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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo caracterizzcosepidemiologia da leishmaniose
tegumentar americana no municipio de S&o VicenteefréZona da Mata Norte de
Pernambuco, visando identificar e incriminar hoged reservatorios silvestres e ou
domeésticos envolvidos na manutencdo da endemiantifidar a(s) espécie (s) de
Leishmania circulantes e identificar as espécies de flebateos. No periodo de
dezembro de 2002 a novembro de 2003, foram reakzadpturas de flebotomineos,
através de coleta manual, com armadilha de Shamnamnadilhas luminosas CDC. Os
animais silvestres foram capturados com armaditttasipo Tomahawk, no periodo de
marco a outubro de 2006. Um inquérito epidemiolddm realizado com cées onde foi
aplicado um questionario. Na ocasido foi coletadatenl de medula dssea para
confeccdo de laminas e realizacdo da PCR ondeeaombs um céo positivo. Outro
inquérito epidemiolégico foi realizado na populagiiamana da localidade de Mundo
Novo onde de um total de 181 pacientes, 68 (376%8m positivos para IDRM. Um
isolado foi obtido de paciente e a cepa caractgizdravés de isoenzimas e anticorpos
monoclonais como senda (V.) brazileinsis Dos 118 animais silvestres e sinatropicos
examinados 22 (9,32%) foram positivbs (V.) braziliensisde trés espécies diferentes:
Nectomys squamipefRattus rattuse Holochilus sciureus.Foi realizado também um
isolamento delL. braziliensis caracterizado através de anticorpos monoclomdisdo
através de hamster incoculado com material do dnsihaestre Nectomys squamipes
23.156 exemplares de flebotomineos foram coletadogesquicios de Mata Atlantica,
domicilios e peridomicilios, dos quais complexaobteve predominancia com 14.445
(62,5%) do total, seguido de migonej com 7.677 (33,2%).. whitmanj vetor deL. (V.)

braziliensisfoi encontrado em baixa densidade nesta regido.

Palavras chaves: 1- Leishmaniose tegumentar amaric2 L. (V.) braziliensis 3-

epidemiologia.



ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the Acagritegumentary leishmaniasis eco-
epidemiology in the municipality of S&o Vicente feér in Zona da Mata Norte of
Pernambuco, with the objective of identifying amhsidering wild and domestic reservoir
hosts involved in the maintenance of the endemiseatie, identifying circulating
Leishmaniaspecies, and sand fly species. In the period aebder 2002 to November
2003, sand fly catching was carried out, througmumaé catching using Shannon trap and
CD light traps. Wild animals were captured with sdrawk traps, in the period of March to
October of 2006. An epidemiological survey wasiedrout in the canine population where
it was used a questionnaire. On the occasion radfeom bone marrow was collected for
slide confection and performance of PCR where wé @opositive dog. Another
epidemiological survey was carried out in the hurpapulation from the settlement of
Novo Mundo where a total of 181 patients 68 (37.6&&ye positive for IDRM. One
sample of L. braziliensis was isolated from a pdtiand identified by isozymes and
monoclonal antibodies. A total of 118 wild and sytnaphic animals examined 22 (9.32%)
were positive toL. (V.) braziliensisfrom three different speciedlectomys squamipes
Rattus rattusand Holochilus sciureuslt was also performed k. braziliensisisolation,
characterized through monoclonal antibodies, obthifrom hamster inoculated with
Nectomys squamipes fromild animal material. A total of 23.156 sand flere collected
in remnants of the primitive Atlantic rain foresdpmiciliary and peridomiciliary.L.
complexawas the most abundant species with 14.445 (62d3%)e total followed byL.
migoneiwith 7.677 (33.2%)L. whitmanj vector ofL. (V.) braziliensiswas found in low
density in this region.

KEYWORDS: 1- American tegumentary leishmaniasis, 12- braziliensis 3- eco-

epidemiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

As leishmanioses sé@o zoonoses causadas por padtizaligenéticos da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, génkeeishmania(LAINSON; SHAW, 1987).
Esses protozoarios apresentam duas formas duentecéo evolutivo: uma forma flagelada
ou promastigota, encontrada no tubo digestivo destds vetores, bem como em meio de
cultura; e outra aflagelada ou amastigota, que frma intracelular dos hospedeiros
vertebrados (REY, 2001). S&do transmitidas entrerosais e o homem pela picada das
fémeas de diversas espécies de flebétomineos pentexs ao génerbutzomyia(Diptera,
Psychodidae, Phlebotominae). Nas Américas existproxemadamente 40 espécies de
Lutzomyiacom comprovada capacidade de transrhgishmaniaspp., podendo existir mais
espécies de vetores ainda néo identificadas (SidA&l, 1987).

No Brasil, as espécies tleishmaniaassociadas a doenca no homem késhmania
(Leishmaniad amazonensjs Leishmania (Viannia) guyanensis Leishmania (Viannia)
braziliensis Leishmania (Viannia) shawi Leishmania (Viannig) lainsoni Leishmania
(Viannia) naiffi e Leishmania (Leishmanid chagasi As leishmanioses nas Américas
apresentam formas clinicas distintas, dependendespécie deé_eishmaniaenvolvida, da
resposta imune do hospedeiro e de fatores outrndaando determinados, sendo
representadas sob duas formas: a leishmaniose éagamamericana (LTA) e a leishmaniose
visceral americana (LVA) (LAINSON; SHAW, 1998).

A principal caracteristica da LTA é a sua diveadiel de aspectos clinicos, as quais
permitem classifica-la: leishmaniose cutanea (L&@yacterizada por lesdes ulceradas que
podem apresentar-se de forma: localizada, a meggiénte, caracterizada por uma unica

leséo; disseminada, com presenca de varias legigbuddas em diversas regides do corpo;

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniosgutmentar americana...]1 4

e a forma difusa, a mais grave, onde as lesdepreseatam de forma nodular, também

chamada de forma anérgica da doenca, com evolugéca (REY, 2001).

A leishmaniose mucocutanea (LCM) compreende amdsrinfiltradas eritematosas,
podendo ser Ulcero-vegetantes, ulceradas, vegetgue acometem a regido orofarigiana
principalmente o septo nasal ou nasofaringe. E atareza metastatica, podendo ou n&o
acompanhar os quadros cutaneos ou apresentar-8&s ranbs apos a leséo inicial, onde o
paciente apresenta uma resposta celular exacetbadado a destruicdo de mucosas e
cartilagem. Nas lesdes mucosas, o diagnésticoedidel deve ser feito com outras infec¢des
fungicas (paracoccidioidomicose, esporotricose amomicose), bacterianas (tuberculose,

sifilis e Ulcera tropical) e outras doencas inflegrias (REY, 2001).

O diagnostico da LTA é feito a partir de um comgude critérios: (1) manifestacdes
clinicas caracteristicas, associadas a procedé&iaima area endémica; (2) exames
parasitologicos; (3) imunodiagnéstico; (4) diagmamst molecular. A confirmagdo do
diagnéstico se obtém através da demonstracdo dangee do parasito, utilizando técnicas
parasitologicas. O exame mais simples e de baistocé a pesquisa direta de formas
amastigotas visualizadas ao microscoépio opticoedsibilidade deste teste € inversamente
proporcional ao tempo de evolucdo da lesdo, seado apdés um ano, com excecao dos
pacientes que desenvolvem a forma difusa da dopaoisaneste caso 0s nodulos presentes na
pele sdo ricos em parasitas (CUBA CUBtal, 1981). Além do exame direto, pode ser feito
o isolamento do parasito vivo ouin vitro, inoculando o material obtido em meio de cultura
ou em animais susceptiveis como o hamstéespcricetus auratys(MINISTERIO DA

SAUDE, 2003; GONTIJt al, 2003).

