em dois grupos de acordo com o indicador
“conhecimento das leishmanioses” (0 = ndo; 1 = sim) e comparados, de forma a verificar
diferengas entre ambos quanto as caracteristicas socioecondmicas e demograficas. Em
seguida, os entrevistados foram subdivididos em dois grupos de acordo com o indicador
“riscos peridomiciliares para as leishmanioses” (0 = até 3 riscos € 1 = 4 ou mais) e também
foram comparados quanto as caracteristicas socioecondmicas e demograficas.

Foram estimadas as razdes de chance bruta e ajustada e os respectivos intervalos de
confianga a um nivel de 95%. Para as andlises bruta e ajustada do conhecimento da populagao
em relacdo as caracteristicas socioecondmicas e fator de risco peridomiciliar, foi calculada a
razdo de chances (0dds ratio). A razdo de chances ¢ uma medida de associacdo usada para
comparar as probabilidades de ocorréncia do desfecho de interesse devido a exposi¢do a uma
variavel de interesse. No presente estudo, o odds ratio foi usado para determinar se uma
exposicdo (caracteristica socioecondmica e fator de risco) ¢ capaz de influenciar o resultado
(conhecimento da populagdo). Para tanto, os valores sdo estabelecidos em O.R = 1 auséncia
de resultado, O.R> 1 exposi¢do associada ao resultado e O.R< 1 exposicdo relacionada a
menores chances de ocorrer o resultado. Por fim, o intervalo de confianga (IC) ¢ usado para
estimar a precisao do O.R.: grandes intervalos indicam pouca precisao do O.R. e intervalos
curtos significam maior precisdo. Para a realizacdo das andlises estatisticas foi utilizado o

pacote estatistico SPSS 13.0 para Windows (IBM Corporation, USA).

5.3 Estudo entomolégico

5.3.1 Escolha dos domicilios

O trabalho de capturas sistematicas de flebotomineos se iniciou em maio de 2012 apds
avaliagdo minuciosa dos bairros que constituiam o municipio de Formiga. Varios fatores
ecologicos e ambientais foram observados para permitir a escolha dos domicilios que fariam
parte do estudo.

O local de instalagdo das armadilhas foi determinado por conveniéncia de acordo com
as caracteristicas da residéncia que propiciassem a ocorréncia dos flebotomineos: grandes

quintais, presenca de pomares e plantas ornamentais, presenga de animais domésticos (caes,
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galinhas, passaros, dentre outros), proximidade de lotes vagos e areas verdes. A distribui¢ao
das armadilhas se baseou também em informacdes fornecidas pela Secretaria Municipal de
Saude de Formiga sobre a localizagdo dos casos caninos e humanos de leishmaniose,
compreendendo 22 bairros.

Os moradores dos domicilios selecionados foram informados sobre o teor e objetivos do

presente trabalho e posteriormente, assinaram um termo de colaboragdo com o projeto.

5.3.2 Capturas sistematicas

Em cada regido pré-estabelecida foram escolhidos dois domicilios, onde foi disposta
uma armadilha luminosa do tipo HP no peridomicilio de cada um deles.

As capturas foram realizadas nos quatro primeiros dias de cada més durante um ano, de
maio de 2012 a abril de 2013, totalizando 24 armadilhas. As armadilhas foram colocadas as
17 horas e retiradas as 7 horas do dia seguinte. Os insetos coletados em cada noite foram
mortos em camaras contendo éter P.A. e colocados em tubos de hemdlise contendo alcool
70%, sendo posteriormente rotulados e levados para o Centro de Referéncia Nacional e
Internacional para Flebotomineos (CRNIF - CPgRR). Os insetos foram entdo submetidos a
triagem e sexagem, seguido de preparagdo, montagem e identificagdo conforme técnicas
modificadas por Langeron (1949) e adotadas pelo CRNIF - CPqRR. Todos os espécimes
capturados foram identificados através de caracteristicas morfoldgicas, conforme a chave de

identificacao proposta por Young & Duncan (1994).

5.3.3 Dados climaticos e sazonalidade

Os dados biocliméaticos foram obtidos através do Instituto Nacional de Meteorologia —
INMET - e posteriormente correlacionados com a densidade flebotominica encontrada
mensalmente no estudo. Foram recuperados dados sobre umidade relativa do ar, precipitagdo
e temperatura a partir da Estacdo Meteoroldgica Automatica de Formiga (AS524),

compreendendo todos os meses de captura entomoldgica - maio de 2012 a abril de 2013.
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5.3.4 Analise estatistica

As analises foram feitas utilizando o software estatistico GraphPad Prism 5.0 (Graph
Prism Inc., San Diego, CA). O teste de normalidade qui-quadrado de D'Agostino & Pearson
foi conduzido para testar a hipotese nula de que os dados seguem uma distribui¢ao Gaussiana
(D'Agostino, 1986). Quando os dados ndo desviaram desta distribuicao (p>0.05), eles foram
analisados através do coeficiente de correlacdo de Pearson. O teste foi realizado no nivel de

significancia de 0,05.

5.4 Investigacao da leishmaniose canina

5.4.1 Amostragem canina

O célculo do nimero de cdes a serem amostrados foi realizado com base nos dados
obtidos pelo senso canino anual realizado pela prefeitura de Formiga para a campanha de
vacinagdo anti-rabica. Para calcular a amostra foram considerados os seguintes parametros de
acordo com o “Calculo de amostra para determinar prevaléncia” (WHO 1995): 1- prevaléncia
esperada da infec¢do canina na area de estudo de 50% (este valor foi estimado uma vez que
ndo se dispde de dados de prevaléncia e porque com 50% se obtém o maior “n” possivel); 2-
numero total de cles (estimado através da ultima campanha de vacinagdo contra a raiva); 3-
intervalo de confianca a 95% com precisao de 0,1.

A partir destes dados foi definido o nimero minimo de 500 caes a ser trabalhado na
area. A coleta do material bioldgico foi realizada por veterinarios indicados pela Secretaria
Municipal de Saude (SMS) do municipio. Neste trabalho, foram utilizados 570 cdes. Os
animais receberam um numero de identificacdo de acordo com a ordem de entrada no estudo.

Os mesmos numeros foram utilizados para a identificacdo das amostras coletadas.

5.4.2 Coleta de amostras biolégicas

A coleta de material bioldgico de cdes ocorreu no Centro de Defesa da Vida Animal

(CODEVIDA) e em 5 clinicas veterinarias colaboradoras do projeto. No CODEVIDA, 6rgao
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municipal, foram coletadas amostras de sangue total periférico de caes durante os
procedimentos de esterilizagdo organizados pela prefeitura, os quais ocorriam
quinzenalmente. Um médico veterinario realizava as coletas necessarias apds o procedimento
cirirgico, quando os animais ainda se encontravam anestesiados. Estes animais eram de rua
recolhidos pela prefeitura ou domiciliados encaminhados pelos donos.

Nas clinicas um médico veterinario coletava o material bioldgico dos animais que
compareciam ao estabelecimento. Para garantir a participacdo da populagdo, a SMS divulgou
em jornais e em programas de radio os locais que estariam colhendo as amostras para os
exames de detec¢do da leishmaniose.

O material foi coletado utilizando seringas e agulhas descartaveis para pungdo veno-
cefélica, obtendo-se de 3 a 5ml de sangue por animal. Posteriormente, foram feitas duas
aliquotas do sangue - uma para o diagnostico molecular em tubos Vacutainer® EDTA e outra
para o sorolégico em tubos Vacutainer® seco. Ap0s a coleta, os tubos foram armazenados em
geladeira ou caixa térmica com gelo até o término dos procedimentos. Em seguida, os tubos
para sorologia foram centrifugados a 6000rpm e o soro separado em tubos eppendorf de 1,5
ml. Estas amostras foram entdo congeladas juntamente com as amostras destinadas ao exame
molecular no freezer da SMS até poderem ser armazenadas no Laboratorio de Educa¢dao em

Satide e Ambiente do Centro de Pesquisas René Rachou.

5.4.3 Exame clinico

No momento da coleta do material, o veterinario responsavel avaliou o estado clinico
dos caes individualmente. Foi preenchida uma ficha onde constava o niimero do cao, dados
pessoais do proprietario, as caracteristicas fisicas do animal e sinais clinicos sugestivos da
doenca, como linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia, dermatite, onicogrifose, dentre outros.
Essas informagdes foram utilizadas para a classificacdo do cdo como assintomatico ou

sintomatico para a leishmaniose apds os exames sorologicos e moleculares (Anexo 3).
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5.4.4 Métodos sorologicos

5.4.4.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

O teste foi realizado no LEPI/ UFOP seguindo as instru¢des do kit EIE Leishmaniose
Visceral Canina do Instituto Bio-Manguinhos seguindo protocolo da FUNED (Fundagao
Ezequiel Dias).

O soro e controles foram diluidos em microplacas. A primeira placa continha SuL
soro/controle e 250uL diluente (1:50). A segunda placa continha 100uL do diluente em cada
poco, aos quais foram adicionados 100uL da diluicdo da primeira placa (1:100). Foram entao
transferidos 100uL da diluicdo dessa segunda placa para a placa sensibilizada fornecida pelo
kit. Os strips foram selados com folha adesiva e incubados a 37°C (+/- 1° C) por 30 minutos.
Em seguida, as placas foram lavadas manualmente 6 vezes com tampao de lavagem (200uL/
orificio). Distribuiram-se, entdo, 100uL do conjugado em cada pogo e se procedeu a
incubacdo e lavagem como mencionados anteriormente. Posteriormente, foram adicionados
100uL do substrato em cada orificio e a placa incubada em temperatura ambiente por 30
minutos, ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 50uL de acido sulfurico
2M em todos os pogos. A leitura foi realizada em leitora de microplacas Tp-READER (Termo
Plate) com filtro de 450nm. A validade do teste se deu a partir do célculo do cut-off de cada
placa (média dos controles negativos multiplicado por 2), sendo consideradas positivas as
amostras que se encontravam iguais ou acima do valor de “cut-off” e negativas as amostras
com densidade Optica abaixo do valor de “cut-off’. Os resultados indeterminados
compreenderam os valores de densidade Optica entre o valor do “cut-off” e o valor deste

multiplicado por 1,2.

5.4.4.2 Teste de imunocromatografia rapida de duplo percurso (Dual Path

Plataform — DPP®)

O kit diagnéstico DPP é composto por 1 lanceta, 1 alga coletora de amostra, 1 frasco de
solucao tampao e uma plataforma de teste com 2 pogos. O poc¢o 1, denominado “Amostra +
Tampao” ¢ onde se coloca a gota de sangue obtida com a lanceta. Em seguida, sdo

adicionadas 2 gotas do tampdo, o que faz a solu¢ao obtida correr por uma fita condutora (S1).
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Posteriormente sdo adicionadas outras 4 gotas do tampao no pogo 2 intitulado “Tampao”,
onde se encontra a fita S2. O processo ocorre da seguinte forma: caso existam anticorpos anti-
Leishmania na amostra coletada, os mesmos migram pela fita S1 até atingirem a linha teste
(T) localizada na fita S2, ali o anticorpo se liga aoantigeno especifico imobilizado. Em
seguida, o conjugado aplicado migra pela fita S2 e é capturado pelo complexo antigeno-
anticorpo ja formado na linha teste, produzindo uma coloracdo rosada. O restante do
conjugado que ndo foi capturado continua migrando pela fita S2 até alcancar a linha controle
(C), produzindo também uma linha de coloragdo rosada. A leitura ¢ feita visualmente na
propria plataforma, onde uma linha rosada indica resultado negativo (apenas linha controle) e
duas, amostra reagente (linha teste e linha controle).

Para realizacdo do teste DPP ® nas amostras obtidas nesse trabalho, foram adicionados
SuL de sangue total ao pogo “Amostra + Tampao” e colocadas 2 gotas de tampdo. Apos 5
minutos, foram adicionadas outras 4 gotas do tampdo no pog¢o “Tampao”. Entre 10 e 15
minutos depois foi realizada a leitura: o aparecimento de uma linha indicava resultado

negativo e o surgimento de duas, resultado positivo.

1
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Figura 3. Plataforma de teste rapido imunocromatografico (DPP®) mostrando o local de
aplicacdo da amostra e do tampao. O local onde ¢ feita a leitura do resultado a partir das
linhas teste (T) e controle (C) ¢ mostrado na parte superior da plataforma (Fonte: Jinior EMQ
2011).
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5.4.5 Métodos moleculares

5.4.5.1 Extracao de DNA

Foram aliquotados 300ul de cada amostra em tubos de 1,5ml e a eles foram adicionados
400ul de tampao NET10, 40ul SDS 10% e 4ul de proteinase K (20mg/ml). Os tubos foram
misturados por inversao e incubados “overnight” a 56°C. Apos a incubacao, foram acrescidos
500ul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico aos tubos incubados, os quais foram novamente
misturados por inversdo 10 vezes. Apos centrifugacdo por 6 minutos a 13.000rpm, a fase
aquosa foi transferida para um novo tubo de 1,5ml, contendo 500ul de cloroférmio/alcool
isoamilico misturados 10 vezes por inversdo. Foi realizada outra centrifuga¢do por 6 minutos
a 13.000rpm. O sobrenadante foi recuperado para novo tubo de 1,5ml contendo 700ul de
etanol absoluto e 30ul de acetato de sddio 3M e misturado 10 vezes por inversdo. Apos
incubacdo de 20 minutos a -70 °C, o contetido foi centrifugado por 6 minutos a 13 000rpm. O
sobrenadante foi descartado e no mesmo tubo foram acrescentados 1000ul de etanol 70% e
misturado 10 vezes por inversao, seguido de outra centrifugacao por 6 minutos a 13.000rpm.
O sobrenadante foi descartado, o tubo seco por exposicdo ao ambiente e o DNA
ressuspendido em 100ul de 4gua destilada estéril. O DNA foi quantificado em
espectrofotometro NanoDrop®-1000 a partir das leituras a 260nn para estimar a concentragao
e a razdo 260/280nn foi usada para qualificar quanto a pureza — a razao entre 1,4 e 1,8 ¢ aceita

COmMo pura.

5.4.5.2 Nested PCR para o gene SSUrRNA de Leishmania (LnPCR)

A LnPCR — SSUrRNA amplifica um fragmento do gene SSUrRNA que ¢ uma regido
conservada entre todas as espécies de Leishmania. Esta técnica foi utilizada para a detecgdo
direta, sem a necessidade de isolamento do parasito, a partir de diferentes amostras biologicas,
conforme Van Eys et al. 1992 e Cruz et al. 2002, 2006. Todos os procedimentos relacionados
a essa técnica foram conduzidos no LEPI/UFOP.

Foi realizada uma amplificag@o inicial a partir de Sul de DNA previamente diluido em

100l de agua destilada estéril, que resultou em um fragmento de 603 pb nas amostras
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positivas, pela utilizagdo dos seguintes iniciadores: R1: 5" GGT TCC TTT CCT GAT TTA
CG 3" ¢ R2: 5" GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3. Para esta reagao foi feita uma
mistura de Sul da amostra de DNA, 33,75ul de 4gua destilada estéril, Sul de tampao (10x),
3ul de MgCl, (15mM), 1ul de NTP (10mM), 1ul de cada primer a 15pmol cada (R1/ R2) e
0,25ul de Tth DNA polimerase (5U/ul) (Platinum® Life Technologies), totalizando 50ul. A
reacdo no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) ocorreu nas
seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 30 segundos seguido de anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por
30 segundos com extensao final a 72°C por 5 minutos. Posteriormente, foi obtido um segundo
fragmento de aproximadamente 353 pb a partir do produto amplificado da primeira reagao.
Para tanto, dilui-se 25ul do produto amplificado em 1ml de dgua destilada estéril, do qual se
utilizou 10 pl. Os iniciadores R3: 5" TCC CAT CGC AAC CTC GGT T 3" e R4: 5" AAA
GCG GGC GCG GTG CTG 37 foram usados em uma segunda reagdo composta por: 9,37ul
de 4gua destilada estéril, 2,5ul de tampao (10x), 1,5ul de MgCl, (15mM), 0,5ul de ANTP
(10mM), 0,5ul de cada primer a 15 pmol cada (R3/ R4) e 0,13ul de Tth DNA polimerase
(SU/ul) (Platinum® Life Technologies). A reacdo ocorreu no mesmo termociclador e se deu
da seguinte forma: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 30 segundos seguido de anelamento a 65°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por
30 segundos, com extensao final a 72°C por 5 minutos.