Outra ferramenta que auxilia no diagnostico satestes soroldgicos, que detectam
anticorpos anti-leishmanias. Teste imunoldgico muitilizado é a Intradermorreacdo de

Montenegro (IDRM) que avalia a resposta de hipaibéitade celular tardia, uma vez que,

Mestrado em Salde Publica
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imunologicamente, a LTA se caracteriza pela respostular durante a doenca e apés o
tratamento ou cura espontanea (MARZOCHI, 1992)esdeté positivo durante a doenca e
apos a cura e nao diferencia doenca atual de peegraem distingue doenca de infecc¢éo,
porém € habitualmente negativo na forma difusa,farena visceral e nos pacientes
imunodeprimidos. A IDRM é de grande valor presumtimo diagnostico de LTA,
constituindo valioso recurso nos casos em que Esip@s estdo escassos ou ausentes, e é
também bastante Util nos inquéritos epidemiologidesprevaléncia em areas endémicas

(KAR, 1995; MARZOCHlIet al, 1980; SHAW; LAINSON, 1975).

Outro teste sorologico geralmente utilizado é anaoflorescéncia indireta (IFI),
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Western Blottingque detectam anticorpos e sao de
grande utilidade no diagnéstico de formas clinicam lesbes extensas, multiplas e nas
lesbes mucosas secundarias e primarias. Porém eafaes reacfes cruzadas com
leishmaniose visceral e doenca de Chagas (BRIT@l, 2000; GONTIJOet al, 2003;

MARZOCHI et al, 1980).

Com o avanco da tecnologia, o diagnostico molecotmstitui 0 método mais
sensivel entre os convencionalmente utilizados magndstico da LTA. O advento da
utilizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PER)ite a amplificacdo de sequéncias a
partir de oligonucleotideos (iniciadores) pareadspecificamente nas margens da regiao
alvo do DNA de diversos patdgenos, viabilizando umstrumento especifico para o
diagnéstico de diversas doencas infecciosas (ANERES al, 1996; GOMES:t al, 1999;
RAMOS et al 1996; SINGH, 1997). O DNA do cinetoplasto (KDNAgpresenta a
informacdo genética mitocondrial desses parasibsconstituido por maxicirculos e
minicirculos, moléculas que se concatenam formamda rede compacta. Os minicirculos
representam 95% da massa de kDNA. As moléculagronma regido conservada de 120 a

150 pares de base, razoavelmente homogénea engpresentantes de um mesmo género.
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Os minicirculos sado também alvos para sondas matesu (DEGRAVEet al, 1994;
SIMPSON et al, 1980). O KDNA, devido a todas essas propriedaies, sido utilizado
como regido alvo para producdo de varios oligomdicles sintéticos que sdo utilizados na

PCR (DE BRUIIN; BARKER, 1992; FABEE al, 2003; RODRIGUE&t al, 2000).

Apesar de varios esforcos dedicados na tentagivdedenvolvimento de novas drogas
para o tratamento da LTA, ha véarias décadas shpadtts como droga de primeira escolha
0s antimonias, entre 0s quais 0 mais utilizadoahdtomonial pentavalente, disponibilizado
sob duas formas: antimoniato de N-metilglucamimastilbogluconato de sédio, o primeiro
sendo distribuido pelo programa de controle da LETAVA do Ministério da Saude do
Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). As drogas degsada escolha sdo a pentamidina
ou anfotericina B, que € um antibiotico de recoideacao leishmanicida, porém devem ser
empregadas quando ndo se obtém resposta ao tradazneno antimonial. Essas drogas sao
toxicas e muitas vezes causam reacdes adversassgtavando em algumas ocasifes a

interrupcao do tratamento (GONTI&Dal, 2003).

A LTA é uma zoonose de alta prevaléncia em muitasas da América Latina
apresentando um incremento do numero total de @sosn incidéncia em todas as faixas
etarias, acometendo semelhantemente homens e pailtn casos de familias inteiras com
a enfermidade e de padrdo de transmissao predaminante doméstico e peridomiciliar.
Postula-se que vem ocorrendo um processo de d@g#ol gradual da transmissao,
especialmente em areas com histéria de colonizagdiga, onde existe pouca floresta
primaria remanescente, existindo uma adaptacédo difesentes componentes do ciclo
biolégico, e provavelmente a presenca de hospedesservatorios secundarios, o que facilita

a transmissédo (DESJEUX, 2001).
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Diante disto, revestem-se de grande importancimedidas de controle, que séo
centradas principalmente no diagndstico e no trtdmprecoce, na reducdo da populagédo
de flebotomineos que apresentam habitos domidliazeem atividades de educacdo em
saude. Em virtude das caracteristicas epidemi@ségieculiares da LTA, as estratégias de
controle devem ser flexiveis e distintas, adequadasmda regido ou foco particular. A
diversidade de agentes etiologicos, hospedeiro®rese e de caracteristicas ecoldgicas,
aliadas ao conhecimento ainda insuficiente sobmos/édestes aspectos, evidencia a

complexidade do controle (GONTIXDal, 2003).

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiologico da Leishmaniosguimentar americana...1 8

1. 2 Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Ameana no Brasil.

As leishmanioses estdo incluidas no rol de doedeasnaior prioridade para a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no seu prograspecial de pesquisa e de
treinamento em doencas tropicais (TDR) (REMMEal, 2002). Aproximadamente 350
milhGes de pessoas estdo expostas ao risco dednfec o numero estimado de pessoas

infectadas € de 12 milhdes (DESJEUX, 2001; WHO6200

No periodo de 1980 a 2004, a LTA no Brasil apresenoeficientes de deteccao que
oscilaram entre 3,8 a 22,9 por 100.000 habitartedongo desse periodo, observou-se uma
tendéncia ao crescimento, registrando os coefesemais elevados nos anos de 1994/1995,
guando atingiram niveis de 22,83 e 22,94 por 1@0@bitantes, respectivamente (Figura 1).
Vale ressaltar que o ano de 1998 apresentou umdagsignificativa neste coeficiente
(13,47/100.000 habitantes), fato que pode estacioglado a problemas operacionais de

notificacdo naquele ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2006)

Ao analisar a evolucdo da LTA no Brasil, obsemwaima expansédo geografica. No
inicio da década de 80 foram registrados casosCeoniZlades federadas (UF) e a partir de
2001 todas as UF registraram casos autoctonesetgaldNo ano de 1994 houve um registro
de casos autdctones em 1.861 municipios, o quesama 36,9% dos municipios do pais;
em 2002 houve uma expansdo da doenca para 2.30Ripms (41,1%). As regides
Nordeste e Norte vém contribuindo com o maior n@nde casos registrados no periodo
(cerca de 36,9% e 36,2% respectivamente), e aordgdte com os coeficientes mais
elevados (99,8/100.000 habitantes), seguida dagesegCentro-Oeste (41,8/100.000

habitantes) e Nordeste 26,5/100.000 habitantes MERIO DA SAUDE, 2006).
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Figura 1 - Evolug&o dos Casos de Leishmaniose tegiamamericana de 1980 a 2005 no Brasil.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2006.
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A LTA apresenta uma importante difusdo espacahahstrando nas ultimas décadas
mudanc¢as no comportamento e a coexisténcia de pio gerfil epidemioldgico, expresso
pela manutencdo de casos oriundos dos focos anéigesn areas préximas, e pelo
aparecimento de surtos epidémicos, associados @edatdecorrentes de processos
migratorios da populagdo e ocupacdo de areas ypaelsar de floresta (ANDRADIEEt al,
2005; BRANDAO-FILHO et al, 1998; LAINSON; SHAW, 1998). Neste contexto, aA.T
apresenta importante heterogeneidade, relacionaddeeentes espécies deeishmania
envolvidas em sua etiologia, das quai$ V). braziliensig a principal espécie, apresentando
vérias formas clinicas e padrdes de transmissdmrido novas questdes e desafios para o
controle (BRANDAO-FILHOet al, 1999; MARZOCHI, 1992; SHAW; LAINSON, 1987).

Por conta desta heterogeneidade sdo observades gistintos, no que se refere ao
ciclo e manutencdo desta endemia, que vai depeladérea de circulacdo do parasito, em
areas onde ocorre desmatamento para a construgé@strddas e instalacbes de povoados;
extracdo de madeira, atividades agricolas e deagacwalém de areas com preservacao de
pequenos trechos de cobertura vegetal, e areasiern grocesso de urbanizacéo criou as
condicOes favoraveis a producdo de surtos endémiagseriferia de cidades e povoados

(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Nas primeiras décadas do século passado, o pepidemioldgico que predominou
foi 0 de zoonose de transmissdo silvestre, quegeatm homem quando este invade os
ambientes florestais. Porém, alteracbes do meideatebem varias estados do Brasil, vém
modificando o perfil epidemiologico da LTA, permitdio a invasdo de areas peridomiciliares
por mamiferos silvestres reservatorios ldgshmania,onde podem ocorrer espécies de
flebotomineos adaptadas ao ambiente modificado pelnem. A manutencdo da LTA
nessas areas ecologicamente alteradas, encongaiddimente em areas rurais das cidades,

indica claramente a evolucdo de um ciclo de trassdoi zoondtico ocorrendo no ambiente
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peridoméstico (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; LAINSOI$SHAW, 1998).

No Nordeste, assim como na maior parte do pagspécie predominante envolvida
com a LTA é d.. (V.) braziliensis principalmente nas areas de colonizacao antg@cesla
com resquicios de floresta de Mata Atlantica, nasig] se verifica ainda vegetacao
abundante, com matas secundarias e plantacdescipsopo estabelecimento de populacdes
dos flebotomineos e mamiferos silvestres e sin@ictd, nas quais 0s vetores e reservatorios
se adaptaram a ambientes modificados, e onde o@orteansmissao peridomiciliar
(BRANDAO-FILHO et al, 1999; BRITOet al., 1993, 2003; MINISTERIO DA SAUDE,
2003; MARZOCHI, 1992). As caracteristicas epiddog@cas da LTA mostram
peculiaridades entre os Estados do Nordeste, enaboralguma similaridade. Na Regido de
Trés Bracos, Bahia, regido cacaueira com resquieiddata Atlantical.. whitmanié o vetor
incriminado (VEXENATet al, 1986), porém ndo foram ainda identificados kegérios e o
padrdo de transmissdo (FRAN@Aal, 1991; JONESt al, 1987; MARSDEN, 1994). No
Ceara, os estudos realizados na regido de Baaigsentaram resultados heterogéneos. O
vetor possivelmente envolvido na transmissdo gilgeg o L. wellcomei (READY;
RIBEIRO, 1983), enquanto que whitmani e L. migonegstariam associados a transmissao
peridomicilar, tendo grande capacidade de invadbithgbes humanas, especialmente no
periodo mais chuvoso (AZEVEDE al, 1990a; AZEVEDCet al, 1990b; DE QUEIROZ2t

al., 1994).

Em todo Nordeste, no periodo de 1980 a 2005, foratificados 219.910 casos de
LTA, tendo 12.239 deles registrados no Estado deaR#guco, na qual a regido da Zona da
Mata € a mais atingida, concentrando cerca de 660% casos registrados (Figura 2)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Em um estudo longitndl realizado em Amaraji,
municipio da Zona da Mata Sul de Pernambuco foiahstnada uma alta prevaléncia da

LTA, através de inquérito populacional utilizandoeacdo de Montenegro, verificou-se que
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a doenga acomete tanto os adultos do sexo mascetimm também mulheres e criangas, em
alguns casos atingindo todos os individuos de uneanma familia, indicando que a
transmissao ocorre freqientemente no ambientegmeicdiar. O aumento da incidéncia e a
persisténcia da transmissdo neste Estado tém devela importante problema de saude

publica (BRANDAO-FILHOet al,, 1999).
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Figura 2 - Casos de leishmaniose tegumentar aameriaotificados em Pernambuco no
periodo de 1980 a 2005.
Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2006.

Nesta mesma area, também foi estudada a infec¢éiminde animais silvestres e
domésticos, onde foram identificados alguns roexismeantropicos e silvestres infectados
por L. (V). braziliensisForam isoladas e caracterizadas amostras do paesiNectomys
squamipesRattus rattuse Bolomys lasiurusque representou uma grande evidéncia para a
incriminacdo categorica de um reservatorio, endolia manutencao do ciclo zoonético da
LTA . L. whitmaniapresentou evidéncias que o apontam como a palnegpécie envolvida
na transmissao do ciclo zoondtico nesta area, cadominancia importante e infeccao

natural confirmada (BRANDAO-FILHGet al, 2001 e 2003; CAMPBELL-LENDRUMet

al., 1999 e 2000).
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1.3 Reservatorios e vetores

Todas as formas de LTA sdo conhecidas como zoonastes €, 0s parasitos
associados a doenca no homem, tém primariamente bospedeiros os animais silvestres,
porém a participacéo de animais silvestres comervasdrios de LTA foi comprovada pela
primeira vez somente em 1957, quando foi isoladeshmaniaem roedores silvestres

naturalmente infectados no Panama (HER&i@l,, 1957).

Forattini et al. (1960, 1972 e 1973) conseguiram demonstrar, nagilBiafeccao
natural de roedores por isolamento do parasito @iara de sangue e pele, levantando a
hipétese de que espécies ldgshmaniaque circulavam em hospedeiros naturais em seu
habitat florestal primitivo teriam se adaptado &asianimais ali existentes e se expandido
para o homem e animais domésticos, e que o tipesda pode funcionar como indice desta
adaptacédo do parasito ao hospedeiro, de modo guecgmaior fosse a adaptacéo, menor a
gravidade da lesdo, podendo atingir um estado delilegp em que estas nado se
manifestariam mais, de tal maneira que estes hesgpsedroderiam passar a desempenhar a
funcdo de reservatério categorico do parasito. daxine Shaw (1992) reforcam que, entre
animais silvestres, a infeccdo tende a ser berggmaparente, sugestiva de uma relacao

equilibrada resultante de uma antiga associacée kospedeiro - parasita.

A partir da década de 60 diversos estudos passaraen desenvolvidos a fim de
elucidar a epidemiologia relacionada as diversasnds de LTA, cujos resultados
contribuiram sobremaneira para o atual conhecimdat@cologia e epidemiologia desta
parasitose, com a descoberta de novas espéclessienania identificacdo e incriminacéo

de seus reservatoérios primarios e dos vetoresé@desl

Até o inicio do século XXI nem um animal silvesiwe sinantropico tinha sido

incriminado categoricamente como reservatorio mionéle L. (V.) braziliensis,estudos
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ocasionalmente relataram em alguns destes mamifartye os quais roedores de diferentes
géneros, comékodon(FORATTINI et al, 1972),ProechimygLAINSON; SHAW, 1973),
Rattus(LAINSON; SHAW et al, 1979; VASCONCELLOSt al, 1994; BRANDAO-FILHO

et al, 1994),0ryzomygLAINSON et al, 1981) Nectomys, Bolomy®RANDAO-FILHO, et

al, 1994); e no marsurpiaDidelphis (LAINSON; SHAW, 1973). Somente em 2001,
Brand&o-Filho, incriminou o pequeno roe@wmlomys lausiurugomo reservatorio primario,
constituindo a primeira incriminacdo classica eguieoca de um hospedeiro reservatorio
desta espécie do parasito. Outro achado desteoefstiud isolamento dé. (V.) braziliensis

do roedor sinantdpicdRattus rattus sendo incriminado como reservatério secundario

envolvido no ciclo zoonético doméstico da LTA ngi& da Zona da Mata de Pernambuco.