Em todas as reacdes foi utilizado como controle positivo 20ng de DNA extraido de
cultura de L. (L.) infantum (cepa JPC), ¢ como controle negativo agua destilada estéril. Para
evitar contaminacdes com amplicons, os procedimentos de preparacdo das amostras e
amplificacao foram conduzidos em locais separados, usando materiais exclusivos de cada area
e adotando meios de descontaminac¢do, como exposi¢do a luz ultravioleta (UV).

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corados com brometo de
etidio e examinados em exposicao a luz UV, comparando com o peso molecular de 100pb.
Foram considerados positivos aqueles que apresentaram bandas de peso molecular
correspondente ao esperado (603pb e 353pb) na primeira e na segunda reacdo,

respectivamente.
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5.4.5.3 Identificacio das espécies de Leishmania

5.4.5.3.1 Sequenciamento

A técnica de sequenciamento foi usada para determinar as espécies de Leishmania
presentes nas amostras com resultado positivo na segunda reagdo da LnPCR (fragmento de
353pb). As bandas de maior intensidade a luz UV foram cortadas e purificadas usando o kit
QIAquick PCR Purification (QIAGEN) de acordo com as especificagdes do fabricante. O
produto obtido foi entdo usado como molde para uma nova amplificagdo e posterior
sequenciamento usando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing. A mistura para
reacdo foi preparada da seguinte forma: 1 pl do PREMIX (BigDye), 1ul de tampao (5x), 1ul
de cada iniciador (senso ou anti-senso) em tubos separados na concentra¢do de 3,2 pmol, 1pl
de agua destilada estéril e Sul do material purificado, totalizando volume final de 10ul. O
programa empregado foi: 35 ciclos de 96°C por 15 segundos alternando para 65°C por 15
segundos. As sequéncias foram determinadas pelo sequenciador de DNA ABI3730 (Life
Technologies) e analisadas pelo programa BioEdit para edi¢do e alinhamento. As sequéncias
obtidas foram entdo comparadas as existentes do GenBank para identificagdo de 3 espécies de
interesse na area de estudo: L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum e L. (L.) amazonensis (Fig.
4).

5.4.5.3.2 PCR- RFLP dirigida ao minicirculo do kDNA

A técnica de PCR kDNA seguida de RFLP foi utilizada para esclarecer duvidas
referentes ao sequenciamento de amostras que apresentaram resultado duvidoso ou
insatisfatorio.

A técnica de PCR-kDNA empregada amplificou um fragmento de 120pb referente a
regido conservada do minicirculo do cinetoplasto de Leishmania, segundo Degrave et al.
1994. Os iniciadores empregados foram 5'(C/G)(C/G)(G/C) CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC
ACC AAC CCC 3" e 5'GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA 3'. A reagao foi preparada para
um volume final de 50 pl, composta por 5 ul de solugdo tampao (10x), 5 ul de DNA a ser
testado, 1,5 de MgCl, (50mM), 0,5 pl de NTP (25mM), 2 pl de cada primer a 10 pmol, 0,2 pl

de Tth DNA polimerase (5U/ul) e 33,8 ul de agua destilada estéril para completar a reacao.
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias do fragmento do gene SSUrRNA das espécies L. (V.)
braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum (sin. L. chagasi) depositadas no GenBank.

A amplificagdo se deu no termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) sob as seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial por 4 minutos a 94°C seguida de
outra desnaturagao por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos
e extensdo por 30 segundos a 72°C, seguida de uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

Em seguida foi empregado o método RFLP com enzima de restricio Hae III para
idetificar as espécies L (L). infantum, L (L.) amazonensis, L (V.) braziliensis. Para tanto,
preparou-se uma reac¢ao de digestdo como descrito: 1,8 pl de dgua destilada estéril, 2 ul de
solugdo tampao (10x), 0,2 ul de BSA, 1 ul de Hae IIT (10U/ul) e 5 pl de produto da PCR por

tubo, totalizando 10 pl. As amostras foram incubadas a 37°C por 4 horas e o perfil de restri¢ao
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analisado em gel de agarose a 4%, corado com brometo de etideo, a partir das cepas
referéncia de L. (L) infantum (MHOM/BR/74/PP75), L.(V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903) e L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS).

5.4.6 Analise estatistica dos testes diagnosticos

Foi realizado o teste Exato de Fisher para verificar a associagdo entre os testes
diagnésticos, dois a dois, com um indice de significancia de 5%. Foi realizado ainda o teste de
coeficiente de kappa, segundo Siegel e Castellan (1988) e Fleiss (1981), para verificar a
concordancia entre os testes. Os valores encontrados seguiram a classificacdo de Landis &

Koch (1977).

5.5 Analises de geoprocessamento

5.5.1 Construc¢iao dos mapas de densidade flebotominica e canina

Para a elaboracao do mapa de densidade de ocorréncia de espécies de flebotomineos foi
necessaria a espacializagdo dos pontos de coleta de armadilhas com o valores obtidos quanto
ao numero de espécies total, L. longipalpis e L. whitmani. Os pontos foram georreferenciados
a partir das coordenadas obtidas em UTM SAD69 Fuso 23 através de aparelhos GPS (N3
Elgin). Os caes soropositivos foram georreferenciados a partir do enderego de residéncia do
proprietario utilizando as mesmas coordenadas e aparelho GPS supracitados.

A elaboracdo do mapa de Densidade de Kernel foi realizada a partir da ferramenta
Spatial Analyst do software ArcGis 10. Essa metodologia calcula a razdo entre o nimero de
ocorréncia de espécies de flebotomineos/ cdes em uma unidade de area além de calcular a
média das ocorréncias de flebotomineos e caes, separadamente, por unidade de area. Para este
estudo, a unidade de 4rea foi definida em m? uma vez que o sistema de projecdo do
mapeamento ¢ em metros. Foi definida uma éarea de influencia de 1 km de distancia para o
mapa de densidade de flebotomineos e 200 m para os caes. Posteriormente, os dados foram
classificados da seguinte forma:

a)para o mapa de flebotomineos - classe 1: ente 0 e 10 flebotomineos por m?, classe 2:

entre 10,1 e 19 flebototomineos por m?, classe 3: entre 19,1 e 29 flebototomineos por
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m?, classe 4: entre 29,1 e 39 flebototomineos por m?, classe 5: entre 39,1 ¢ 47,85
flebototomineos por m?;
b) para o mapa de caes- classe 1: Baixa (0 a 0,000000004 caes por 100 m?), classe 2:
Media (0 a 0,000000009 caes por 100 m?) e classe 3: Alta (0 a 0,000000013 caes por
100 m?).
O resultado da densidade foi armazenado em um arquivo do tipo raster, no formato
GRID, padrdo nativo do software ArcGis. Como resolugdo espacial foi definido um pixel de
10 metros, valor abaixo do erro aceitavel para mapeamentos na escala de 1:100.000 definidas

para elabora¢ao dos mapas deste trabalho.

5.5.2 Mapa das caracteristicas ambientais

Os mapas tematicos de vegetagdo (Fig. 5), altimetria (Fig. 6) e rede hidrografica (Fig. 7)
foram gentilmente cedidos pelo Msc. Christian Rezende Freitas (Coffey International

Limited, Belo Horizonte).

5.5.3 Analise de Assinatura

Para identificar as possiveis correlagdes entre caracteristicas ambientais do espago e a
ocorréncia dos vetores da doenga e caes infectados, foi utilizado o método de assinatura. Esse
método consiste na defini¢ao de uma variavel de interesse e o posterior cruzamento desta com
as demais varidveis em analise no estudo. Para realizagdo deste procedimento todas as
informagdes devem ser modeladas em formato raster, tendo extensdo e tamanhos de pixel
compativeis entre si (10 m?). O cruzamento consiste na identificagio da maior ocorréncia ou
predominancia das classes tematicas existentes, em cada variavel escolhida, para a anélise em
relagdo a cada variavel ambiental. A ferramenta utilizada para este procedimento ¢
denominada “tabulate area” do software Arcview. No presente trabalho foram realizados os
cruzamentos entre as variaveis: densidade de flebotomineos total, densidade de L. longipalpis,
densidade de L. whitmani, densidade de cédes infectados e altimetria, rede hidrografica e

vegetacdo do municipio de Formiga.
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5.6 Consideracdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da FUNEDI/ UEMG (Fundagio
Educacional de Divindpolis/ Universidade Estadual de Minas Gerais) sob o numero 10/2011.

Antes das entrevistas, os individuos entrevistados foram esclarecidos sobre os objetivos
do presente estudo. Somente apods a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido se procedeu a aplicacdo do questionario (Anexo 2). No mesmo sentido, todos os
proprietarios que tiveram seu cdo incluido na pesquisa, tanto no CODEVIDA quanto nas

clinicas veterinarias, foram esclarecidos sobre os objetivos do estudo.
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Figura 5. Mapa tematico da vegetacdo do municipio de Formiga, Minas Gerais.
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Figura 6. Mapa temadtico da altimetria do municipio de Formiga, Minas Gerais.
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Figura 7. Mapa tematico da rede hidrografica do municipio de Formiga, Minas Gerais.
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6 RESULTADOS

6.1 O conhecimento da populacio sobre as leishmanioses

Foram entrevistados 427 individuos residentes no municipio de Formiga. A tabela 2
mostra o perfil da populagdo amostrada na area de estudo. A maioria dos entrevistados era do
sexo feminino (54,6%), jovens entre 15 e 39 anos (50,1%) e com escolaridade até o primario
(46,8%). A renda média situava-se entre 1-3 salarios minimos (65,5%) e numero de

moradores no domicilio era de até 4 moradores (75,1%) para a maioria dos entrevistados.

Tabela 2. Caracteristicas socioecondmicas da populacdo do municipio de Formiga, Minas
Gerais.

Caracteristicas sécioecondomicas da populacio de Formiga n (%)
Sexo
Masculino 194 (45,4)
Feminino 233 (54,6)
Idade
15-39 213 (50,1)
40 ¢ + 212 (49.,9)
Escolaridade (anos completos)
Nenhum até primdrio 198 (46,8)
Ensino médio 151 (35,7)
Superior 74 (17,5)
Renda (em salarios minimos)
Menor do que 1,0 15 (3,5)
Entre 1,0 € 2,99 275 (65,5)
Entre 3 ¢ 4,99 88 (21,0)
Mais que 5 42 (10,0)
Numero de moradores no domicilio
Até 4 moradores 314 (75,1)
5e+ 104 (24.9)

Foi observado que apenas 29 pessoas (6,8%) responderam adequadamente as perguntas
relativas a transmissdo, prevengdo e atitude diante de caso humano. As respostas referentes a

essas perguntas sdo mostradas de forma detalhada na tabela 3.
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Tabela 3. Respostas dos entrevistados para as perguntas mais relevantes quanto ao ciclo
epidemioldgico das leishmanioses presentes no questionario aplicado a populacdo do

municipio de Formiga, Minas Gerais.

Conhecimento da populagiao n (%)

Como a leishmaniose é transmitida?

Flebotominio 85 (20,0)

Resposta incorretas 340 (80,0)
Qual animal pode pegar a doenc¢a?

Cao/Gato/Rato 207 (48.,5)

Resposta incorretas 220 (51,5)
Como se previne?

Limpar terreno/Sacrificar caes doentes/Uso de repelentes 200 (47,1)

Nao sabe informar/respostas incorretas 225 (52,9)
Atitude diante de um caso humano suspeito?

Respostas incorretas 39 (9,2)

Procuraria um agente de saude 67 (15,7)

Levaria para o hospital 320 (75,1)

A tabela 4 mostra o resultado da andlise bruta e ajustada da associacdo entre o

conhecimento das leishmanioses e as caracteristicas da populacdo. A tUnica variavel que

influenciou de forma significativa o conhecimento da populagdo sobre a leishmaniose foi o

sexo: no municipio de Formiga, as mulheres apresentaram chance 3,3 vezes maior de saber

sobre a doenga quando comparadas com os homens.

Apesar de ndo ter alcancado significancia estatistica, as seguintes varidveis mostraram

associacdo com o conhecimento das leishmanioses: bairro de moradia e nimero de moradores

por domicilio. As pessoas que moram na regido central da cidade apresentaram chance de

conhecer a doenca duas vezes maior em comparagao aos moradores dos outros bairros

analisados. Da mesma forma, os entrevistados dos domicilios com 5 ou mais moradores

apresentaram chance de ter um conhecimento sobre a doenga quase duas vezes maior do que

residentes em domicilios com até 4 moradores.
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Tabela 4. Analise bruta e ajustada entre o conhecimento das leishmanioses e as caracteristicas
da populagdo de estudo no municipio de Formiga, Minas Gerais.

Conhecimento das

. leishmanioses OR (IC 95%)*
Caracteristicas . ~
Sim Nao
n (%) n (%) BRUTA AJUSTADA

Sexo

Masculino 6 (3,1) 188 (96,9) 1,00 1,00

Feminino 23 (9,9) 210(90,1)  3,43(1,37-8,61) 3,31(1,29-8,51)
Idade

15-39 15 (7,0) 198 (93,0) 1,00 1,00

40 e + 14 (6,6) 198 (93.4) 0.93 (0,44-1,98)  0.82(0,34-1,96)
Escolaridade (anos
completos)

Nenhum até 13 (6,6) 185 (93,4) 1,00 1,00

primario

> Ensino médio 15 (6,4) 219 (93,6) 1,02 (0,47-2,19)  0.61 (0,22-1,73)
Renda (em salarios
minimos)

Até 4,99 20 (6,9) 270 (93,1) 1,00 1,00

Maior do que 5 8(6,2) 122 (93,8) 0,89 (0,38-2,07) 0.64 (0,24-1,70)
Numero de moradores
no domicilio

Até 4 moradores 18 (5,7) 296 (94,3) 1,00 1,00

S5e+ 11 (10,6) 93 (89,4) 1,94 (0,89-4,27) 1.95 (0,83-4,59)
Regido de moradia

Nao Central 18 (5,7) 296 (94.3) 1,00 1,00

Central 11 (9,8) 101 (90,2) 1,80 (0,82-3,93)  2.83 (0,97-8,22)

*OR- odds ratio e IC- intervalo de confianca

Em relagdo aos fatores de risco peridomiciliares, 258 (60,4%) apresentaram até 3 fatores
de risco, enquanto que 169 (39,6%) apresentaram mais de 4 fatores.

A tabela 5 mostra o resultado das andlises bruta e ajustada da associacdo entre os fatores
de risco peridomiciliares e as caracteristicas da populagdo. Foi observado que possuir no
minimo o ensino médio estad associado a 44% menos chance de morar em uma residéncia com
muitos fatores de risco para as leishmanioses (OR = 0,56; IC: 0,34-0,94) . Entretanto, as
demais caracteristicas ndo parecem influenciar o nivel de exposi¢do aos fatores de risco
investigados.

De forma complementar analisou-se a associa¢do entre o conhecimento sobre as
leishmanioses e a presenga de fatores de risco peridomiciliares, ndo tendo sido encontrada

associacgdo (p= 0,837), dado ndo mostrado na tabela.
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Tabela 5. Analise bruta e ajustada entre fatores de risco peridomiciliares e as caracteristicas

da populacdo de Formiga, Minas Gerais.

Fatores de risco OR (IC 95%)*
Caracteristicas peridomiciliares
0a3 >4
n (%) n (%) BRUTA AJUSTADA

Sexo

Masculino 113 (58,2) 81 (41,8) 1,00 1,00

Feminino 145 (62,2) 88 (37,8) 0.85 (0,57-1,25) 0.87 (0,58-1,30)
Idade

15-39 130 (61,0) 83 (39,0) 1,00 1,00

40 e+ 127 (59,9) 85 (40,1) 1.01 (0,71-1,55) 0.86 (0,55-1,36)
Escolaridade (anos
completos)

Nenhum até 105 (53,0) 93 (47,0) 1,00 1,00

primario 0.55 (0,37-0,82) 0.56 (0,34-0,94)

> Ensino médio 151 (67,1) 74 (32,9)
Renda (em salarios
minimos)

Até 4,99 166 (57,2) 124 (42,8) 1,00 1,00

Maior do que 5 88 (67,7) 42 (32,3) 0.84 (0,43-1,62) 1.23 (0,59-2,56)
Numero de moradores
no domicilio

Até 4 moradores 188 (59,9) 126 (40,1) 1,00 1,00

S5e+ 63 (60,6) 41 (39,4) 0.97 (0,62- 1,53) 0.89 (0,55-1,44)
Regiao de moradia

Nao Central 183 (58,1) 132 (41,9) 1,00 1,00

Central 75 (67,0) 36 (33,0) 0.68 (0,43-1,08) 0.91 (0,52-1,61)

*OR- odds ratio e IC- intervalo de confianca
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6.2 O estudo da fauna flebotominica de Formiga

Foram coletados 224 espécimes de 10 espécies: Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva
1912), Lutzomyia cortelezzii (Brethés 1923), Lutzomyia whitmani (Antunes & Coutinho
1939), Lutzomyia lenti (Mangabeira 1938), Lutzomyia sordelli (Shannon & Del Ponte 1927),
Lutzomyia monticola (Costa Lima 1932), Lutzomyia lutziana (Costa Lima 1932), Lutzomyia
bacula (Martins, Falcdo e Silva, 1965), Lutzomyia brasiliensis (Costa Lima 1932) e
Lutzomyia termitophila (Martins, Falcao & Silva, 1964). A quantidade de machos capturados
(151) foi maior que de fémeas (73), representando uma razdo de 2,06 (Tab. 6). Entre as
espécies, L. longipalpis apresentou razdo de 3,94 machos para cada fémea, enquanto para L.
whitmani foi encontrada a maior propor¢do de machos, 7,2:1.

A tabela 6 mostra a propor¢do das principais espécies capturadas: L. longipalpis
(35,27%), L. cortelezzii (33,48%), L. whitmani (18,3%) e L. lenti (8,04%).

Tabela 6. Numero de flebotomineos capturados por espécie e sexo (Macho e Fémea), através
de armadilhas HP no municipio de Formiga, Minas Gerais, Brasil.

Espécie Sexo Total (%)
M F

Lutzomyia longipalpis 63 16 79 (35,3)
Lutzomyia cortelezzii 38 37 75 (33,5)
Lutzomyia whitmani 36 5 41 (18,3)
Lutzomyia lenti 11 7 18 (8)
Lutzomyia sordellii 1 3 4 (1,8)
Lutzomyia monticola 1 2 3(1,3)
Lutzomyia lutziana 0 1 1(0,4)
Lutzomyia bacula 0 1 1(0,4)
Lutzomyia brasiliensis 1 0 1(0,4)
Lutzomyia termitophila 0 1 1(0,4)
Total (%) 151 (67,4) 73 (32,6) 224 (100,0)

Lutzomyia longipalpis foi a nica espécie capturada em todos os meses de coleta. Trés
armadilhas (4, 12 e 23) representaram 49,6% do total de flebotomineos capturados durante o
ano, sendo que a armadilha 23 apresentou o numero mais expressivo de flebotomineos
coletados (n=50; Tab. 7). Essa mesma armadilha concentrou o maior nimero de L.

longipalpis capturados no presente trabalho. Nas localidades onde foram dispostas as
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armadilhas 12 e 23 foi encontrada, ao longo do estudo, a maior riqueza de espécies (6
espécies por localidade).

Lutzomyia cortelezzii e L. longipalpis sdo as espécies mais dispersas pelo municipio —
foram encontradas, respectivamente, em 22 e 18 dos 24 pontos de coleta. Por outro lado, L.
whitmani apresenta-se de forma localizada em apenas 4 pontos, sendo que as armadilhas 12 ¢
23 capturaram 90% dos espécimes de L. whitmani encontrados no municipio (Tab. 7).

Observou-se correlagdo significativa entre as condigdes ambientais e a abundancia de
flebotomineos. Foi obtida uma elevada correlagdo (r=0,72; p=0,008; r2=0.52) entre 0s
flebotomineos e precipitagdo ¢ uma correlagdo moderada com a temperatura (r=0,60;
p=0,039; ’=0,36). Ndo foi observada correlacio significativa com a umidade (r=0,09;
p=0,77). Assim, pelo teste qui-quadrado, 52% e 36% da variacdo dos flebotomineos no
municipio de Formiga podem ser explicadas, respectivamente, pela variagdo na precipitacdo e
na temperatura (Fig. 8). Também através da figura 8 ¢ possivel perceber que os meses de
janeiro e fevereiro foram os mais propicios para a ocorréncia dos flebotomineos, apresentando
condigdes climaticas favoraveis que permitiram, no periodo mencionado, a coleta de 37,5%

dos espécimes encontrados nesse estudo.
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Tabela 7. Numero de flebotomineos coletados no peridomicilio de 24 domicilios de Formiga,
Minas Gerais, separados por espécie e armadilha, utilizando armadilha HP entre maio de 2012
e abril de 2013.

@ — . o =
a = = s o i
'§ = g 8 s 3 = 2 o g g
s 2 € 2 5 g T 8 % B E -
E £ S 8 = € =& § = 8 &5 g g
Z 5 I T T T T S S S SR SR SR
Armadilha 1 I 1 0 0 3 0o 0 0 0 o0 s
Armadilha 2 1 1 0 o0 ©0 0o o0 0 0 0 2
Armadilha 3 0 o o0 0o 0 0 0 0 0 0 o0
Armadilha 4 9 19 0o 0 0 o0 0 0 0 o 28
Armadilha 5 I 5 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Armadilha 6 5 1 1 0 o0 o o0 0 0 o0 7
Armadilha 7 3 1 0 0 0 0o 0 0 0 o0 4
Armadilha 8 8 4 0 0 0 0 0 0 0 0 12
Armadilha 9 I 4 0 0 0 0 0 0 0 0o s
Armadilha 10 1 1 0 o0 0 0o o0 0 0 0 2
Armadilha 11 0 1 0 o0 o 1 0 0 0 0o 2
Armadilha 12 0 3 02 0o 5 1 1 0 0o 1 33
Armadilha 13 9 3 3 0 0 0 0 0 0 0 15
Armadilha 14 3 5 0 0 o0 0 0 0 0 o0 8
Armadilha 15 4 o o 1 0 o0 0 0 1 0 6
Armadilha 16 0 1 0 o0 0 0 0 0 0 0 1
Armadilal7 0 2 0 0 0 o0 0 1 0 0 3
Armadilha 18 1 6 0 0 o0 0 0 0 0o o0 7
Armadilha 19 1 > 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Armadilha20 10 o0 3 0 0 0 0 0 0 0 13
Armadilha 21 2 4 0 0 2 0 0 0 0 o 8
Armadilha22 1 1 0 o0 0 0 o0 0 0 0 2
Armadilha23 18 5 15 2 8 2 0 0 0 0 50
Armadilha24 0 2 0 0 0 O 0 0 0 0 2
Total 79 75 41 3 18 4 1 1 1 1 224
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Figura 8. Precipitagdo (mm’), temperatura (°C) e densidade de flebotomineos capturados
mensalmente com armadilha luminosa de HP entre maio de 2012 e abril de 2013 em 24
domicilios do municipio de Formiga, Minas Gerais, Brasil.

6.3 O estudo da infeccao canina

Foram analisados 570 caes domiciliados e de rua do municipio de Formiga. Cento e
nove (19,1%) foram positivos em pelo menos um dos testes soroldgico/ molecular. Na
associacdo dos testes em paralelo (positivo para qualquer um), 11 amostras se mostraram
reagentes no DPP®, 33 no ELISA e 26 foram positivas na LnPCR (Fig. 9). Analisando os
testes em série (positivo simultaneamente), 17 foram reagentes no grupo DPP®/ ELISA, 12
positivos no grupo DPP®/ ELISA/ LnPCR, 3 no grupo DPP®/ LnPCR ¢ 2 no grupo ELISA/
LnPCR (Fig. 9). As demais 5 amostras foram indeterminadas no ELISA.

A figura 9 mostra a distribuicao dos resultados positivos entre os testes aplicados. Se for
levado em consideragao todos os caes que apresentaram resultado positivo em pelo menos um
teste sorologico (n=82), a taxa de infec¢do canina observada foi de 14%. Contudo,
considerando o protocolo do MS que se baseia nos resultados de DPP® ¢ ELISA (n=29), essa

taxa € de 5%.
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Figura 9. Frequéncia dos resultados positivos e indeterminados nos testes sorolégicos DPP® ¢
ELISA e no método molecular LnPCR.*Os numeros em vermelho indicam resultado
indeterminado no teste de ELISA.

No geral, 27 cdes apresentaram resultado indeterminado no teste de ELISA. Destes, 22
foram negativos nos demais métodos (soroloégico ou molecular) e 5 positivaram no DPP ® e na
LnPCR. Como ndo ¢ possivel saber se os cdes com resultado indeterminado estdo ou nao
infectados, optou-se por analisar a concordancia e a associagdo entre os testes tomando os
resultados indeterminados ora como negativos, ora como positivos. Considerando os
resultados indeterminados como negativos, o teste Exato de Fisher mostrou uma associagdo
significativa entre os testes diagnosticos, dois a dois (p<0,0001). Porém, os valores
encontrados no teste do coeficiente de kappa mostraram uma concordancia entre os testes
variando de pobre (0-0,19) a moderada (0,40-0,59), de acordo com a classificacdo de Landis
& Koch (1977), como mostrado na tabela 8.
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Tabela 8. Coeficiente Kappa obtido na analise de correlag@o entre os diagndsticos de DPP® x
ELISA, DPP® x LnPCR, ¢ ELISA x LnPCR, considerando os resultados indeterminados no
ELISA como negativos.

DPP®
Negativo Positivo
ELISA Negativo 489 17
Positivo 35 29
Kappa=0,48 1C950,=0,36-0,60 p<0,0001*
PCR Negativo 495 30
Positivo 29 16
Kappa=0,29 1C959,=0,16-0,43 p<0,0001*
ELISA
Negativo Positivo
PCR Negativo 475 50
Positivo 31 14
Kappa=0,18 1C959,=0,07-0,29 p<0,0001*

* Teste Exato de Fisher

Os resultados da concordancia e da associacdo entre os testes considerando os

resultados indeterminados como positivos no ELISA sdo mostrados na tabela 9. Nesse caso, o

teste Exato de Fisher também mostrou uma associacdo significativa entre os testes

diagnésticos, dois a dois (p<0,0009). Da mesma forma, a concordancia entre os testes

permaneceu variando de pobre (0-0,19) a moderada (0,40-0,59).

Tabela 9. Coeficiente Kappa obtido entre os diagnosticos de DPP®x ELISA, DPP® x
LnPCR, ¢ ELISA x LnPCR, considerando os resultados indeterminados no ELISA como

positivos.
DPP®
Negativo Positivo
ELISA Negativo 465 14
Positivo 59 32
Kappa=0,40 1Cy50,=0,29-0,51 p<0,0001
PCR Negativo 495 30
Positivo 29 16
Kappa=0,29 [Co59,=0,16-0,43 p<0,0001
ELISA
Negativo Positivo
PCR Negativo 450 75
Positivo 29 16
Kappa=0,14 [C959,=0,05-0,24 p=0,0009

* Teste Exato de Fisher
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A tabela 10 mostra os caes positivos em relacdo a presenca de sintomas. A maioria se
mostrou assintomdtico (n=78; 72%). Quando foi analisada a sintomatologia por teste
realizado, a maioria dos cdes positivos ndo apresentou nenhum sintoma. Porém, quando foram
avaliados simultaneamente os testes DPP®/ELISA ¢ DPP®/ELISA/LnPCR foi observado que
a maior parte dos cdes positivos nos ensaios apresentavam sintomas. Os principais sinais
clinicos apresentados foram: dermatite, linfoadenomegalia, onicogrifose, ulceragdes e

emagrecimento.

Tabela 10. Numero de caes sintomaticos e assintomaticos soropositivos ou indeterminados
nos testes sorologico (ELISA e DPP®) e molecular (LnPCR).

Estado Clinico

Teste Diagndstico - — - — Total
Sintomatico Assintomatico

DPP® 1 10 11
ELISA 5 28 33
DPP® ¢ ELISA 10 7 17
DPP® e ID” 0 3 3
LnPCR 3 23 26
LnPCR ¢ ID" 0 1 1
LnPCR e DPP® 2 1 3
LnPCR e ELISA 1 1 2
LnPCR, DPP® ¢ ID” 1 0 1
LnPCR, DPP® e ELISA 8 4 12
Total 31 78 109

“ID = indeterminado

Para identificagdo da espécie de Leishmania foi usada a técnica de sequenciamento de
um fragmento do gene SSUrRNA, anteriormente amplificado pela técnica de LnPCR. Foram
analisadas 32 amostras dentre as 45 que apresentaram resultado positivo na LnPCR. Estas
foram escolhidas por apresentarem melhor amplificacdo. Treze (40,6%) foram caracterizadas
como L. (L.) infantum. Nove amostras apresentaram sequéncias sugestivas para L. (V.)
braziliensis (n=4; 12,5%) ou L. (L.) amazonensis (n=5; 15,6%). Nas demais 10 amostras, 6
apresentaram perfil duvidoso para L. (L.) infantum e em 4 nao foi possivel determinar a
espécie devido a qualidade das sequéncias produzidas.

Para tentar confirmar a espécie presente nas 9 amostras com perfil sugestivo de L. (V.)
braziliensis ou L. (L.) amazonensis ¢ ainda determinar a espécie existente nas 10 amostras
cujas sequencias nao produziram bons resultados foi realizado o PCR do kDNA seguido de
RFLP com a enzima Hae III. Dentre as 9 amostras sugestivas para L. (V.) braziliensis ou L.
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(L.) amazonensis, a PCR-RFLP apontou 7 compativeis com o perfil de L. (V.) braziliensis e 2
nao puderam ser identificadas porque nao amplificaram na PCR do kDNA. Nas 6 amostras
com perfil duvidoso para L. (L.) infantum no sequenciamento, 3 foram confirmadas para a
espécie, 1 apresentou perfil de restricdo de L. (V.) braziliensis e 2 ndo apresentaram perfis
visiveis no gel. Entre as 4 amostras com sequenciamento ruim, 3 ndo amplificaram na técnica
de PCR-kDNA ¢ 1 foi identificada como L. (V.) braziliensis. A tabela 11 mostra o perfil de
restricdo das espécies obtido pela técnica PCR-RFLP em comparacdo com o obtido no
sequenciamento para as amostras supracitadas. Conforme ¢ possivel observar nestes
resultados ¢ a dificuldade em se identificar com exatiddo amostras em varias condigdes

experimentais.

Tabela 11. Identificagdo das espécies de Leishmania, de acordo com as técnicas de
sequenciamento ¢ PCR-RFLP, das amostras que ndo haviam produzido resultado definitivo

no sequenciamento.

Amostra . Resultado
Sequenciamento RFLP
713 L. braziliensis? L. braziliensis
721 L. braziliensis? L. braziliensis
772 L. amazonensis? L. braziliensis
800 L. amazonensis? L. braziliensis
855 L. amazonensis? L. braziliensis
914 L. amazonensis? L. braziliensis
1035 L. braziliensis? L. braziliensis
149 L. infantum? L. infantum
154 L. infantum? L. infantum
453 L. infantum? L. infantum
859 L. infantum? L. braziliensis
916 Bad Seq L. braziliensis

Em suma, dentre as 32 amostras que foram submetidas a exames moleculares para
definicdo da espécie de Leishmania, 10 foram identificadas como L. infantum e 3
identificadas como L. braziliensis por apresentarem perfil compativel com essas espécies no

sequenciamento e na PCR-RFLP.
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6.4 Analises espaciais e geoprocessamento

Os mapas de densidade para flebotomineos (todas as espécies) e caes sdo mostrados nas
figuras 10 e 11, respectivamente. Em relacdo a densidade de flebotomineos, os mapas
mostraram a maior concentracdo desses insetos nas regides sul, sudeste e nordeste do
municipio. Através dessa andlise também foi possivel perceber que a area de influéncia de L.
longipalpis é maior que a de L. whitmani, abrangendo grande parte do municipio de Formiga
(Fig. 12 e fig. 13). Por outro lado, quando foi observada a densidade de caes positivos, notou-
se que esses se encontram distribuidos de forma pontual pelo municipio, gerando pequenas
areas de aglomeragdes (Fig. 11).