Evidéncias epidemioldgicas tém demonstrado queiarimaas zonas endémicas esta
intimamente relacionada as areas florestais, vieege, de pouca densidade populacional,
sugerindo ainda mais que a moléstia deve ser pamante de alguma ou algumas espécies
de animais silvestres (FALQUETO, 1986). Guimarétesl. (1968) observam que: “dizimada
e afugentada a fauna de roedores silvestres caslmalamento de zonas desérticas e com o
povoamento, estabelecem-se focos leishmaniéticd@&neinos rurais e mais tarde suburbanos
e até mesmo, excepcionalmente, urbanos, com aipagio de flebétomos peridomiciliarios

e tendo como reservatorio secundario o céo e takéea proprio homem”.

Mudancas ambientais devido a utilizacdo de tetoasdtais para desenvolvimento e
exploracdo de novos recursos naturais e agricutha@ificam a epidemiologia da doenca e
novas areas endémicas sao relatadas. 8ritd (1993) registraram uma variante lde(V.)
braziliensisocorrida no Estado de Pernambuco, onde a casdtargeografica e ecologia
da regido sdo similares as ja descritas para oétees endémicas de LTA, nas quais o
ambiente florestal original vem sendo alterado ETA pode ocorrer em comunidades

antigas e bem estabelecidas. Nesse sentido, Brétiacet al( 2003) observaram, através
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de isolamento em meio de cultura, que roedoressdilys e sinatrépicos capturados na area
estavam infectados com. (V.) braziliensis com o mesmo zimodemo que também foi

verificado em pacientes.

Nos reservatérios naturais os parasitas induzerdedesliscretas, com nddulos
cutaneos de tamanho reduzido, placas ou ulcera@®extremidades, principalmente na
cauda (GRIMALDI, 1982). Sabe-se que as leishmadmssubgénerd/iannia parasitos
dermatotrépicos, podem se localizar na pele sadr@edores silvestres, de edentadod/.)
guyanensis, L. (V.) panamenssde cdo domésticd..( peruviand (GRIMALDI, 1982).
Sabe-se que os roedores sao fundamentais no ciptwteco da leishmaniose tegumentar,

mas a participacdo desses mamiferos na circulagipatasitos precisa ser esclarecida.

Um grande numero de espécies de flebotomineoseastidvido na transmisséo das
leishmanioses. Estes insetos possuem peculiaridadeseu ciclo biolégico que garantem a
preservacdo e reproducdo do parasita em questd.ANgtricas, estdo envolvidos na
transmissao fleb6tomos do génénatzomyia subgénerodlyssomyiae PsychodopygusEm
todo mundo sdo conhecidos, cerca de 800 espécitdsbdtomineos, sendo 60% na regido
Neotropical. No Brasil, tem-se conhecimento, de @3%cies, representando 28,6% do total e

47,7% das espécies que ocorrem na Regido Neotr@RiSAIGEL; LAINSON, 2003).

Cerca de dezenove espécies de flebotomineos sémiimadas na veiculacdo de
leishmanias ao homem e animais no Brasil segundmyf'@ Ducan (1994), representando
8,4% do totalL. intermedia, L. migonei e L. whitmapossuem ampla distribui¢cdo, sendo

capturadas nas cinco regides brasileiras (RANGRINSON, 2003).

As diferentes espécies de flebotomineos possuentatsalpreferenciais. Algumas
vivem nas partes altas das arvores, com ecolog@aea definida. Outras espécies estdo mais

presentes ao nivel do solo, demonstrando uma eaqgogpria. Evidentemente, em cada um
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desses niveis temos faunas de mamiferos difergugesao servir como fonte alimentar do
inseto (RANGEL; LAINSON, 2003).

As consideracdes feitas por Lainson e Shaw (198¢grca dos efeitos do
desmatamento na ecologia das leishmanioses no Mordo, estdo relacionadas a forma de
adaptacdo dos fleb6tomos ao ambiente modificado preaenca de animais (fontes
alimentares). Os insetos de habitos arbdreos temaior dificuldade de adaptacdo, assim
como 0s animais que ali vivem. J& os vetores arjagdouros naturais se encontram no nivel
do solo teriam, assim como 0s animais reservatoupg adaptacao facilitada por maior
oferta de alimento e abrigo. Desta forma, essaécesp estariam mais envolvidas com a

transmissao periurbana ou peridomiciliar.
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2 JUSTIFICATIVA

Existem lacunas no conhecimento sobre a eco-epiltegra da LTA no municipio
de S&o Vicente Férrer que consistem em barreirasgpeonstrucdo de uma base tedrica que
permita o planejamento de estratégias de contesiacgndemia na regido.

Sendo assim, se justifica um estudo que objetwvacterizar o perfil de transmissao

da LTA no Municipio de S&o Vicente Féerrer, Zonawida Norte de Pernambuco.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

* Estudar a eco-epidemiologia da leishmaniose tegtanamericana na Zona da Mata

Norte de Pernambuco, visando identificar o padeitrahsmisséao.

3.2 Objetivos especificos:

* Identificar a (s) espécie (s) deishmaniecirculante (s);

» Identificar possiveis hospedeiros reservatoriogesites e/ou domésticos envolvidos

na manutencao da endemia;

» Identificar as espécies de flebotomineos envolvid@dransmissdo e a frequéncia

mensal e sazonal;

* Compilar os casos humanos autdctones da localidade.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Séo Vicdréger, situado na Zona da Mata
Norte de Pernambuco (Figura 3), limitrofe com aomegjido Agreste, distante 130,5 Km da
capital, Recife. O municipio possui 120,2 Kenesta localizado nas coordenadas geogréficas
07°35'28"; 35°29'29” W, a uma altitude de 419m ddvel do mar. Faz limite ao norte com
0 municipio de Macaparana, ao sul com Machadodeste com Vicéncia e a oeste com
Orob6 e o Estado da Paraiba (FIDEM, 2004). O cénpeedominantemente quente e Umido,
com temperatura média de 25° C, a vegetacédo lodalftoresta subperenifélia e as vias de
acesso sao através da BR-232/408; PE-90/089 (FIR2BDY).

A taxa de urbanizacdo é de 55,6%, e a densidadegtéfica de 133,7 hab/Kmcom
média de moradores por domicilio de 4,3. Sua ecantwoal é predominantemente baseada
no cultivo da banana, o que Ihe rende o titulo @erra da Banana’. Outras culturas
exploradas séao as lavouras de tomate, mandiocaefavgrédo e cana-de-aglcar. Na area da
pecuaria predominam a criacdo de aves e bovinas pcoducéo de derivados do leite, ovos
de galinha e mel de abelha. De acordo com o IB@Eti{lito Brasileiro de Geografia e
Estatistica), a populacao residente é de 15.265ahéds, dos quais 8.160 residentes na zona
urbana e 7.105 na zona rural (IBGE, 2006).