Quando a densidade de flebotomineos total foi analisada em relacdo a presenga de
vegetagdo, foi observado maiores densidades flebotominicas nas regides distantes até 200m
de uma area verde (98,8%). Esse fato foi mais pronunciado para L. whitmani, pois 99.8% dos
espécimes foram capturados nessa mesma distdncia da vegetagdo. Além disso, foi observado
que essa espécie esta associada aos locais que contém as duas maiores extensdes de cobertura
vegetal do municipio (Fig. 13). Para L. longipalpis, a maior densidade (94,2%) também se
deu na distancia de 200m. Porém, ao contrario de L. whitmani, foi registrada uma densidade
significativa (19,4%) nas dreas um pouco mais afastadas - at¢ 400m de uma area verde (Fig.
12). Em relagdo aos caes, a densidade mais elevada de animais positivos ocorreu em um raio
de 200m da vegetacao (91,8%) (Fig. 11).

Quando foi analisada a densidade de flebotomineos total ¢ a presenga de um curso
d’agua, nao foi encontrada uma relagao significativa entre esses insetos e as diversas faixas de
distancia dessa variavel. Porém, foi observado que L. longipalpis foi capturado nas
armadilhas distantes até 600m de um curso d’adgua, com maior concentracdo nas faixas com
intervalo maximo de 400m (Fig. 12). Esta relagao ndo foi observada para L. whitmani (Fig.
13). A andlise de assinatura entre os cdes e¢ a rede hidrografica demonstrou que a alta
densidade dos cdes infectados (99,1%) se concentrou em 4areas distantes at¢ 200m de um
curso d’agua (Fig. 11).

A sobreposi¢do dos mapas de densidade flebotominica total e da densidade canina
mostrou que os mesmos estdo relacionados geograficamente — 39,5% dos caes positivos estdo
em areas com presenca elevada de flebotomineos (Fig. 14). Entretanto, a maior densidade de
caes (60,6%) ocorreu nos locais com baixa ou média densidade de vetores. Ao analisar os
mapas de densidade de L. longipalpis e caes foi observado um padrdo semelhante: a maior

densidade canina (60,5%) ndo foi coincidente com a maior densidade desse diptero, embora
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exista sobreposi¢ao de suas areas de ocorréncia (Fig. 12). A andlise de assinatura ndo mostrou
relag@o entre L. whitmani e cdes na cidade de Formiga, fato que pode ser também visualizado
no mapa da figura 13.

Em relagdo aos casos humanos de LV, foi observado que estes ocorreram em areas com
baixa densidade de L. longipalpis (entre 0 e 4 insetos por m?) (Fig. 12). O mesmo padrio pode
ser visto para a presenga de caes positivos, que se apresentaram em baixa densidade nos locais
onde foram registrados os casos humanos (Fig. 11). Entretanto, o mapa 14 e a analise de
assinatura mostram uma proximidade entre os casos humanos e a ocorréncia de flebotomineos
e caes infectados, existindo uma leve sobreposicdo dessas variaveis nas areas de baixa
densidade vetorial e canina. Quanto as variaveis vegetacao e curso d’agua, os dois casos
humanos ocorreram a uma distancia de até 200m de uma area verde e entre 200m e 600m de
um rio.

Através da analise dos mapas, € possivel apontar as regides nordeste, sul e noroeste do
municipio como prioritarias para a implantagdo das agdes previstas no programa nacional de
controle das leishmanioses (Fig. 14). Nessas areas sdo observadas variadas densidades
flebotominicas, presenca de caso humano e alguns pontos de maior concentragdo de caes
positivos para leishmaniose, demandando agdes imediatas de vigilancia em saude para evitar a
dispersdo da doenga no municipio.

O mapa de altimetria do municipio demonstrou nao haver relagao entre a altitude, caes
infectados e a ocorréncia dos flebotomineos para a regido. Isso porque a maior parte da malha
urbana localiza-se na faixa entre 800m e 890m. Sendo assim, o municipio apresenta-se muito

homogéneo quanto a essa variavel (Fig. 6).
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Figura 10. Representagdo da localizacdo das armadilhas luminosas tipo HP, dos casos
humanos de leishmaniose visceral (icone humano) e da densidade de Kernel dos

flebotomineos (todas as espécies) sobre a malha urbana de Formiga, Minas Gerais.
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Figura 11. Densidade de Kernel dos caes positivos em pelos menos um teste diagndstico
(sorologico ou molecular) e as varidveis vegetacdo e hidrografia representados sobre a malha
urbana do municipio de Formiga, Minas Gerais. O icone humano representa os casos de
leishmaniose visceral.
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Figura 12. Densidade de Kernel de Lutzomyia longipalpis e de cédes positivos em pelo menos
um teste diagnostico (soroldgico ou molecular), localizagdo dos casos humanos de LV (icone
humano) e representacdo das varidveis vegetacdo e hidrografia sobre a malha urbana do
municipio de Formiga, Minas Gerais.
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Figura 13. Densidade de Kernel de Lutzomyia whitmani ¢ de caes positivos em pelo menos
um teste diagnostico (soroldgico ou molecular), localizagdo dos casos humanos de LV (icone
humano) e representacdo das varidveis vegetacdo e hidrografia sobre a malha urbana do
municipio de Formiga, Minas Gerais.
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Figura 14. Densidade de Kernel de flebotomineos total (todas as espécies) e de caes positivos
em pelo menos um teste diagnostico (sorologico ou molecular), localizagdo dos casos
humanos de LV (icone humano) e representagdo das variaveis vegetagao e hidrografia sobre a

malha urbana do municipio de Formiga, Minas Gerais.
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7 DISCUSSAO

7.1 O conhecimento da populaciao de Formiga

No Brasil, o programa de controle da leishmaniose contempla a atuacdo da populacao
nas acdes de controle da doenga. Segundo o manual de controle da LV (Brasil 2006), as
unidades de satde devem realizar atividades de educagdo em satde voltadas para a
participagdo ativa da comunidade, permitindo que a mesma seja capaz de buscar o
atendimento precoce e participar ativamente das medidas de controle. Para tanto, as praticas
educativas devem conjugar os conhecimentos sobre as leishmanioses de forma geral,
sintomatologia das zoonoses com os habitos e as atitudes da populagdo. Isso porque as
percepcdes e o conhecimento popular sdo pontos cruciais para a aplicacao eficaz de agdes de
carater preventivo (Borges et. al. 2009). Entretanto, o que se observa ¢ que os usudrios dos
servigos de saude possuem um conhecimento incipiente sobre diversas doengas endémicas no
pais, inclusive sobre as leishmanioses (Gama et al. 1998, Luz et al. 2005, Boaretto et al. 2010,
Margonari et al. 2012, Ferreira et al. 2013, Lobo et al. 2013). Esse desconhecimento impede
que a populagdo se aproprie do saber necessario as praticas preventivas, dificultando as agdes
de controle. No mesmo sentido, fatores ambientais e socioecondmicos também sdo capazes de
influenciar as praticas adotadas por uma comunidade, motivo pelo qual esses aspectos devem
ser considerados no planejamento das ag¢des de forma que se adaptem a realidade local
(Launiala & Honkasalo 2007).

Foi observado nesse estudo que a populacdo de Formiga possui uma baixa renda (65,5%
ganhavam até 3 saldrios minimos) e baixa escolaridade (46,8% com ensino até o primario)
(Tab. 2). De fato, esses dois aspectos parecem caminhar juntos, dado que a expansao
educacional ¢ essencial para incentivar o crescimento econdmico e reduzir as desigualdades e
a pobreza (Barros et al. 2002). Segundo dados da Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilio, a taxa de escolarizacdo se mostrou nitidamente associada ao nivel de rendimento
mensal per capita do domicilio na pesquisa de 2004 (IBGE 2006). Os resultados mostraram
que, quanto maior era o nivel desse rendimento, menor era a propor¢ao de criangas e
adolescentes que ndo freqiientavam escola ou creche. De maneira geral, no Brasil, a renda
domiciliar per capita de até Y4 do saldrio minimo ¢ a classe de rendimento que concentra a

maior propor¢do de criancas ¢ adolescentes que ndo frequentam a escola no pais (IBGE,
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2006). Segundo Boltanski (1979), a classe social e o nivel de instrug¢do sao fatores capazes de
limitar a difusdo do saber médico, influenciando na frequéncia e na qualidade do dialogo
médico-paciente.

No contexto das leishmanioses, foi obsevado que a escolaridade esta associada ao risco
de acometimento tanto pela LV quanto pela LTA, principalmente em areas endémicas (Passos
et al. 2001, Queiroz et al. 2004, Borges et al. 2008, Silva & Muniz 2009). Borges e
colaboradores (2008), avaliando o conhecimento e as atitudes preventivas da populacdo em
Belo Horizonte, identificaram que um individuo analfabeto pode apresentar até oito vezes
mais chance de ser afetado pela doenga do que um individuo alfabetizado. Esse fato reflete a
importancia da educagdao em saude desde a fase escolar, fazendo das criangas importantes
ferramentas na difusdo do conhecimento sobre as doencas em comunidades desassistidas. A
participacdo comunitdria ¢ essencial visto que as medidas de controle adotadas para as
leishmanioses esbarram em dificuldades operacionais (condi¢cdes ambientais, diagnostico
precoce, dentre outros) que tém inviabilizado seu sucesso (Santos et al. 2000, Uchoda et al.
2004).

Entretanto, o saber e as percep¢des da comunidade sdo quase sempre ignorados diante
das agdes de prevengdo e controle no Brasil. No caso da area de estudo, esse aspecto fica
evidente, pois apenas 6,8% dos entrevistados tinham algum conhecimento sobre as
leishmanioses. Esse fato ndo ¢ condizente com uma das principais premissas do programa de
controle das leishmanioses: manter a populacdo informada sobre a doenga e participativa no
seu controle. Ainda, do ponto de vista da saude publica do municipio, esse desconhecimento
se mostra preocupante devido a notificagdo de casos humanos de LV com 6bito na cidade.
Estudos demonstraram que deter algum conhecimento sobre as leishmanioses pode minimizar
o risco de ocorréncia da enfermidade (Dias 1998, Cabrera et al. 1999, Borges et al. 2008).
Porém, no presente estudo, 39,3% ndo sabiam informar como ocorre a transmissdo e 51,3%
nao souberam apontar qual animal ¢ susceptivel a doenga (Tab. 3).

Dentre as caracteristicas da populagdao, o sexo feminino mostrou ser conhecedor da
enfermidade em questdo (OR=3,31 — Tab. 4). Uma explicagdo para esse achado pode estar no
fato das mulheres serem reconhecidamente mais atentas as questoes de saude, manifestando
seus cuidados no ambito familiar, em situagdes diversas com os filhos, companheiros, pais e
avos (Vilella & Monteiro 2005). Esses cuidados muitas vezes se baseiam na experiéncia
acumulada (consulta aos servigos de saude) ou no aprendizado dessa experiéncia com outras
mulheres da familia, os quais sdo colocados em pratica para prevenir a doenga e garantir a

saude da familia (Tezoquipa et al. 2001, Vilella & Monteiro 2005).
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Dois outros aspectos que merecem ser discutidos sdo o maior conhecimento da doenca
pelos moradores da area central ou que residem com mais de cinco pessoas no domicilio (Tab.
4). O primeiro fato pode estar relacionado a condicdo socioecondmica da regido central.
Nessa area, residem pessoas de melhor poder aquisitivo e instru¢do — 28% recebem mais de 5
salarios minimos e 81% tinham pelo menos o ensino médio completo — nimeros superiores
aos dos demais bairros pesquisados (1% e 19% para Lajinha, 2% e 24% para Novo Horizonte
e 11% e 36,5% para Nossa Senhora de Lourdes).

O fato do nimero de moradores por domicilio estar associado ao nivel de conhecimento
sobre a enfermidade pode se dever a troca de informagdes entre os residentes. Essas
informacdes podem ser adquiridas em diferentes locais através de inumeras fontes, facilitando
seu intercambio entre os moradores. Castellucci e colaboradores (2000) observaram que a
troca de informagdes entre moradores colabora para difundir o conhecimento de plantas
utilizadas medicinalmente. Esse intercdmbio de conhecimentos entre vizinhos e parentes
refor¢a os lagos sociais e contribui para fortalecer o consenso cultural que ¢ repassado aos
descendentes (Marinho et al. 2011). A troca de conhecimentos ¢ considerada ferramenta
importante na constru¢do do conhecimento em saude. Essa constru¢ao pode se basear tanto no
saber técnico quanto no popular, de forma que os saberes ndo sejam vistos como
hierarquizados, mas apenas como diferentes (Acioli 2007).

O nivel de instrug¢ao pode refletir na qualidade do dialogo e da informagao trocada entre
os residentes. Esse fator se mostrou diretamente associado aos fatores de risco observados
entre a populacdo pesquisada, uma vez que possuir pelo menos o ensino médio garantiu 44%
de protecdo contra as leishmanioses (Tab. 5). O presente estudo demonstrou que quase 95%
dos entrevistados residiam em locais com a presenca de pelo menos 1 fator de risco e 39,6%
deles reportaram a presenca de mais de 4 fatores. A influéncia das caracteristicas do
peridomicilio e o relacionamento destas com o risco de ocorréncia das leishmanioses sdo bem
demonstradas e estudadas — presenga de animal doméstico, galinheiro, arvores frutiferas,
matas remanescentes, dentre outros (Sherlock 1969, Forattini et al. 1976, Marzochi &
Marzochi 1997, Gontijo & Carvalho 2003, Rondon et al. 2008). Esses fatores podem
funcionar como atrativos para o vetor e favorecer sua reproduc¢do nas proximidades da
residéncia. A matéria organica que pode se acumular nesses locais ¢ essencial para o
desenvolvimento das larvas dos flebotomineos, representando papel importante na
sobrevivéncia desses insetos no peridomicilio (Feliciangeli 2004, Coura-Vital et al. 2013). Por
isso, ¢ de grande importancia que tanto a residéncia quanto seus anexos (quintal, canil,
galinheiro) sejam mantidos limpos a fim de evitar a proliferacdo dos flebotomineos. Coura-

Vital e colaboradores (2013), estudando fatores de risco para soroconversao canina em Belo
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Horizonte observaram que a presenga de adubo ou folhas secas acumuladas aumentava em
aproximadamente trés vezes a chance de um cao se tornar positivo.

No presente estudo, a associacdo do conhecimento da populacio sobre as leishmanioses
a presenca de fatores de risco ndo apresentou resultados estatisticamente significativos.
Provavelmente, a populacdo estudada ndo tem consciéncia de que o controle da doenga
também parte da reducdo do fator de risco no ambiente peridomiciliar. Esse fato fica mais
notorio quando se observa que 94,8% dos moradores possuem algum fator de risco no
peridomicilio de suas casas. Porém, o fato de ndo ter sido possivel correlacionar o
conhecimento da populacdo a presenca desses fatores indica que os moradores desconhecem o
risco a que estdo sujeitos. Visto que ha um baixo conhecimento sobre o assunto — 6,8% dos
entrevistados conhecem a leishmaniose - ¢ possivel que este seja tdo incipiente que nao
provoque mudangas de comportamento na populacao.

A educagdo pode ser um caminho para reverter esse cenario, dado que possuir pelo
menos o ensino médio conferiu quase 44% de protecdo contra as leishmanioses (Tab. 5).
Contudo, para que o saber apropriado se reflita em praticas preventivas adequadas e eficazes,
o conhecimento — reprodu¢do correta de um conteudo; a atitude — opinido do individuo sobre
o conteudo, e a pratica — acdo executada — devem caminhar juntos na realidade popular (Reis
et al. 2013). Logo, a educagao em saude deve ser concebida como uma medida sanitaria
concreta que pode levar ao fracasso ou ao sucesso de um programa de controle e
consequentemente, influenciar o risco de exposi¢ao da populagao (Gama et al. 1998).