O municipio de S&o Vicente Férrer apresenta alémcia de ambas as formas de
leishmaniose, foram registrados 140 casos aut@m&3 A, no periodo compreendido entre
1998 e o primeiro semestre de 2006; também foraystrados 13 casos de leishmaniose
visceral no periodo de 1999 a 2005, sendo sei®slest localidade Mundo Novo, onde

realizamos 0 nosso estudo (Figuras 4 e 5).
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Figura 3 - Localizacdo da area de estudo, no Estadternambuco
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Figura 4 — Domicilio na area rural de Sdce¥xte Férrer, Mundo Novo.

Figura 5 - Resquicios de Mata Atlantica e plantagi@elocalidade Mundo Novo.

Mestrado em Saude Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose dregntar Americana.. 32

4.2 Inquérito epidemiologico na populacdo humana

A amostra foi constituida por 181 moradores de MuNdvo, localidade com grande
incidéncia de casos, no municipio. Essa amostraoltida através de uma demanda
voluntaria, apos os moradores terem recebido irdoé®s sobre o estudo através do agente
de saude do Programa da Saude da Familia da ldalde Mundo Novo. Foi realizado um
inquérito epidemiolégico de prevaléncia atravésplecacédo do teste de intradermoreacéo de
Montenegro (IDRM), utilizando antigeno leishmaninaeparado e fornecido por
Biomanguinhos/FIOCRUZ (Figura 6). Nesta mesma @ca$di aplicado um questionario
para coleta de informacdes para analise da presral@a infeccdo e da doenca na populacao
(Anexo A). A pesquisa foi autorizada pelo comité de éticaRmmquisa envolvendo seres

humanos do Centro de Pesquisas Aggeu MagalhdedagamOswaldo Cruz (Anexo C e D).

Figura 6 - Inquérito populacional realizaao Mundo Novo, Sdo Vicente Férrer.
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4.3 Inquérito clinico-parasitolégico nos cées

4.3.1 Exame clinico e epidemioldgico

Os caes dos domicilios da localidade de Mundo Norem examinados, através de
exame clinico para verificagdo de lesGes, hepdmesmegalia e outros sintomas
caracteristicos associados as leishmanioses, aémplitacdo de um questionario aos donos
dos animais para coleta de dados (Anexo B), onderf@btidas as seguintes informagdes:

sexo, idade, raca, endereco, nome do dono e prudadé

4.3.2 Bidpsia

Foram realizadas punc¢éo de crista iliaca e estemades assintomaticos (Figura 7),
o aspirado foi realizado através de puncdo medidacrista do osso esterno, utilizando-se
seringas descartaveis de 20 mililitros (ml) acopéad agulhas de tamanho 40x12 milimetros
(mm). Para este procedimento foram utilizados Xieze Atropina como anestésicos

(ALVAR et al, 2004).

Figura 7 - Biopsia de medula 0ssea na crista iliaca
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4.3.3 Diagnostico parasitologico

4.3.3.1 Pesquisa direta, isolamenia vivo ein vitro

Com material de medula éssea (MO) puncionado das, cforam realizados
esfregacos em laminas de vidro para microscopia, apos secagem, foram fixadas com
alcool metilico, coradas pelo método de coloracdpida Pandtico e examinadas em
microscopio optico com objetiva de 100x para pesjde formas amastigotasldgshmania
(LEILA et al, 2006).

Parte do material de MO foi inoculada em hamstl®issfcricetus aurat)spara o
cultivo in vivo, sendo inoculado no peritbnio e também utilizadwapcultivo in vitro,

utilizando o meio NNN modificado (WALTOMNt al, 1977).

4.3.3.2 Diagnostico Molecular

Uma aliquota da MO foi armazenada em tubo de @smpwacdo acondicionado em
baixas temperaturas (-72°C) e posteriormente eshliza purificacdo de DNA utilizando o
GenomicPrep Blood DNA Isolation Ki{Amersham Biosciences), seguindo as instrucdes do
fornecedor. O DNA contido nas amostras foi subnoedichmplificacdo em um termociclador
automatico (Modelo Px2 /Termo Electron Corporatian)lizando um sistema de PCR que
permite a amplificacdo de kDNA de parasitas pedrtags ao complexadeishmania (V.)
braziliensis  (subgénero Viannig  utiizando o0os  seguintes  primers: 5'-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG- 3’ e 5- CTAATTGTGCACGGGGAGG3' (BRUIJIN;

BARKER, 1992).
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A PCR foi realizada em um volume final de 25ul eowio Tris-HCI 10mM, KCI
50mM, gelatina 0,1mg/ml, Mgel,5mM, dNTP 0,2mM, 25moles de cada um dos primers e
2,5 U de Taq DNA Polimerase. A essa mistura eramichdos 2upl da amostra a ser
analisada. A amplificacdo foi constituida de 330sic94°C (1 min), 65°C (1 min) e 72 °C (1
min), precedidos de uma desnaturagao inicial denbtos a 94°C. Foram utilizados controles
positivos dd_. (V.) braziliensiextraido de cepa de referéncia (MHOM/BR/75/M2903).

Apés amplificagdo, 10ul dos produtos de PCR foranalisados através de
eletroforese em gel de agarose a 1% para o alwbdeb com tampdo TAE (Tris-Acetato
40mM, EDTA 1mM) corados pelo brometo de etidio. Bandas de DNA separadas
eletroforeticamente foram visualizadas em um thamsnador de luz ultravioleta e

fotografados utilizando o Kodak Molecular Imagingft#are v..4.0.0.

4.4 Inquérito parasitolégico em roedores silvestres sinantropicos

4.4.1 Capturas

Foram realizadas capturas mensais (mar¢co a oudigh2006) de roedores silvestres e
sinantropicos na fauna de Mundo Novo, localidade gpresentou um grande numero de
casos humanos autdcnes recentes, com autorizadaetitoto Brasileiro de Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA (Anexo E

As capturas foram realizadas, em diversos ecoigiigando as armadilhas do tipo
Tomahawk (Figura 8) padronizadas para animais dgugm® porte, compreendendo

resquicios de Mata Atlantica remanescente, plaatagdabrigos de animais domésticos no
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peridomicilio, tendo como referéncia as casas aw®reram casos humanos. A equipe
permanecia no campo uma semana em cada més, oadeeadizada a retirada dos
ectoparasitas e a identificacdo dos animais (Fsg@i@10).

Os roedores capturados eram encaminhados pacténidide nivel de biosseguranca
3 (NA 3), localizado no Centro de Pesquisas Aggagadihdes, onde foram eutanasiados

para a tentativa de isolamento e/ou deteccdcetmaniaspp.

Figura 8 - Armadilha do tipo Tomatka
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Figura 9 — Retirada de ectoparasitas. Figura 10 — Identificacdo do Roedor.

4.4.2 Diagnostico parasitologico

4.4.2.1 Pesquisa direta

Os roedores vindos do campo ficavam instaladosransolador de pressao negativa
até que fossem eutanasiados (Figura 11). O proeetinde eutandsia foi realizado em
Céamera de CEYANDRADE, et al, 2002). Para cada roedor foram confeccionadosrige
baco e esfregaco de sangue do figado, em laminagdde para microscopia, que apos
secagem, foram fixadas com 4&lcool metilico, coraga® Giemsa e examinadas em
microscopio optico com objetiva de 100x para pesqjde formas amastigotasldgshmania

(MINISTERIO DA SAUDE, 2000).
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4.4.2.2 Isolamentan vivo ein vitro

Era retirado um fragmento de bacgo dos animaiggepoamente submetidos a lavagens
com salina e antibiético e macerados em 1000u! dsma solucdo; sendo 100 pl desse
homogenato utilizado para o cultive vivo, através de inoculo em hamsters e os 900 pl
restantes eram utilizados para cultimoritro, utilizando o meio NNN modificado (WALTON
et al, 1977).