Nesse contexto, a capacitacdo dos profissionais de satde deve ser considerada. Sdo eles
os responsaveis por difundir o conhecimento cientifico e torna-lo acessivel ao publico,
portanto, esses profissionais necessitam de uma educagao permanente a fim de serem capazes
de acompanhar a evolucdo das endemias (Luz et al. 2005). Falhas conceituais ou defasagens
no conhecimento sobre as leishmanioses pelos profissionais de satide podem refletir na
qualidade das informacdes que chegam a populacdo. Essas falhas foram observadas por varios
autores com relagdo a transmissao da enfermidade (Weigel et. al. 1994, Menezes
comunicagdo pessoal), nome popular da leishmaniose (Luz et al. 2005) e caracteristicas
morfologicas do vetor (Fabris 2009). Outros autores demonstraram que uma porcentagem
muito pequena da populacdo recebe informagdes sobre a LTA ¢ a LV desses profissionais
(Boraschi et al. 2008; Moreira et. al. 2002). Outro profissional de extrema importancia na
disseminagdo correta de informagdes sdo os professores da educagdo basica, que mantem
contato estreito com criangas e adolescentes, que podem ser excelentes disseminadores das
informagdes recebidas em sala de aula. Estudo conduzido em Divindpolis, Minas Gerais,

sobre a percep¢ao dos professores quanto as leishmanioses demonstrou que esses
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profissionais desconhecem a doenga. Entretanto, os mesmos se dizem dispostos a
conscientizar seus alunos, destacando a escola como um espago propicio para a divulgagdo
desse conhecimento (Franga et al. 2013).

Portanto, processos de educagdo permanente que sensibilizem a populagdo para
participar do combate as leishmanioses devem também perpassar a capacitacdo dos
profissionais da saude e da educacgdo. Dessa forma, ¢ possivel construir e fortalecer os saberes
sobre as doengas que afetam uma regido, permitindo a troca de experiéncias. Tais processos
devem ser continuos e periodicamente divulgados. Por um lado porque representam, muitas
vezes, as unicas fontes de informagao popular e por outro porque foi comprovado que as
informacodes adquiridas durante agdes de promocgao da saude sdo rapidamente esquecidas pela
populacdo (Luz et al. 2005, Lobo et al. 2013). Com a participagdo ativa da comunidade, ¢
possivel reduzir os condicionantes que facilitam a transmissdo das leishmanioses na regido.
Além disso, a questdo da doenga pode ser trabalhada sob uma perspectiva de promogdo da
saude, em que as politicas publicas favorecem as habilidades pessoais e coletivas focadas na

melhoria de sua qualidade de vida e saude.

7.2 A fauna flebotominica

A captura entomoldgica utilizando armadilhas do tipo HP ocorreu mensalmente durante
um ano, tendo sido identificada uma rica fauna flebotominica em Formiga, cidade
considerada de transmissao moderada para leishmaniose (SRS 2013) (Tab. 6). Do total de
espécimes capturados, mais da metade pertencia as espécies L. longipalpis (35,3%) e L.
whitmani (18,3%), vetores comprovados de LV e LTA, respectivamente (Lainson & Rangel
2005, Andrade Filho et al. 2007) (Tab. 6).

O numero total de flebotomineos encontrados ndo foi elevado (224), contudo, uma
baixa densidade populacional ndo implica auséncia de transmissdo vetorial. Essa baixa
densidade de flebotomineos pode ajudar a explicar a quantidade reduzida de casos humanos
de LV registrados na area de estudo. Em locais de baixa densidade vetorial, acredita-se que o
potencial da espécie como vetor e seu envolvimento comprovado na transmissao da doenga
garantem a ocorréncia de um ciclo de transmissao (Carvalho et al. 2010). Os resultados do
presente trabalho sugerem que L. longipalpis seja a espécie responsavel pelo surgimento dos
casos humanos de LV no municipio, uma vez que foi a segunda espécie mais abundante.

Neste estudo, a razdo total de machos/ fémeas (2,06:1) corrobora com outros estudos

que observaram maior frequéncia de machos em capturas noturnas com diferentes armadilhas
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(Lima et al. 1998, Alves 2007, Almeida et al. 2010) (Tab. 6). A maior propor¢cao de machos
pode ser explicada pelo seu comportamento natural em acompanhar as fémeas durante o
deslocamento, formando agregados com o objetivo da fecundagdo (Feliciangeli 1987,
Domingos et al. 1998, Dias et al. 2007). Porém, outros autores apontam que a armadilha
luminosa pode atrair de maneira diferente ambos os sexos, favorecendo a captura de machos
(Barretto 1943, Aguiar et al. 1985). E valido ressaltar que a maior razdo macho/ fémea foi
observada para L. whitmani (7,2:1), uma espécie encontrada em apenas 4 pontos de coleta,
todos proximos de uma area verde extensa. E sabido que os machos eclodem antes das
fémeas, sendo possivel que as areas de mata proximas das armadilhas estejam funcionando
como criadouros, o que favoreceu a captura de maior quantidade de machos em relagao as
fémeas dessa espécie (Feliciangeli 1987). Lutzomyia longipalpis também apresentou maior
propor¢do de machos, como descrito em outras regides do pais como Campo Grande,
Porteirinha e Belo Horizonte (Oliveira et al. 2003, Barata et al. 2004, Souza et al. 2004). Essa
espécie possui carater urbano e apresentou grande dispersao no municipio - foi capturada em
18 pontos de coleta. Como as armadilhas foram colocadas no peridomicilio, inclusive nas
regides centrais da cidade onde ha apenas resquicios de vegetacdo, a hipotese mais provavel
para a predominancia de machos pode estar nas condi¢des do peridomicilio, como higiene ¢
presenca de animais domésticos.

A literatura cientifica demonstra a associa¢do de L. longipalpis aos abrigos de animais
no peridomicilio, fato que exerce particular influéncia sobre a sua densidade (Forattini 1960,
Sherlock & Guitton 1969, Quinnell & Dye 1994, Camargo-Neves et al 2001). A proximidade
com o ambiente peridoméstico permite que as fémeas de L. longipalpis se alimentem em
animais domésticos e sinantropicos nesses locais. Esse fato aliado a sua antropofilia e
capacidade de colonizar o intradomicilio, favorecem sua adaptacdo a ambientes modificados
(Lainson & Rangel 2005, Rangel & Vilela 2008).

A microregido de Formiga ¢ endémica em LTA, porém a éarea de estudo ainda ndo
apresenta nenhum caso notificado dessa forma da doenca. Contudo, no municipio de Formiga,
foram capturados 18,3% de L. whitmani - considerado o vetor primario da LTA (Tab. 6). Na
regido sudeste do Brasil, esta espécie ¢ encontrada em ambiente peridomiciliar e no perimetro
urbano de grandes cidades, como Belo Horizonte e Maringd, participando dos ciclos
enzoodticos e peridomésticos (Teodoro et al. 1998, Souza et al. 2004, Saraiva et al. 2011, Silva
FSetal. 2012).

Estudos sugerem que a densidade de L. whitmani pode estar relacionada com
modificacdes na cobertura vegetal e adaptacdo a novas condi¢des ambientais, sendo que as

pressdes ecologicas afetam sua distribuicdo (Azevedo et al. 2002, Gil et al. 2003). E altamente
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antropofilica, sendo responsavel pela transmissdo de L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e
Leishmania (V.) shawi nas regides amazodnica, sul, central e nordeste do Brasil (Freitas et al.
2002, Souza et al. 2002, Costa et al. 2007, Brito et al. 2009, Rangel & Lainson 2009).
Peterson e Shaw (2003), ao desenvolver modelagens de nicho ecologico de vetores do género
Lutzomyia considerando as mudangas climaticas, apontaram L. whitmani como espécie capaz
de se expandir do sudeste para regides mais ao sul do Brasil. Por outro lado, essa espécie foi
encontrada infectada por L. (L.) infantum em Divinopolis, Minas Gerais, sendo, portanto
necessario aprofundar os estudos de interagdes bioldgicas para determinar um possivel papel
desse vetor na transmissao da LV (Margonari et al. 2010).

Lutzomyia cortelezzii representou 33% da fauna capturada em Formiga e também foi
encontrado naturalmente infectado por L. (L.) infantum em Minas Gerais (Carvalho et al.
2008) (Tab. 6). Contudo, no Brasil, o possivel papel de L. cortelezzii como vetor da LV ainda
estd sendo estudado, embora possa ser encontrado em areas urbanas e endémicas para a
doenca (Oliveira AG et al. 2006, Nascimento et al. 2007, Nascimento et al. 2013). Na
Argentina, essa espécie parece estar associada ao surgimento de casos humanos de LTA
devido a, dentre outros fatores, ter distribui¢do coincidente com a dos casos humanos, se
alimentar de sangue humano em ambiente domiciliar e de ter sido encontrada naturalmente
infectada por L. (V.) braziliensis (Rosa et al. 2012).

As demais espécies encontradas nao apresentam importancia médica até o momento ou
ainda sdo consideradas suspeitas de envolvimento no ciclo de transmissdo das leishmanioses.
Alguns critérios cldssicos para se incriminar uma espécie como vetor sdo: antropofilia;
distribuicdo espacial em concordancia com casos humanos e infec¢io natural por espécie de
Leishmania idéntica a que infecta o homem (Killick-Kendrick 1990). Esses critérios foram
recentemente atualizados por Ready (2013), sendo que o uso de modelos matemadticos foi
sugerido como forma de se demonstrar a real importancia da espécie em focos especificos da
doenca.

Lutzomyia lenti foi encontrado naturalmente infectado na Bahia e considerado suspeito
da transmissao canina de L. (L.) infantum por Sherlock (1996), mas se mostrou refratario a
infeccdo por Leishmania em laboratorio (Brazil et al. 1997). Entretanto, Margonari e
colaboradores (2010), estudando a fauna flebominica de area endémica do estado de Minas
Gerais, encontraram pela primeira vez esta espécie naturalmente infectada por L. (V.)
braziliensis, o mesmo ocorrendo em Campo Grande (Paiva et al. 2010). Sanguinette,
estudando a epidemiologia das leishmanioses em Varzea da Palma, Minas Gerais, relatou a
infec¢do natural dessa espécie tanto por L. (L.) infantum quanto por L. (V.) braziliensis.

Lutzomyia lenti ¢ comumente encontrada em areas de transmissdo de LV e LTA no Brasil, se
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apresentando associada a abrigos de animais e ao peridomicilio (Galati et al. 1996, Martins et
al. 2002, Oliveira et al. 2003, Jeraldo et al. 2012).

Lutzomyia sordellii também pode ser encontrado no peridomicilio - galinheiros,
chiqueiros, currais - bem como em cavernas em diferentes regides brasileiras como
Pernambuco ¢ Mato Grosso do Sul (Galati et al. 1997, Brandao-Filho et al. 2011, Carvalho et
al. 2013). Guimaraes e colaboradores (2012) observaram que L. sordellii foi uma das espécies
mais predominantes em resquicios de mata primdria em Pernambuco, embora também tenha
sido capturado nos ambientes intra e peridomiciliar. Silva & Vasconcelos (2005) encontraram
a espécie em resquicios de mata atlantica na regido metropolitana do Recife, enquanto
Oliveira e colaboradores (2003) a observaram na regido central da cidade de Campo Grande,
que apresenta casos de LV e LTA. Apesar de até o0 momento ndo existirem dados suficientes
sobre sua participagdo no ciclo das leishmanioses, L. sordellii se distribui por todas as regides
do Brasil (Rangel & Lainson 2003).

Lutzomyia monticola ¢ antropofilica, tendo sido a espécie mais capturada picando
humanos no Parque Nacional do Itatiaia, Rio de Janeiro (Afonso et al. 2007). A espécie €
suspeita de envolvimento na transmissdo de Leishmania enriettii, pois ja foi infectada
experimentalmente pelo parasito ao se alimentar em lesdes de cobaios (Luz et al. 1967,
Lainson 1997). Apresenta carater silvestre, sendo encontrada em areas florestadas e em
perimetros de mata proximos a area urbana, como observado nas cidades de Belo Horizonte e
Divindpolis - nesta Gltima alguns espécimes apresentavam infecgdo por L. (V.) braziliensis -
sugerindo adaptacdo a areas antropofizadas (Souza et al. 2004, Afonso et al. 2007, Margonari
et al. 2010, Cutolo et al. 2013). Estudos mostram que mudangas em areas de mata podem
influenciar a composi¢ao e o comportamento da fauna flebotominica local, uma vez que acdes
antropicas alteram o habitat dos flebotomineos, favorecendo a adapta¢do de algumas espécies
ao ambiente modificado (Arias & Freitas 1982, Ready et al. 1983, Castellon et al. 2000, Silva
et al. 2007).

As espécies L. lutziana, L. brasiliensis, L. bacula ¢ L. termitophila ndo estdo envolvidas
na transmissdo de agentes patogénicos para humanos ou animais, ndo sendo incriminadas
como vetores de Leishmania spp. (Andrade et al. 2007). A primeira é encontrada no Brasil,
Colombia, Venezuela, Guiana Francesa, Peru, Paraguai e Suriname e a segunda, de maneira
mais restrita, ocorre no Brasil, Peru e Guiana Francesa (Young & Duncan 1994, Bejarano et
al. 2007). Lutzomyia bacula se distribui pelas regides Norte, Centro-Oeste ¢ Sudeste do
Brasil, se restringindo as areas verdes, ndo urbanas (Carvalho et al. 1993, Almeida et al. 2010,
Souza et al. 2010, Vilela et al. 2011, Nascimento et al. 2013). Por fim, L. termitophila,

espécie descrita em Minas Gerais associada a ninho de térmitas ¢ frequentemente citada em
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estudos entomologicos na regido (Martins et al. 1977, Saraiva et al. 2010). Apesar de nao
possuir importancia epidemiologica, esse flebotomineo foi encontrado infectado por L. (L.)
infantum em Belo Horizonte e por L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis em Varzea da Palma
(Sanguinette 2011).

Trés armadilhas (4, 12 e 23) concentraram 49.6% do total de flebotomineos capturados,
sendo que a armadilha 23 capturou 22% desse total (Tab. 7). Nos locais onde foram dispostas
essas armadilhas, foram observados ambientes favordveis a reproducdo dos flebotomineos,
como galinheiro, animais domésticos, lotes vagos e extensas areas verdes, fato que poderia
explicar o maior nimero de insetos coletados nessas areas. Nascimento e colaboradores
(2013) observaram que dentre as 15 residéncias amostradas, em uma especificamente foi
coletado quase 85% dos L. longipalpis do municipio de Divinopolis, Minas Gerais, em um
galinheiro. Apesar dessas aves em questdo ndo serem susceptiveis a infec¢@o por Leishmania
spp., elas exercem atragdo alimentar sobre os flebotomineos, constituindo importante elo
epidemiologico (Afonso et al. 2012, Silva et al. 2012).

As variaveis precipitacdo e temperatura apresentaram resultados estatisticamente
significativos em relacdo a densidade de flebotomineos, tendo sido observada maior
frequéncia de espécimes na estagdo chuvosa (Fig. 8). Esses dados corroboram com resultados
de outros autores que demonstraram a influéncia de fatores climaticos na abundancia de
flebotomineos, sendo mais comum encontra-los nos meses quentes e umidos (Deane 1956,
Feliciangeli 1987, Barata et al. 2004, Margonari et al. 2006, Ready 2008). Moschin e
colaboradores (2013) inferiram que altas temperatura e umidade (50 a 60%) poderiam
acelerar o desenvolvimento dos estagios imaturos de flebotomineos na Serra da Cantareira,
Sao Paulo. Isso resultaria em maior frequéncia de formas aladas nas estacdes quentes e
moderadamente imidas como a primavera, dado que a umidade média registrada nos 15 dias
anteriores a captura se correlacionou positivamente com algumas espécies capturadas no
estudo (Moschin et al. 2013).

As barreiras fisicas e ambientais — precipitagdo, presenca de vegetacao e hospedeiros
vertebrados - podem influenciar a distribuicdo geografica das espécies de flebotomineos
(Arias et al. 1985, Chamaille et al. 2010). Kesari e colaboradores (2011) observaram que na
india, a temperatura e a umidade eram os melhores preditores da distribuicio de Phlebotomus
argentipes. E possivel que para o municipio de Formiga, as caracteristicas da fitofisionomia
predominante — floresta estacional semidecidual com transi¢do para o cerrado - influenciem as
populacdes de flebotomineos: os meses secos com pouca chuva implicam uma redugdo
drastica da cobertura vegetal, ocasionando altera¢des climaticas e ambientais ao longo do ano

com impactos diretos sobre o microclima da regido. Dessa forma, as condigdes ambientais
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poderiam favorecer ora uma espécie, ora outra, trazendo implicagdes importantes para a

vigilancia entomolodgica necessaria ao controle da doenga na regido.

7.3 A infec¢do canina no municipio de Formiga

No Brasil, a leishmaniose visceral ¢ considerada uma zoonose que tem o cdo doméstico
como o principal reservatorio em meio urbano. Segundo o MS, areas com taxas de
prevaléncia canina superiores a 2% sdo consideradas prioritarias para implantacdo das
medidas de controle, sendo recomendado o inquérito canino censitario anual (Brasil 2006).
Seguindo o que ¢ preconizado pelo MS, que considera a prevaléncia detectada pelos testes
sorologicos DPP® ¢ ELISA, para o municipio de Formiga a taxa de infec¢do canina observada
foi de 5%. Entretanto, o presente trabalho considerou como cdo infectado aquele que
apresentou pelo menos um resultado positivo, em qualquer teste sorolégico ou molecular, o
que gerou uma taxa de infec¢do canina mais elevada: 19% (Fig. 9). Como ¢ possivel notar,
qualquer que seja a taxa de infeccdo adotada, ambas se encontram acima do limite estipulado
pelo MS.

As agdes contempladas no programa de controle da leishmaniose aliadas a uma
vigilancia epidemiologica contundente sdo determinantes para conter a expansao da doenca.
Em Governador Valadares, a ado¢do do programa de controle da LV se provou eficaz no
combate a doenga, tornando o municipio uma 4rea endémica controlada. Contudo, a
descontinuidade das agdes favoreceu o surgimento de novos casos humanos de LV a partir de
2008 e, atualmente, a cidade apresenta elevada prevaléncia canina, alta taxa de letalidade e L.
longipalpis no peridomicilio (Barata et al. 2013). Esses fatos demonstram o quanto ¢
necessario para o municipio de Formiga implantar as agdes previstas no programa de controle
das leishmanioses no momento atual. Apesar da situacdo epidemioldgica da cidade ser
propicia para o surgimento de novos casos humanos (presenca de L. whitmani, de L.
longipalpis e elevada taxa de infec¢do canina), Formiga ainda ¢ considerada area de
transmissdo moderada e capaz de responder de forma positiva caso as agdes de combate sejam
colocadas em pratica. O inquérito canino censitario anual, medida prevista pelo programa,
pode contribuir para o monitoraramento dos focos mais importantes de leishmaniose canina
(LC) e as areas prioritarias identificadas no presente trabalho.

De fato, os inquéritos soroldgicos caninos constituem importantes ferramentas para
detectar focos silenciosos da doenga e delimitar as regides prioritarias para execucdo de

medidas de controle, a partir da identificagdo dos locais de maior prevaléncia canina (Julido et
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al. 2007). Como uma medida preconizada pelo programa de controle, a remogdo dos caes
positivos se mostrou eficaz para diminuir a carga da doenca canina, o que influenciou a
incidéncia dos casos humanos de LV na Bahia e em Minas Gerais (Ashford et al. 1998,
Palatnik-de-Sousa et al. 2001). Uma ressalva consiste no fato da medida apresentar efeito
temporario, sendo insuficiente quando considerada de forma isolada na erradicagdo da LC
(Ashford et al. 1998, Grimaldi Jr. et al. 2012). Entretanto, foi demonstrado que as principais
diretrizes recomendadas pelo MS - tratamento dos casos humanos, controle vetorial e
remocdo dos cdes soropositivos — podem ser eficazes no combate a doenga em dareas
endémicas, quando usadas em conjunto (Magalhdes et al. 1980, Palatnik-de-Sousa et al.
2001). Por outro lado, alguns estudos ndo conseguiram comprovar o €xito dessas estratégias
em varias localidades brasileiras (Moreira et al. 2004, Costa et al. 2007, Souza et al. 2008).

A remocdo dos animais infectados ocorre mediante o resultado positivo em testes
sorologicos, devido a intensa resposta humoral observada na leishmaniose visceral canina
(LVC) (Alvar et al. 2004). Por isso, esfor¢os t€ém sido feitos para desenvolver métodos mais
sensiveis e especificos para detecgdo da LVC nesses animais. O diagnostico canino correto
associado a outras medidas de controle contempladas no programa da LV pode contribuir para
a prevengdo e controle efetivos da doenca, evitando a eliminagdo de cdes negativos ¢ a
permanéncia dos positivos no local (Schubach 2011). Atualmente, o protocolo de diagndstico
da LVC no Brasil se baseia na triagem dos animais pelo teste de imunocromatografia rapida
de duplo percurso DPP ® ¢ na confirmagio pelo ELISA.

O DPP® ¢ um teste rapido qualitativo que emprega os antigenos recombinantes rK26 e
rK39. A técnica substituiu a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), se mostrando
mais sensivel do que a RIFI. Esta ultima apresenta menor sensibilidade (72% a 100%) e
especificidade (52% a 100%) quando comparada a outras técnicas sorologicas, além de
necessitar de corpo técnico treinado e apresentar subjetividade na leitura (Paranhos-Silva et al.
1996, Silva et al. 2006, Ferreira et al. 2007). Silva e colaboradores (2013), avaliando o
desempenho de diversos testes, dentre eles DPP® ¢ RIFI L. major-like, encontraram uma
maior sensibilidade para o primeiro teste, além da auséncia de reagdes cruzadas nos caes
infectados com L. (V.) braziliensis e Trypanosoma caninum. Costa e colaboradores (2003), ao
padronizar um teste usando as proteinas recombinantes rK26 e rK39, obtiveram sensibilidade
de 83-96% e especificidade de 100%. Outros autores, trabalhando com testes
imunocromatograficos baseados em rK39, observaram uma sensibilidade de 72% a 97,1% e
especificidade de 61% (Reithinger et al. 2002, Otranto et al. 2005). De acordo com Romero &
Boelaert (2010), a sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos podem variar de

acordo com a defini¢cdo dos casos e controles de um estudo.
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Para o teste ELISA, diversos trabalhos demonstraram uma sensibilidade, em alguns
casos, baixa, variando de 30% a 100% e especificidade de 64% a 100% (Paranhos-Silva et al.
1996, Ferreira et al. 2007, Porrozzi et al. 2007, Pedras et al. 2008, Camargo et al. 2010,
Schubach 2011). Contudo, Figueiredo e colaboradores (2010) observaram melhor
sensibilidade (100%) e especificidade (96,6%) para o mesmo teste. No Brasil, o kit
distribuido pelo MS usa L. major-like como antigeno, que nao é o agente etiologico circulante
no pais. O fato gera discussdes sobre a substitui¢do por um antigeno homologo de L. (L.)
infantum, uma vez que este pode ser capaz de produzir melhores performances, podendo
aumentar a especificidade dos testes sorologicos (Silva et al. 2013). Estudo avaliando
diferentes testes sorologicos para LVC em area endémica do Rio de Janeiro demonstrou maior
especificidade do teste ELISA L. (L.) infantum quando comparado ao ELISA L. major-like
(Silva et al. 2013). Por outro lado, Arruda e colaboradores (2013) obtiveram acuracia e
confiabilidade semelhantes para ambos os antigenos no teste ELISA, sugerindo ndo haver
evidéncias suficientes que suportem a substituicdo do antigeno nos testes atualmente
utilizados no Brasil. Outro ponto problematico do ELISA ¢ a possibilidade de ocorrer
reacdes-cruzadas com outras doencas, fato que diminui sua especificidade (Bolaert et al.
1999, Ferreira et al. 2007). Ferreira e colaboradores (2007) perceberam uma reducdo na
especificidade tanto do RIFI quanto do ELISA apds considerar os resultados de caes
infectados por outros tripanossomatideos e bactérias - Trypanosoma cruzi e Ehrlichia canis —
como positivos nesses testes.

Mais recentemente, a PCR tem sido empregada na detec¢do da LC. A PCR ¢ eficaz na
detec¢do de baixas cargas parasitarias e apresenta elevadas sensibilidade e especificidade
tanto para LV quanto para LTA (Andresen et al. 1997, Aviles et al. 1999, Lachaud et al. 2002,
Cortes et al. 2004, Ordeix et al. 2005). Estudos encontraram sensibilidade variando de 64% a
100% e especificidade de 87% a 100% para a técnica (Wu et al. 1997, Reithinger et al. 2002,
Disch et al. 2003, Tkonomopoulos et al. 2003, Manna et al. 2004, Maurya et al., 2005). Alguns
trabalhos observaram baixa sensibilidade da PCR quando foram utilizadas amostras
sanguineas, tendo como principal causa a possivel interferéncia de inibidores da Taqg
polimerase (Al-Soud et al. 1998, Santos et al. 2010, Faria et al. 2012). A técnica parece ser
mais sensivel quando sdo utilizados outros tipos de amostras biologicas, como linfonodos e
pele (Manna et al. 2004, Reale et al. 1999). Entretanto, muitos estudos sugerem que amostras
sanguineas constituem material confidvel para o diagnodstico da LC, apresentando coleta
simples e pouco invasiva (Reale et al. 1999, Ikonomopoulos et al. 2003, Manna et al. 2004).

A técnica de PCR pode ser uma alternativa para identificacdo de infeccdo, quando os

resultados sdo indeterminados ou negativos em outros testes, visto que foi encontrada uma
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excelente correlacdo entre os resultados da PCR e os testes soroldgico e parasitologico (Cruz
et al. 2006, Antinori et al. 2007, Alam et al. 2009, Silva MAL 2012). Porém, o alto custo
desse ensaio aliado a necessidade de profissionais treinados para sua execucao, além de exigir
infra-estrutura laboratorial, restringem seu uso a pesquisa cientifica. A utilizagdo rotineira
dessa técnica encontra barreiras principalmente nos paises subdesenvolvidos, onde a aplicagao
do procedimento depende da diminui¢do dos custos operacionais e da simplificacdo da
metodologia (Gontijo & Melo 2004).

Os resultados sorolégicos do presente estudo mostraram que 17 (3%) cdes foram
positivos em ambos os testes (DPP®/ ELISA), 33 (6%) apenas no ELISA e 11 (2%) apenas no
DPP” (Fig. 9). Ao todo, 82 (14%) cdes foram positivos em pelo menos um desses testes, tendo
sido a concordancia observada entre eles moderada (k= 0,48) (Tab. 8). De fato, o método
ELISA detectou mais animais positivos. Essa discrepancia pode ser explicada pela resposta
imune heterogénea que os cdes infectados por L. (L.) infantum desenvolvem devido a
participacdo de diversos antigenos, os quais sdo reconhecidos de maneiras distintas nos
diferentes individuos e estagios da doenca (Falqueto et al. 2009). Por isso, ¢ recomendavel a
utilizacdo de testes em paralelo ou com multiplos antigenos para identificar um maior nimero
de animais infectados (Falqueto et al. 2009, Domingos 2012).

A técnica de LnPCR apontou 45 (7,9%) caes como positivos (Fig. 9). Esse método ¢
capaz de detectar baixas cargas parasitarias e, por isso, recomendado para deteccdo de alvos
em amostras biologicas que apresentem pequenas quantidades de DNA (Dupin et al. 2002).
Fisa e colaboradores (2001) demonstraram a elevada sensibilidade da técnica ao utilizar
células mononucleares de sangue periférico. Além disso, relataram resultados positivos para
LnPCR em caes cujos niveis especificos de imunoglobulinas eram muito proximos aos do
cut-off no ELISA, indicando ser a LnPCR uma ferramenta sensivel e especifica para o
diagnostico da LC (Fisa et al. 2001). Uma das desvantagens ¢ a necessidade de transferir os
aplicoms da primeira reagdo para novos tubos, onde servirdo de template para a segunda
reacdo, o que favorece a ocorréncia de contaminacdo, gerando resultados falso-positivos
(Silva 2012).

Quando foi observada a presenca de sintomas entre os cdes infectados, a maioria se
mostrou assintomatica (78) (Tab. 10). Em areas endémicas, acredita-se que entre 60% e 80%
dos animais soropositivos ndo apresentem sintomas da doenca, a qual pode permanecer
inaparente por longos periodos (Queiroz et al. 2010). Apesar de ndo existirem sinais classicos
para LVC, alguns se apresentam mais comuns, como emagrecimento, onicogrifose, apatia,

linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia e alteragdes cutaneas (Maia & Campino 2008).
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Dentre os sintomas citados, a maior parte foi observada entre os animais infectados
identificados no presente estudo, principalmente dermatite, linfoadenomegalia e onicogrifose.

Os caes assintomaticos podem constituir importante elo epidemioldgico, uma vez que
permanecem no ambiente e sdo capazes de transmitir o parasito para o vetor, ainda que em
menor propor¢ao do que os animais sintomaticos (Courtenay et al. 2002; Costa-Val et al.
2007; Michalsky et al. 2007; Amorim et al. 2011; Soares et al. 2011). Queiroz e
colaboradores (2011) encontraram amastigotas intactas em amostras de pele saudavel de caes
assintomaticos através da técnica de imunohistoquimica confirmada por PCR, mostrando a
importancia desses animais na epidemiologia da LVC. Outros trabalhos também
demonstraram ser a pele uma fonte de parasitos importante nos caes a partir da detecgdo pela
técnica de PCR (Manna et al. 2004, Quaresma et al. 2009, Queiroz et al. 2010, Sanguinette
2011). Estudo de Laurenti e colaboradores (2013) demonstrou que tanto os caes sintomaticos
quanto assintomaticos foram potencialmente infectivos para o vetor, porém, os assintomaticos
foram mais competentes. Por outro lado, diversos trabalhos mostram a auséncia ou baixa
infectividade dos animais assintomadticos para os flebotomineos (Michalsky et al. 2007, Travi
et al. 2001, Vergosa et al. 2008).

A literatura cientifica relata que a ocorréncia de cdes assintomaticos pode influenciar o
desempenho dos testes sorologicos (Quinell et al. 2001, Reis et al. 2001, Quaresma et al.
2009). Realmente, a LVC ¢ considerada uma doenca cronica sistémica € com importante
componente imunoldgico em que os animais infectados podem apresentar respostas imunes
distintas (Moreno et al. 1999). Em geral, os cdes assintomaticos apresentam,
predominantemente, uma resposta tipo Thl que se relaciona a defesa mediada por células
(Barbieri 2006). Nesse tipo de resposta ha produgao de citocinas (INF-y e TNF-a) que ativam
macrofagos e participam da formagdo de células citotdxicas. Sdo essas substancias que
conduzem, aparentemente, a resisténcia do cdo a LVC, onde a resposta imune individual ndo
esta associada a produgdo de anticorpos, permitindo que 0 mesmo permanega soronegativo
(Barbieri 2006, Otranto et al. 2005). Por isso, estas ferramentas podem nao ser adequadas para
o diagnostico da LVC antes da soroconversdo e do aparecimento dos sintomas.

No presente estudo, 27 caes tiveram resultado indeterminado no ELISA. Menezes
(2011), ao acompanhar animais com resultado indeterminado em Belo Horizonte, observou
que 81,7% deles apresentaram resultado reagente em alguma das coletas subsequentes, sendo
que 80,5% deles soroconverteram na segunda coleta (até 3 meses apods a primeira). Lopes e
colaboradores (2009) também verificaram em Belo Horizonte, mas em menor proporg¢do, a
soroconversao dos animais com resultado indeterminado (38,5%). Amostras com valores de

absorbancia muito proximos aos do “cut-off” no ELISA e com baixos niveis de anticorpos
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especificos sdo indicativos de que o animal se encontra em fase inicial da doenga (Aisa et al.
1998). Assim, o acompanhamento dos caes indeterminados se torna necessario, uma vez que a
sua permanéncia no ambiente pode funcionar como foco mantenedor da LC no municipio de
Formiga.

Ainda entre os animais indeterminados, 3 cdes foram positivos para DPP® ¢ 2 foram
positivos para LnPCR (Fig. 9; Tab.10). Esse fato demonstra que esses animais,
especificamente, podem ser tornar positivos em alguns meses. No caso do exame molecular, o
resultado positivo indica que o cdo estd infectado com o parasita, porém, ainda sem apresentar
anticorpos suficientes para serem detectados pelos testes soroldgicos (Quinell et al. 2001,
Coura-Vital et al. 2013). Courtenay e colaboradores (2002) observaram que, antes da
soroconversdao, os cdes nao apresentavam numero suficiente de formas amastigotas para
infectar os flebotomineos através da pele e a deteccdo do parasita, nessa fase, s6 foi possivel
pela PCR. Contudo, Coura-Vital e colaboradores (2013) sugerem que o exame molecular
positivo pode ser considerado um fator associado a soroconversao, por isso a importancia do
monitoramento desses caes através de técnicas sorologicas.