Os hamsters inoculados ficaram instalados em estaentiladas (Figura 12) durante
trés meses, e apos este periodo foram eutanasadafimera de CQpara a tentativa de
isolamento dd_eishmaniaspp. Os meios de culturas foram acompanhados eéusamtmés,

com exames a cada cinco dias para observacgaordassfpromastigotas do parastito.

Figura 11 - Isolador onde os animais ficam em quera.
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Figura 12 - Estantes ventiladas onde os hamstens facondicionados.

4.4.2.3 Diagnostico Molecular

Amostras de baco e pele da orelha direita dos reedoram armazenados em tubo de
criopreservacdo e acondicionados em nitrogénioiddguposterior purificacdo de DNA
utilizando o GenomicPrep Cells and Tissue DNAdtoh Kit® (Amersham Biosciences),
seguindo as instrucdes do fornecedor.

A DNA contido nas amostras foi submetido a amm@ig@o em um termociclador
automatico (Modelo Px2 /Termo Electron Corporatiari)lizando um sistema de PCR que

permite a amplificacdo de kDNA de parasitas pedertegs ao complexaeishmania (V.)
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braziliensis  (subgénero Viannig), utiizando os  seguintes  primers: 5'-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG- 3’ e 5- CTAATTGTGCACGGGGAGG3' ( BRUWJIN;
BARKER, 1992).

A PCR foi realizada em um volume final de 25ul eowio Tris-HCI 10mM, KCI
50mM, gelatina 0,1mg/ml, Mgel,5mM, dNTP 0,2mM, 25moles de cada um dos primers e
2,5 U de Taqg DNA Polimerase. A essa mistura eramiahdos 2ul da amostra a ser
analisada. A amplificacé@o foi constituida de 330sc94°C (1 min), 65°C (1 min) e 72 (1
min), precedidos de uma desnaturagao inicial denbtos a 94°C. Foram utilizados controles
positivos dd_. (V.) braziliensiextraidos de cepa de referéncia (MHOM/BR/75/M2903).

Apés amplificagdo, 10ul dos produtos de PCR foranalisados através de
eletroforese em gel de agarose a 1% para o alwb@eb, com tampao TAE (Tris-Acetato
40mM, EDTA 1mM) e corados pelo brometo de etidie Bandas de DNA separadas
eletroforeticamente foram visualizadas em um thamsnador de luz ultravioleta e

fotografados utilizando sofware da Koak

4.5 Inquérito entomologico

4.5.1 Captura, disseccéao e identificacao.

Foram realizadas capturas mensais na fauna dediaineos na localidade de Mundo

Novo, em areas correspondentes aos domicilios egnplantacdes e resquicios de Mata

Atlantica. As capturas foram realizadas no peric@puscular e noturno, entre as 17 e 6h da

manha seguinte, durante quatro noites seguidas ama més, utilizando armadilhas

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose Uregntar Americana..4]

luminosas do tipo CDC, com altura de um metro do @egura 13) e capturas manuais com
capturador de Castro, com auxilio da armadilhaldeSon. Informagdes sobre o microclima
foram obtidas através do monitoramento da umidatEmgeratura nos locais de coleta e

registros de indices pluviométricos da regiéo, mtgra periodo de estudo.

Figura 13 - Armadilha CDC instalada em Mundo Nds@o Vicente Férrer.

No laboratério as fémeas foram dissecadas emasabservando o tubo digestivo
para pesquisa de infeccdo natural. Os exemplarelsamndoram preservados em alcool a 70%
e montados em solucdo Berlese. A identificacdoedasnplares por espécies foi realizada
levando-se em consideracdo as caracteristicas ldgidas, baseando-se na sistematica

corrente proposta por Young & Duncan, 1994.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose Uragntar Americana..42

4.6 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram processados e analisadmgstdo programa estatistico

Epilnfo versdo 6.0 com o qual realizamos uma aadles distribuicdo de frequéncia e Excel

(Microsoft) para a construcéo de gréaficos e tabelas
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5 RESULTADOS

5.1 Prevaléncia da infec¢éo na populacdo humana asos notificados

Um total de 181 pessoas, da localidade Mundo Némiosubmetida ao teste de

Intradermoreacao de Montenegro (IDRM) e 37,6% @B)Ioram reagentes (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de positividade para o tdstentradermoreacdo de Montenegro na

populacao da localidade Mundo Novo, Sdo VicenteeFér

Teste IDRM Positivo Negativo Total
Numero 68 113 181
% 37,60% 62,40% 100%

Foram notificados 14 casos de LTA no municipio de Sicente Férrer, durante o
estudo, sendo onze deles no ano de 2005 e trésmaip semestre de 2006. Os pacientes do
sexo masculino foram os mais acometidos represamiéh, 3% (9/14) do total de registros e
a média de idade dos doentes foi de 35,3 anospdegagistros do Sistema de Informacao de

Agravos de Notificacao (SINAN).
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5.2 Animais Domésticos

Foram coletadas amostras de medula 6ssea (MO) etdekl da localidade Mundo
Novo, para a realizacdo do diagnostico parasitotogidssico e molecular utilizando a PCR,

dos quais apenas um foi positivo (Figura 14). Tatbosdes apresentavam-se assintomaticos.

PM CC*"C" 1 2 3 45 6 7 8 9 1t

750pb

Figura 14 — Gel de agarose (1%) das amostras dedé/ides da localidade Mundo Novo. PM
(Peso moleculak + Hind 1Il), C (controle negativo), C (controle positivo 1ng), Jcontrole

positivo 1pg),Linhas 1 a 11( MO de cées), linha 8 (amostra p@iti

As amostras de MO também foram inoculadas em leasnstem meio de cultura para
tentativa de isolamento do parasito. Destas, quitram positivas com isolamento de
Leishmania identificadas através de anticorpos monoclongpe@ficos comd_eishmania

(L.) chagasi
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No exame parasitolégico direto de um dos céesfatiaualizadas formas amastigotas
(Figura 15), porém, o animal veio a Obito antes mu#ssemos realizar outros procedimentos

complementares para confirmagéo de qual espédieislemaniao animal estava infectado.

Figura 15 — Cao que apresentou exame parasitolpgsitivo.
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5.3 Roedores silvestres e sinantrépicos

Foram capturados na localidade Mundo Novo um t#al20 animais, pertencentes a
seis diferentes espécies, sendo 72 machos e 4&dé(abela 2). Dentre as espécies
capturadas a mais abundanteNeictomys squamipéBigura 16) com 46 exemplareRattus
rattus (Figura 17) com 36 exemplares. Todos os animagrfeutanasiados, com excecao de
dois exemplares da espéGalea spiixi,que morreram em cativeiro. A coleta das biopias de
baco e pele para o diagndéstico parasitolégicoaleenolecular foi realizada em 118 animais,

perfazendo 236 amostras testadas (Tabela 3).

Tabela 2 - Espécies de mamiferos silvestres quemfarapturados em Mundo Novo no

periodo de marco a outubro de 2006.

Espécie Macho Fémea Total
Nectomys squamipes 31 15 46
Rattus rattus 23 13 36
Holochilus sciureus 9 10 19

Oryzomys subflavus
Bolomys lasiurus

Galea spiixi

TOTAL 72 48 120
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Figura 16 — Rato d’agudectomys squamipes
Fonte: http://eco.ib.usp.br/

Figura 17 — Rato pretoRattus rattus.
Fonte: www.taiko.org.nz/Taikotuku.html

Mestrado em Saude Publica



LIMA, B.S.