A combinacdo de diferentes técnicas diagndsticas diminui a possibilidade de resultados
incorretos (falso-positivos e falso-negativos), aumentando as chances de um diagndstico
preciso para a LVC. Diversos estudos demonstraram que a associacdo de testes distintos
concorre para a obtengao de resultados mais seguros (Gramiccia & Gradoni 2005, Lira 2005,
Carvalho 2009, Queiroz et al. 2010). No presente estudo, o numero de cdes positivos apenas
na LnPCR (n=26) demonstra que ¢ possivel existir um coeficiente consideravel de caes
infectados que ndo sdo detectados nos exames soroldgicos na area de estudo. A prevaléncia
canina de uma darea endémica pode se revelar maior quando sdo combinadas técnicas
soroldgicas e moleculares no diagndstico (Alvar et al. 2004). Uma prevaléncia subestimada
permite que um contingente substancial de animais infectados permaneg¢a no ambiente. No
contexto brasileiro, esse fato € mais preocupante, pois a retirada do cdo s6 ocorre se 0 mesmo
for reagente em ambos os testes DPP® ¢ ELISA. Porém, no presente trabalho, sete animais
foram positivos na LnPCR e também em apenas um dos testes soroldgicos, o que nao
implicaria na eutanasia dos animais.

Nesse trabalho, o ensaio LnPCR foi aplicado com o intuito principal de identificar a
espécie de Leishmania circulante no municipio, uma vez que o alvo (fragmento do gene
SSUrRNA) constitui uma regido conservada entre todas as espécies desse género. Para tanto,
foi utilizada a técnica de sequenciamento, que permitiu caracterizar 13 amostras positivas
pertencentes a espécie L. (L.) infantum. O achado, inédito para o municipio, traz importantes

consideragdes para a vigilancia epidemioldgica local. Ficou comprovada a existéncia da L.
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(L.) infantum entre os cdes de Formiga, os quais sdo considerados o principal reservatério da
LV em meio urbano. Essa espécie de Leishmania constitui o agente etiologico da doenga em
seres humanos e ¢ causadora da forma mais grave e de alta letalidade se ndo tratada (Desjeux
2004, Dujardin 2005). Ainda que este trabalho ndo tenha identificado a espécie causadora da
enfermidade em humanos, estudos quanto a estrutura genética de populagdes de L. (L.)
infantum no Brasil mostraram que espécimes isolados de cies e humanos possuiam o mesmo
perfil genético (Ferreira et al. 2012, Segatto et al. 2012). Assim, a confirmacdo da existéncia
da espécie no municipio aliado ao fato de terem sido registrados casos de LV com obito,
reforgam a hipdtese de participagdo da L. (L.) infantum no surgimento dos casos caninos ¢
humanos no municipio de Formiga. Outro achado que fortalece essa suposi¢ao ¢ o fato dos
locais de ocorréncia dos casos caninos se sobreporem aos locais de captura de L. longipalpis
(Fig.12).

E de grande relevancia também o fato de ter sido detectada a L. (V.) braziliensis
infectando os caes da regido (Tab. 11). O papel do cdao como reservatorio de espécies
dermotropicas de Leishmania ainda ndo foi completamente elucidado, sendo a leishmaniose
tegumentar canina (LTC) considerada uma forma menos comum da doenca em caes (Vélez et
al. 2012). Até o momento as seguintes espécies foram identificadas parasitando cdes nas
Américas: L. (V.) braziliensis, L. (V.) peruviana, L. (V.) panamensis, L. (V.) colombiensis e L.
(L.) amazonensis (Herrer 1951, Herrer & Christensen 1976, Mayrink et al. 1979, Delgado et
a. 1993, Tolezano et al. 2007). Contudo, muitos autores assumem a ocorréncia da LTC, sendo
L. (V.) braziliensis o principal agente etiologico no Brasil (Reithinger & Davies 1999; Dantas-
Torres 2009, 2010; Figueiredo et al. 2012; Oliveira et al 2013). Quando manifesta a doenga,
os animais apresentam lesdes ulceradas em locais como orelha, patas e focinho, as quais
podem se curar espontaneamente € ndo comprometem o estado de saude geral do animal
(Pirmez et al. 1988; Madeira et al. 2003, Oliveira et al. 2013). Dessa forma, em Formiga, a
presenca de L. (V.) braziliensis e L. whitmani no municipio indica que casos humanos de LTA
podem surgir a qualquer momento.

Embora tenha sido observada discordancia na tipagem de 5 isolados dos 12 analisados
entre a PCR-RFLP ¢ o sequenciamento, esta bastante claro que as espécies L. (V.) braziliensis
e L. (L.) infantum estdo circulando no municipio (Tab. 11). Condigdes técnicas referentes a
extracdo, de termociclagem e do sequenciamento podem ter contribuido para estas
discordancias.

Cabe ressaltar que a técnica de LnPCR seguida de sequenciamento permitiu identificar
3 gatos (2,8%) infectados com L. (L.) infantum na area de estudo (3/106). A literatura

cientifica relata o encontro de Leishmania spp. em gatos através de técnicas sorologicas e
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moleculares em Portugal, Jerusalém, Grécia e Ird (Maia et al. 2008, Nasereddin et al. 2008,
Diakou et al. 2009, Hatam et al. 2010). No Brasil, foram encontrados gatos parasitados por L.
(L.) infantum, L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (Savani et al. 2004, Schubach et al.
2004, Souza et al. 2005, Serrano et al. 2008). Casos felinos foram registrados em diferentes
cidades do estado de Sao Paulo, Mato Grosso ¢ em Belo Horizonte (Passos et al. 1996, Savani
et al. 2004, Souza et al. 2009, Coelho et al. 2010). Em zonas endémicas do Velho Mundo, o
gato ¢ considerado um reservatorio da doenca, uma vez que se mostrou infectante para
Phlebotomus perniciosus, importante vetor da doenga na regido mediterranea (Maroli et al.
2007). Além disso, os felinos sdo susceptiveis a infecgdo por Leihsmania spp. e podem
apresentar a doenca (Rosa 2009). Aparentemente, esses animais representam bons
hospedeiros/ reservatorios para o parasita, ndo funcionando apenas como reservatorios
acidentais (Martin-Sanchez et al. 2007, Maia et al. 2008). Por isso, o papel epidemiologico
desse animal na transmissdao da LV nao deve ser ignorado, refor¢cando a necessidade de se
aprofundar os conhecimentos sobre o gato como reservatorio no municipio de Formiga.

Ainda que o municipio de estudo seja considerado area de transmissao recente para LV,
a taxa de infecc¢do canina encontrada foi considerada elevada (19%), com 109 caes positivos
em pelo menos um exame (molecular ou soroldgico). Esse resultado, pioneiro para o
municipio de Formiga, traz novas perspectivas para a saide publica municipal, uma vez que
os determinantes da doenga no local eram desconhecidos. Ficou demonstrado que os caes
estdo parasitados e apresentam alta prevaléncia da doenca, além de existir uma porcentagem
consideravel de animais indeterminados (4,7%). O fato suscita a hipotese de, em um futuro
proximo, ocorrer um substancial aumento na taxa de infec¢do canina no municipio.

Outro ponto importante ¢ a localizacdo limitrofe da cidade de Formiga com outras
cidades que registram a presenga de vetores comprovados, casos caninos de leishmaniose e
casos humanos de LTA (Fig. 1). Vista sob a perspectiva do apelo turistico que o municipio
exerce sobre a regido, atraindo centenas de turistas o ano todo, essa situacdo pode se tornar
um grave problema de saude publica. Estudos inferem sobre a importancia da livre circulagao
de animais ¢ pessoas na disseminagdo da Leishmania spp. entre as regides do Brasil
(Marcondes et al. 2003, Almeida et al. 2010, Carranza-Tamayo et al. 2010). Esses aspectos
demonstram o quanto o municipio de Formiga estd vulneravel ao estabelecimento da LTA e
ao agravamento da LV, o que torna necessario que tanto os servigos de saude quanto a
populagdo estejam preparados para enfrentar o problema das leishmanioses na cidade.

Um passo importante nesse sentido estd nas contribui¢des que podem ser retiradas deste
estudo. Através dele, foi possivel identificar um determinante das leishmanioses ainda

desconhecido para a regido — a presenga de caes positivos e os agentes etiologicos causadores.
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Espera-se que os resultados encontrados aqui contribuam para a formulagao de politicas
publicas de combate a doenca que sejam adequadas para o municipio e que objetivem a

manuten¢do da qualidade de vida e saude da populagao.

7.4 Analise espacial das leishmanioses e 0 meio ambiente

O avanco das técnicas de geoprocessamento tem sido usado para entender os padrdes de
transmissdo das doengas infecciosas e analisar os fatores ambientais que afetam sua
distribuicao espacial e temporal (Elnaiem et al. 2003, Margonari et al. 2006, Tsegaw et al.
2013). Alguns fatores sdo atribuidos a emergéncia e re-emergéncia de determinadas doencas
transmitidas por vetores, como constru¢do de rodovias, hidrelétricas e expansdo agropecudria,
os quais afetam a paisagem e podem influenciar a dindmica populacional da fauna e os ciclos
das doengas (Confalonieri 2005, 2013; Barros et al. 2011). No caso das leishmanioses, o SIG
e o sensoreamento remoto (SR) sdo utilizados para gerar mapas de ocorréncia da doenga e
seus vetores, como também modelos preditivos (Peterson & Shaw 2003, Shimabukuro et al.
2010).

No presente trabalho, essas técnicas foram utilizadas para gerar diversos mapas que
mostram a distribuicdo de vetores e cdes infectados no municipio de Formiga. Além disso,
essas ferramentas permitiram elucidar se algum dos fatores ambientais descritos na literatura
cientifica — umidade, cobertura vegetal, altitude (Forattini 1973, Elnaiem et al. 2003,
Margonari et al. 2006, Tsegaw et al. 2013) — se relacionam com a ocorréncia dos casos
humanos, caninos e vetores na area estudada.

Algumas varidveis ambientais parecem ter influenciado de forma significativa a
ocorréncia dos flebotomineos nesse estudo. A vegetacdo existente no municipio esteve mais
associada a captura de L. whitmani, pois o mapa de densidade para essa espécie mostra sua
ocorréncia nas duas regioes de vegetacao extensa (Fig. 13). A andlise de assinatura confirmou
a presenga de 99,8% dessa espécie nas armadilhas distantes até¢ 200m de uma area verde. Para
L. longipalpis também foi observada associagdo entre a densidade e a distancia da vegetacao,
porém em faixas mais amplas de até 400m (Fig. 12). Diversos estudos mostram que a
presenca de vegetagdao pode ser considerada um fator de risco tanto para a LV quanto para a
LTA (Elnaeim et al. 2003, Aparicio & Bitencourt 2004, Sudhakar et al. 2006, Negrao &
Ferreira 2009). Essa relagdo, principalmente no caso de L. whitmani, pode estar associada ao
fato das areas de mata apresentarem maior complexidade ambiental, disponibilizando

numerosos nichos ecologicos. Esse fato propicia a ocorréncia de grande quantidade de
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espécies animais e consequentemente, variadas fontes alimentares para os flebotomineos
(Oliveira et al. 2012).

Costa e colaboradores (2007), ao fazer uma revisao sobre a distribuicdo geografica de
L. whitmani e a epidemiologia da LTA no Brasil, observaram que essa espécie pode ser
encontrada em diversos tipos de vegetacdo (florestas tropicais, cerrado e caatinga) e estd
associada as areas de transmissdao da doenga, sendo sugerido como principal vetor nesses
circuitos. No municipio de Formiga, a vegetagdo original era constituida por floresta
estacional semidecidual com transi¢do para o cerrado, restando hoje pequenos remanescentes
no interior do espaco urbano ou ao redor da cidade que somam 29,8% da area do municipio
(Rios 2012). No estado do Parand, foi observado que o carater endémico da LTA esta
intimamente associado com as florestas residuais modificadas e que a incidéncia dos casos se
intensifica nas areas onde a hidrografia era acompanhada, originalmente, por floresta
estacional (Teodoro et al. 2010, Negrao & Ferreira 2009).

Por outro lado, ainda que a distribuigdo de L. longipalpis possa ser influenciada pela
disponibilidade de 4gua (chuva, evapotranspira¢do) e pela existéncia de vegetacdo abundante,
fatores observados em habitats complexos, essa espécie se apresenta totalmente adaptada ao
peridomicilio e a espagos urbanizados (Lainson & Rangel 2005, Nieto et al. 2006, Rangel &
Vilela 2008, Oliveira et al. 2012). Esse perfil urbano pode explicar porque L. longipalpis se
apresentou menos associada a vegetagdo no municipio de Formiga. Além disso, esse diptero
foi o que melhor se distribuiu pelas areas centrais da cidade, onde a existéncia de areas verdes
¢ menor. Estudos mostram a dispersdo e urbanizagdo de L. longipalpis por grandes centros
brasileiros, transformando cidades como Campo Grande (MS), Belo Horizonte (MG), Aracaju
(SE) e Teresina (PI) em areas endémicas para LV (Costa 1993, Souza et al. 2004, Margonari
et al. 2006; Rangel & Vilela 2008, Brazuna et al. 2012, Jeraldo et al. 2012).

Outro fator que pode ter influenciado a presenca de flebotomineos, mais notadamente
L. whitmani, a presenga de mata ¢ a autonomia média de voo desses dipteros - 250m (Gomes
1994, Pearson et al. 2000, Aparico & Bitencourt 2004, Negrao & Ferreira 2009). Aparicio &
Bitencourt (2004), modelando zonas de risco para LTA em Itapira, Sdo Paulo, observaram
que 50% dos casos notificados haviam ocorrido a menos de 250m da borda de um fragmento
de mata. Entretanto, outros estudos demonstram um alcance de voo para os flebotomineos
entre 50m e 960m, o que permite que a transmissdao ocorra além dos limites anteriormente
citados (Forattini 1973, Alexander & Young 1992, Casanova et al. 2005, Galati et al. 2009).
No presente trabalho essa capacidade de dispersdo poderia explicar o fato dos casos humanos
ndo terem coincidido perfeitamente com as areas de maior densidade de L. longipalpis. A

autonomia de voo desse diptero pode ter permitido que a transmissdao da doenga ocorresse em
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outra regido da cidade, distante dos locais onde foram detectadas as maiores densidades
flebotominicas. Os animais, vetores e seres humanos estdo em movimento constante € 1SS0
reforca o fato da transmiss@o poder ocorrer em qualquer local, ndo sendo passivel de previsao
através de analises sistematicas, espaciais ou mapas.

A localizagdo dos caes infectados também se mostrou relacionada a distancia da
vegetacdo, pois a analise de assinatura revelou que as maiores densidades de animais
positivos (91,8%) se encontravam nas faixas distantes até 200m de uma area verde (Fig. 11).
Esses dados s3o semelhantes aos encontrados por Santos e colaboradores (2005), que ao
estudar a prevaléncia da LTA em municipio do Rio de Janeiro observaram, em uma das
localidades pesquisadas, que 84,2% dos caes positivos se situavam em domicilios a até¢ 200m
da mata. Apesar da importancia do cdo como reservatorio da LTA ser controverso, diversos
estudos apontam para o provavel envolvimento desse animal no ciclo epidemioldgico da
doenca. Varios autores demonstraram a relagio entre a presenga de caes infectados por L.(V.)
braziliensis ¢ o surgimento dos casos humanos, além da possibilidade da infec¢ao acontecer
em areas de mata remanescente (Falqueto et al. 1986, Maywald et al. 1996, Santos et al.
2005). Entretanto, Tolezano (1998) sugere que esses animais atuem amplificando a
disseminagdo da LTA e ndo como reservatdrios naturais de fato.

Em relag¢do aos caes com LV associados a vegetagao, estudo conduzido em Barra do
Guaratiba, Rio de Janeiro, mostrou uma relagao direta entre a incidéncia dos casos caninos de
LV e a proximidade da mata, pois 84% dos animais positivos residiam nesses locais (Silva et
al. 2005). Outros autores também encontraram maiores titulos soroldgicos para LVC e
maiores densidades de cades infectados em areas proximas a vegetacdo preservada no Brasil
(Silva et al. 2011, Paulan et al. 2012). A existéncia de reservatorios silvestres infectados nas
areas de vegetacdo remanescente, 0s quais muitas vezes possuem habitos sinantropicos, pode
aumentar o risco de infec¢do canina e funcionar como um elo entre os ciclos doméstico e
silvestre. E possivel que as caracteristicas ecologicas do provavel vetor em uma regido
determinem se a presenca de vegetagdao constitui ou nao um fator de risco para a doenca
canina. Essa relacdo foi observada por Chamaille e colaboradores (2010), na Franca, ao
perceber que o risco ambiental para a doenca canina estava associado as caracteristicas
ecologicas locais, que influenciavam de maneira distinta a ocorréncia de Phlebotomus ariasi e
de Phlebotomus perniciosus.

A presenca de um curso d’dgua foi outro fator que parece ter influenciado
especialmente a distribuigdo de L. longipalpis e caes positivos. A analise de assinatura
mostrou que a maior densidade de L. longipalpis (34,5%) capturados se encontra,

principalmente, nas areas distantes até 400m de um curso d’agua (Fig. 12). O fato do
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municipio de Formiga apresentar uma extensa rede hidrografica o torna bastante homogéneo
quanto a essa variavel, fato que pode explicar a distribui¢ao de L. longipalpis associada a
presenca dos rios. Apesar dessa espécie ndo ser considerada comum em lugares umidos, foi
demonstrado que a disponibilidade de dgua ¢ capaz de influenciar a distribuicdo e a presenca
de L. longipalpis em area de transmissdo de LV na Bahia (Nieto et al. 2006). Outros autores
demonstraram que areas com solos umidos e presenga de matéria organica favorecem o
surgimento de criadouros de flebotomineos no peridomicilio (Forattini 1953, Rebélo et al.
1999, Casanova 2001). Saraiva e colaboradores (2011) também encontraram maior numero de
flebotomineos nas areas sob influéncia de um curso d’agua em Belo Horizonte.

Pouco ¢ mencionado na literatura cientifica sobre a relacao entre casos caninos e/ou
humanos de leishmaniose e a hidrografia. Porém, alguns estudos demonstram haver uma
relacdo estreita entre os provaveis locais de infecgdo humana e corpos de dgua (El-Safi et al.
2002, Teodoro et al. 2010). No presente estudo, foi observada uma alta taxa de casos caninos
associados a rede hidrografica (99,1%) (Fig. 11). Esse achado pode constituir um importante
determinante ambiental para as leishmanioses no municipio, o que ¢ refor¢ado pela associagao
de L. longipalpis ¢ rios também detectada no presente trabalho. Contudo, pesquisas
complementares s3o necessarias para avaliar se os cdes positivos ¢ a hidrografia estdo
diretamente relacionados e influenciando a dinamica das leishmanioses no municipio.
Andrade (2010), estudando as condigdes ambientais associadas aos casos de LTA em Sao
Paulo, apontou que na regido os eventos se concentraram principalmente ao longo do curso
dos rios Jundiai e Capivari, de seus afluentes e fragmentos florestais, sugerindo que os casos
se distribuem no espaco em contextos socio-ambientais semelhantes. Fatores ambientais e
ecologicos como presenca de corpos de agua, tipo de solo, vegetacdo e plantagdes, quando
atuando em conjunto com areas de alta densidade vetorial, sio apontados como essenciais
para a ocorréncia e dispersdo da doenca em areas endémicas (Moreno et al. 2005, Oliveira CL
et al. 2006, Sudhakar et al. 2006). No geral, cursos d’agua e vegetacao se associam gerando
condigdes ecoldgicas complementares entre si que favorecem a ocorréncia dos flebotomineos
e o surgimento de novos casos (Andrade 2010, Silva et al. 2011). O primeiro prové a umidade
necessaria para a formacgdo dos criadouros e propagacdo dos estdgios imaturos, enquanto o
segundo fornece alimento e abrigo, afetando diretamente a densidade vetorial (Sudhakar et al.
2006).

No presente estudo, a distribui¢do dos casos caninos se concentrou nas areas com
baixa ou média densidade vetorial (Fig. 12, 13 e 14). Em Belo Horizonte, Saraiva e
colaboradores (2011) encontraram maior incidéncia de casos caninos em locais com pequenas

populagdes de L. longipalpis. Foi verificado também que os caes infectados, vetores
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comprovados de Leishmania spp. ¢ casos humanos de LV estdo localizados em areas
proximas dentro do municipio de Formiga. (Fig. 12, 13 e 14).

Os resultados obtidos a partir das analises de geoprocessamento esclarecem, de forma
pioneira, como importantes fatores relacionados a epidemiologia das leishmanioses se
conjugam no municipio de Formiga. Ainda que ndo tenha sido possivel confirmar se a espécie
de Leishmania que infecta o vetor ¢ o ser humano ¢ a mesma que infecta o cdo, a
sobreposi¢do das areas de ocorréncia dessas trés vertentes demonstra que o ciclo de
transmissdo da LV esta acontecendo no municipio.

Também ficaram demonstradas, através do presente trabalho, as areas prioritarias para
vigilancia entomologica e para intervengao contra a leishmaniose canina na cidade As regides
nordeste, sul e noroeste precisam de acdes profildticas e de monitoramento da doenga
urgentes para conter uma possivel expansdo da enfermidade e evitar o adoecimento da
populacdo. Essas acdes devem contemplar também a populacdo, através de campanhas de
conscientizagdo, preparando os moradores dessas areas para enfrentar a doenga e assumirem
um comportamento preventivo.

As regides prioritarias determinadas nos mapas (Fig. 12, 13 e 14) constituem éreas de
inicio do programa de controle das leishmanioses no municipio, pois apontam quais sao 0s
locais mais vulnerdveis ao acometimento pela LV e ao surgimento dos casos humanos de
LTA. Para tanto, as acdes de controle devem ser implantadas em curto prazo, pois os
resultados demonstram claramente que a situacdo da leishmaniose em Formiga apresenta
aspectos preocupantes. Agdes nesse sentido podem evitar que o municipio se transforme em
area de transmissdo com impactos negativos para a saude publica e para o turismo, expondo
populagdes susceptiveis a um foco ativo de transmissdo das leishmanioses e trazendo

consequéncias econdmicas importantes para a regido.
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8 CONCLUSOES

1. Em relacdo a populagdo de Formiga o que se observou foi: as pessoas descohecem
conceitos importantes sobre a doenga (transmissao, prevengao e o que fazer diante de um caso
humano suspeito); ser do sexo feminino e possuir pelo menos o ensino médio podem
influenciar o conhecimento e o risco para a doenca; e 95% dos moradores entrevistados
relataram a presenga de pelo menos um fator de risco no peridomicilio.

2. Quanto a pesquisa entomologica, se destacou a diversificada fauna flebotominica de
Formiga, sendo as espécies L. longipalpis (35,3%), L. cortelezzii (33,5%) e L. whitmani
(18,3%) as mais abundantes e também o fato da precipitacdo e temperatura se relacionarem de
forma significativa com a densidade de flebotomineos.

3. No que se refere a leishmaniose em caes, foi encontrada uma taxa de infec¢do canina
variando de 5% a 19,1% pelos testes soroldgicos e moleculares - caracterizando o municipio
como area de transmissdo moderada - e foram identificados cdes parasitados por espécies
causadoras de LV ¢ LTA: L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis.

4. Em Formiga, L. whitmani se apresenta associado a areas de mata estando distantes até
200m dessas localidades e Lutzomyia longipalpis se relacionou de forma significativa com a
hidrografia do municipio, embora Formiga apresente uma extensa rede hidrica.

5. O mapa da densidade canina mostra que os animais positivos se distribuiram de forma
pontual e em locais especificos do municipio.

6. Os caes se apresentaram relacionados a hidrografia do municipio de Formiga - as
densidades mais elevadas foram encontradas em faixas distantes até 200m de um rio (99,1%).

7. Houve uma sobreposicdo leve entre os casos humanos de LV, L. longipalpis e cies
positivos, indicando que pode estar ocorrendo transmissao nos locais visualizados nos mapas.

8. A existéncia de caes infectados com L. (V.) braziliensis ¢ a captura de L. whitmani, vetor
comprovado de LTA, formam um cendrio propicio para o surgimento de casos humanos da
doenca no municipio.

9. Os mapas construidos no presente trabalho indicam que as regides nordeste, sul e
noroeste do municipio precisam receber maior atengao dos 6rgios competentes de Formiga no

que diz respeito a implantacdo de medidas de combate ao vetor e ao reservatorio.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

E inquestionavel que o municipio de Formiga se encontra em uma situagio delicada no
tocante as leishmanioses. Embora ndo apresente surtos da doenga, casos humanos vém sendo
registrados, inclusive com oObito, além de co-existirem vetores, reservatdrios e parasitos na
area urbana. Pela primeira vez, foram esclarecidos os provaveis componentes
epidemiologicos da transmissdao no municipio e as areas criticas para intervencao foram
mapeadas. De posse dessas informagdes, se tornou mais factivel a constru¢do de um programa
de controle e vigilancia das leishmanioses pelos 6rgdos competentes que agora possuem, em
maos, o cendrio atual da enfermidade no municipio. O momento é propicio para iniciar as
acoOes preventivas, pois as leishmanioses sdo capazes de se disseminar rapidamente, fato que
dificulta seu controle, convertendo rapidamente regides indenes em focos importantes para a
doenca. Dessa forma, espera-se que as forcas politicas do municipio continuem buscando
parcerias com centros de pesquisa, universidades e liderangas populares a fim de prevenir

agravos e promover a saude da populacao.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo 1 - Questionario quantitativo

PERGUNTAS GERAIS

1- Nome:

2- Idade:

3- Sexo:

4- Endereco completo:

5- Qual seu grau de instrugao?

() Nenhum estudo () Primario incompleto () Primario completo
() Médio () Médio completo () Superior incompleto
() Superior completo () Outro.................

6- Quantas pessoas moram na residéncia?...................

7- Qual a renda da familia?

() Menor que 1 salario () Entre 1 e 3 salarios () Entre 3 e 5 salarios

() Mais de 5 salarios

PERGUNTAS SOBRE O CONHECIMENTO DA DOENCA

8- Vocé sabe o que ¢ leishmaniose?

( )sim ( )Nao

9- Em relacdo a Leishmaniose vocé:

() Nao conhece nada () Conhece muito pouco () Conhece pouco

() Conhece bem () Conhece muito bem () Nao sabe responder

10- Vocé sabe como ela é transmitida?

( ) Flebotomineo (inseto) ( ) cdo doente () ndo sabe

() Outros........ccu.....

11- Vocé sabe qual animal pode pegar Leishmaniose?

( ) Cao () gato () rato

( ) galinha () ndo sabe () outro..............

12- Vocé sabe como prevenir a doenga?

() Nao sabe () Limpar o terreno () sacrificar caes doentes
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() Evitar 4gua empocada () uso de repelentes () outro..............

() Evitar o doente com Leishmaniose

13- Qual atitude vocé tomaria diante de um ser humano suspeito de Leishmaniose?

( ) Nada () levaria para hospital ()
() nao sabe () procuraria um agente de satde da prefeitura
() OUtrO.eeeeeiieeeeeeee e,

14- O que vocé usaria para tratar a Leishmaniose?
() Nao usaria nada () Glucantime () Antibidtico

() Injegao () Nao sabe () outro..............

PERGUNTAS SOBRE O RISCO DA DOENCA

15- Alguém na sua casa ja teve Leishmaniose? (caso a resposta seja sim passar para a questao
16, se a resposta for nao passe para a questao 17)

( )sim ( )nao

16- Quantas pessoas ja adoeceram? ............ Quantos anos elas possuem?...........

17- Possui algum animal doméstico? (caso a resposta seja sim passar para a questdo 18, se a

resposta for ndo passe para a questao 21.)

()sim ( )ndo

18- Quais?

( )Cao () gato () rato

() galinha () cavalo () outro..............

19- Algum cao adoeceu recentemente? (caso a resposta seja sim passar para a questao 20, se a
resposta for ndo passe para a questdo 21)

()sim ( )nao

20- Foi diagnosticado Leishmaniose?

( )sim ( )nao () nao sabe

21- Vocé percebeu presenca de mosquitos (sugam sangue) na residéncia?

()sim ( )nao

22- Tem-se observado a presenca de roedores ao redor de casa?

( )sim ( )nao

Se sim com que freqiiéncia?

( ) raramente () poucas vezes () frequentemente
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23- Existe lote baldio ao redor da residéncia em questao?
( )sim ( )nao

24- Existe curso dagua proximo?

()sim ( )nao

25- Existe area verde proxima a residéncia?
( )sim ( )nao

26- A coleta de lixo ¢ feita regularmente?
()sim ( )nao

27- Sua casa possui quintal com planta¢des?
( )sim ( )nao

28- Vocé limpa seu quintal regularmente?

()sim ( )nao
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10.2 Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A Leishmaniose ¢ uma doenga presente em todas as partes do mundo e que, atualmente, taxas
crescentes de disseminagdo tém sido diagnosticadas entre a populagdo humana. A presente
pesquisa visa investigar o nivel de conhecimento da populagdo do municipio de Formiga para
posterior elaboragdo de campanhas de controle e prevengdo da enfermidade.

Por isso, vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo “Leishmanioses: estudos
epidemioldgicos e investigacdo dos conhecimentos por parte da populacio do municipio de
Formiga, Minas Gerais”. Os avangos na area da satde ocorrem através de estudos como este,
por isso a sua participacdo ¢ importante. Caso vocé participe, sera necessario que responda a
um questionario relativo ao conhecimento da doenca ¢ as condigdes de moradia.

Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro, mas terd a
garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade. Serd garantido que seu nome ndo aparecerd em qualquer momento do
estudo.

Termo de Consentimento Livre, apos Esclarecimento

Eu, , li e/ou ouvi o esclarecimento acima e
compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicagdo
que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participagdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso
ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome nao sera divulgado, que ndo terei despesas e
nao receberei dinheiro por participar do estudo.

Eu concordo em participar do estudo.

Formiga, de de 20 .

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura da testemunha

Pesquisador responsavel

Eu, Dra. Carina Margonari de Souza, responsavel pelo projeto “Leishmanioses: estudos
epidemioldgicos e investigacao dos conhecimentos por parte da populacdo do municipio de
Formiga, Minas Gerais” declaro que obtive espontaneamente o consentimento deste sujeito de
pesquisa (ou do seu representante legal) para realizar este estudo.

Assinatura / /
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10.3 Anexo 3 - Ficha de avaliacio fisica e identifica¢ao do cao

DATA: /| /
NUMERO: TEL:
ENDERECO:

PROPRIETARIO:

1) DADOS DO ANINAL
NOME DO CAO:

RACA:

SEXO: ( ) macho ( ) fémea
IDADE: COR:

O CAO VIAJOU NOS ULTIMOS SEIS MESES?

PARA ONDE?
OUTRAS LOCALIDADES ONDE RESIDIU:

TEMPO:

O CAO RECEBEU ALGUMA VACINA PARA LEISHMANIOSE?
( )SIM ( )NAO

QUAL? ( ) LEISHMUNE ( )LEISHTEC

2) SINAIS CLINICOS
Diagnéstico clinico da Leishmaniose:
() assintomatico () sintomatico

Presenca de Sintomas:

) hepatomegalia;

) esplenomegalia;

) onocogrifose;

) linfoadenomegalia;

) dermatite;

) diarréia;

) presenca de ulceracdes;

e N N W W a2

LOCALIZACAO DAS ULCERAS:

) febre:

) emagrecimento;

) prostracao;

) alopecia;

) ndédulos subcutaneos;
) conjuntivites;

) sinais neuroldgicos;

) hemorragias.

Vo N N U W W N2
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OUTROS:

Resultado do (s) exame (s):

EXAME

MATERIAL BIOLOGICO

SANGUE

MEDULA OSSEA

Observacio

RIFI

ELISA

PCR genérico

RFLP

ESFREGACO

CULTURA

() NEGATIVO, (+) POSITIVO, (X) NAO SE APLICA.

OBSERVACOES.:
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