Foi obtida uma positividade de 9,32% (22/236) atsada PCR sendo positivas apenas
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amostras de pele, provenientes de trés diferergpécies:Rattus rattus(10), Nectomys

squamipes(9) e Holochlillus sciureus(3). Os animais positivos, em sua maioria, 72.7%

(16/22), eram machos adultos. Todas as amostraageforam negativas (Tabela 3 e Figura

18 e 19).

Tabela 3 — Espécies de mamiferos silvestres etshpéros em que foram obtidos fragmentos

de baco e pele e resultado da PCR visando a detekezé. (Viannia) braziliensisem

amostras de pele e bago.

Resultado da Resultado % de

Espécie Baco PCR Pele daPCR Total positividade
Nectomys squamipes 46 0 46 9/46 92 9,78
Rattus rattus 36 0 36 10/46 72 13,88
Holochilus sciureus 19 0 19 3/19 38 7,89
Oryzomys subflavus 9 0 0 18 0,00
Bolomys lasiurus 7 0 0 14 0,00
Galea spiixi 1 0 1 0 2 0,00

TOTAL 118 0/118 118 22/118 236 9,32
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PM CC"C'12 3 456 7 8 9101112135%461718192021;

8 .aia -
vicned 3008 giidiili
] 4 . - i

Figura 18- Gel de agarose (1%) das amostras de pele dosiarsitvastres e sinatrépicos da

750pb

localidade Mundo Novo. PM (Peso molecutar+ Hind Ill), C (controle negativo), T

(controle positivo 1ng), Qcontrole positivo 1pg)linhas 1 a 22 (amostras de pele).

750pb

Figura 19 - Gel de agarose (1%) das amostras dedwszanimais silvestres e sinatropicos da
localidade Mundo Novo. PM (Peso molecutar+ Hind Ill), C (controle negativo), T

(controle positivo 1ng), Qcontrole positivo 1pg).inhas 1 a 16 (amostras de bago).
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Outro resultado obtido foi um isolamento provergede um exemplar ddectomys
squamipescapturado no ano de 2003, e que através de inaulmaterial de baco deste
animal em hamsterM. auratug obtivemos o isolado que foi caracterizado atrastés

anticorpos monoclonais, como senddV.) braziliensise também confirmada por PCR.

PM C C C*" C" 1

750pb

Figura 20 - Gel de agarose (1%) das amostras dedmbamster inoculado com material de
Nectomys squamipeBM (Peso moleculdr + Hind Ill), C (controle negativo), T (controle

positivo 1ng), C(controle positivo 0,1pg),inha 1 amostra positivaNectomys squamipes
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5.4 Flebotomineos

Um total de 23.156 exemplares de dezessete esp@iceepturado entre dezembro de
2002 a novembro de 2003 (Tabela l4).complexafoi a espécie predominante, com 62,5%
(14.481), seguida dé. migonei com 33,2% (7.677). Em abrigos de animais e casas
predominouL. migonei,com 75,6% (5.803) e 21,6% (1.658), respectivamed¥is. capturas
em mata primarid,. complexdoi a espécie mais abundante, com 99,8% (14.445).

Em relacdo a distribuicdo por sexo (Tabelal5)complexateve 55,7% (5.549) de
machos e 67,7% (8.932) de fémeas, seguida pmigonei,com 40,4% (4.024) de machos e

27,7% (3.653) de fémeas.

Tabela 4 - Distribuicdo das espécies de Flebotamsineletados em Mundo Novo, no periodo

de dezembro de 2002 a novembro de 2003, de acond® ¢ocal de captura.

Local de Captura

Espécies Abrigos de animais Casas Mata Primaria Tota
N % N % N % N %
L. complexa 28 0,2 8 0,1 14.445 99,8 14.481 62,5
L. migonei 5.803 75,6 1.658 21,6 216 2,8 7.677 33,2
L. evandroi 121 37,2 169 52 35 10,8 325 1,4
L. sordelli 47 15,6 5 1,7 250 82,8 302 1,3
L. naftalekatzi - - - - 170 100 170 0,7
L. shannoni - - - - 38 100 38 0,2
L. capixaba - - - - 38 100 38 0,2
L.whitmani 34 91,9 3 8,1 - - 37 0,2
L. tupinambai - - - - 23 100 23 0,1
L. quinquefer 14 63,6 7 31,8 1 45 22 0,1
L. furcata - - - - 14 100 14 0,1
L. fischeri - - - - 10 100 10 <0,1
L. walkeri - - - - 6 100 6 <0,1
L. brasiliensis 2 50 - - 2 50 4 <0,1
L. oswaldoi - - - - 4 100 4 <0,1
L. choti - - 1 50 1 50 2 <0,1
L. schreiberi - - 1 50 1 50 2 <0,1
Total 6.049 26,1 1.852 8 15.255 65,9 23.155 100
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Tabela 5 - Distribuicdo por sexo do total de esg®de flebotomineos capturados em Mundo

Novo, no periodo de dezembro de 2002 a novemb20d@.

Espécie Machos Fémeas Total
N % N % N %

L. migonei 4024 40,37 3653 27,69 7677 33,15
L. whitmani 18 0,18 19 0,14 37 0,15
L. evandroi 167 1,67 158 1,19 325 1,40
L. sordellii 71 0,71 231 1,75 302 1,30
L. walkeri 5 0,05 1 <0,01 7 0,03
L. quinquefer 8 0,08 14 0,10 22 0,09
L. furcata 6 0,06 8 0,06 14 0,06
L. complexa 5549 55,67 8932 67,72 14481 62,53
L. oswaldoi 1 0,01 3 0,02 4 0,01
L shannoni 11 0,11 27 0,20 38 0,16
L. naftalekatzi 92 0,92 78 0,59 170 0,73
L. tupynambai 4 0,04 19 0,14 23 0,09
L. choti 1 0,01 1 < 0,01 2 < 0,01
L. capixaba 5 0,05 33 0,25 38 0,16
L. brasiliensis 2 0,02 2 0,01 4 0,01
L. schreiberi 0 0,00 2 0,01 2 <0,01
L. fischeri 2 0,02 8 0,06 10 0,04

Total 9966 100 13189 100 23155 100
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Tabela 6 - Distribuicdo de flebotomineos por sexaaedo com local e captura, em Mundo Novo, Saente Férrer.

ABRIGO DE ANIMAIS DOMICILIO MATA PRIMARIA TOTAL

Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea

N % N % N % N % N % N % N % N %

L. migonei 2926 50,42 2877 49,58 999 60,25 659 39,75 99 45,83 117 54,17 24 40 52,42 3653 47,58
L. whitmani 16 47,06 18 52,94 2 66,67 1 33,33 0 0,00 0 0,00 18 48,65 19 51,35
L. evandroi 62 51,24 59 48,76 90 53,25 79 46,75 15 42,86 20 57,14 167 51,38 58 1 48,62
L. sordellii 8 17,02 39 82,98 2 40,00 3 60,00 61 24,40 189 75,60 71 23,51 2316,497
L. walkeri 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 5 83,33 1 16,67 5 83,33 1 16,67
L. quinquefer 6 42,86 8 57,14 1 14,29 6 85,71 1 100,00 0 0,00 8 36,36 14 63,64
L. furcata 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 6 42,86 8 57,14 6 42,86 8 57,14
L. complexa 12 42,86 16 57,14 1 12,50 7 87,50 5536 38,32 8909 61,68 5549 3238, 8932 61,68
L. oswaldoi 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 25,00 3 75,00 1 25,00 3 75,00
L. shannoni 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 11 28,95 27 71,05 11 28,95 27 71,05
L. naftalekatzi 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 92 54,12 78 45,88 92 54,12 78 45,88
L. tupynamboi 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 4 17,39 19 82,61 4 17,39 19 82,61
L. choti 0 0,00 0 0,00 1 100,00 0 0,00 0 0,00 1 100,00 1 50,00 1 50,00
L. capixaba 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 5 13,16 33 86,84 5 13,16 33 86,84
L. brasiliensis 2 100,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 100,00 2 50,00 2 50,00
L. schreiberi 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 100,00 0 0,00 1 100,00 0 0,00 2 100,00
L. fischeri 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 20,00 8 80,00 2 20,00 8 80,00
TOTAL 303z 50,12 3017 49,8¢ 109¢ 59,1¢ 75€ 40,8z 583¢ 38,27 941¢ 61,7 996¢ 43,0¢  1318¢ 56,9¢

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose Uregntar Americana..54

Em relagédo a variagdo mensal e sazonalidade, f@redda entre os meses de abril e
julho, a maior densidade de flebotomineos (Figuna @rrespondendo ao periodo de maior
umidade relativa do ar, onde foi registrado 66,B%emperatura média neste periodo variou

de 28 °C em abril a 23,6 °C em julho, sendo mesésmdperaturas mais baixas (Figura 22).

Figura 21 - Variacdo mensal de flebotomineos niogderde 12 meses (dezembro de 2002 a

novembro de 2003) em Mundo Novo, Séo Vicente Férrer

—e— Variagcdo mensal do flebotomineos
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Figura 22 — Média da umidade relativa do ar e teaitpeas médias observadas durante o

periodo de captura dos flebotomineos na localiddedo Novo, S&do Vicente Férrer.
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Fonte: Instituto Tecnoldgico de Pernambuco / Latdoiade Meteorologia de
Pernambuco (ITEP/LAMEPE).
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A maior densidade de flebotomineos coincidiu conrmeses mais chuvosos, onde 0s
indices pluviométricos variaram de 132 fnem abril e 142 mfhem julho. No més de junho
obtivemos o maior nimero de flebotomineos captsad@s de maiores precipitacdes de

chuvas, registrando um indice pluviométrico de 1#(figura 23).

Fugura 23 - Registros dos indices pluviométricogaeacdo mensal de flebotomineos no

periodo de 12 meses (dezembro de 2002 a novemi20033 em Mundo Novo, Sdo Vicente

Férrer.
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Fonte: Instituto Tecnoldgico de Pernambulcaboratorio de Meteorologia de
Pernambuco (ITEP/LAMEPE).
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Os meses compreendidos de maio a julho foi o perod que a espécie complexa
foi mais abundante enquantd.amigoneifoi mais freqiiente entre os meses de marco e abril

(Figura 24).

Figura 24 - Comparagdo do total de espécimek. dmmplexae L. migoneicapturados no

periodo de dezembro de 2002 a novembro de 2003, @mld/Novo, Sdo Vicente Férrer.
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6 DISCUSSAO

A complexidade da LTA causada far(V.) braziliensisesta, representada pelas diversas
manifestacdes clinicas relacionadas a esta esfigutagdes de tratamento e pela diversidade de
vetores e reservatérios envolvidos no ciclo destrassdo o que torna esta endemia um desafio
para parasitologistas e para os programas govenaisiede controle. Neste sentido, os
resultados obtidos neste estudo auxiliam na idea¢#io do padrdo de transmisséo envolvido em
uma importante regido endémica de colonizacdo antig Mata Atlantica do Nordeste, onde
ocorrem as duas formas de leishmaniose.

Verifica-se uma grande expansdo geogréfica da deeacorréncia da LTA, a qual
atualmente encontra-se presente em grande parterritdrio pernambucano, compreendendo
todas as regides, tendo metade de todos os casosnt@dos na Zona da Mata (BRANDAO-
FILHO et al 1999). No municipio de Sao Vicente Férrer, foramtificados 14 casos de LTA,
durante o desenvolvimento deste trabalho, sende deles no ano de 2005 e trés no primeiro
semestre de 2006. Os pacientes do sexo masculiam fos mais acometidos, representando
64,3% (9/14) do total de registros; individuos atas as faixas etérias foram atingidos, inclusive
criancgas, sugerindo a domiciliagdo desta endemraurocipio estudado.

O inquérito de prevaléncia da infeccdo realizad@oypulacdo humana da localidade de
Mundo Novo através da IDRM apresentou um percentl®l positividade de 37,6%,
corroborando com outros trabalhos que relatam ups#éiyidade que varia de 18,6% a 78,2%
(ANDRADE et al, 2005; ARLENEet al 2001; COSTAet al 1998; NUNESet al, 2006;

SILVEIRA et al, 1999).
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A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) é um tedignéstico muito util na
leishmaniose tegumentar, tendo sido mencionadabdatede variando entre 80 e 100% e
especificidade chegando a 100%. Na leishmaniosenak a IDRM tem outro comportamento,
sendo negativa durante a doenca ativa e tornangossva apds semanas ou até dois anos do
tratamento (CUBA CUB/et al, 1985; MELOet al, 1977; PAMPIGLIONEet al, 1975).

Um dos fatores que limita a compreensdo da epidegio das leishmanioses € a
identificacdo de hospedeiros reservatorios que enamt ciclo de transmissdo. Os reservatorios
naturais sdo geralmente desconhecidos devido &wuldddes na captura destes animais
silvestres, mas principalmente devido as dificukdaghara o isolamento e identificacdo dos
parasitos, particularmente braziliensis Achados ocasionais referidos cambraziliensis sensu
lato em diversos mamiferos silvestres e sinantropicoanfaregistrados em varias regides das
Américas durante o século XX, mas todos baseadesaapem caracteristicas morfoldgicas do
parasito ao microscopio 6ptico ou apenas no commpemnto do crescimento deste em meio de
cultura e ou em animais de experimentacdo, comaaraster (FORATTINIet al, 1972;

LAINSON; SHAW, 1979; MAYRINKet al, 1979).

Neste estudo os isolados obtidos de material hunerde animal silvestre foram
caracterizados através de anticorpos monoclonaigresentaram ambos os primeiros isolados de
L. (V.) braziliensisnesta area da Zona da Mata no Estado de Pernambomgprovando,
classicamente, o envolvimento deste parasito naaipim estudado.

O teste da PCR constitui uma valiosa ferramenta patudos epidemioldgicos, pois se
pode detectar o DNA do parasito em varios tiposaa®stras clinicas de pacientes, animais

hospedeiros e vetores, sem a necessidade deaspdaasito, sendo utilizado na identificacdo da
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infeccao natural em mamiferos silvestres em véuniaas endémicas de LTA. (ALEXANDER
al, 1998; BRANDAO-FILHOet al 2003; DE LIMAet al, 2002; KERRet al, 1999; TELLERIA
et al 1999).

No presente estudo, foi obtida através da R@®Ra positividade de 9,32% (22/236) para
0s animais silvestres e sinantrOpicos examinadasjos positivas apenas amostras de pele,
provenientes de trés diferentes espédrattus rattus, Nectomys squamipese Holochlillus
sciureus Os animais positivos, em sua maioria, 72.7%mereachos adultos e todas as amostras
de baco foram negativas. A deteccdo de DNA@&shmaniasp em amostras de pele de animais
silvestres no presente estudo corrobora com oglashde um trabalho realizado no Estado de
Minas Gerais, onde foi obtida uma positividade @@, sendo detectados DNA deishmania
dos complexodraziliensise donovaniem amostras de pele de algumas espécies de reedore
silvestres assintomaticos (OLIVEIR& al, 2005).

A infeccdo porLeishmaniaem R. rattus, espécie comensal abundante no ambiente
doméstico, parece ser muito comum em areas endédech¥A no Brasil. Entretanto, poucos
estudos investigaram o papel deste roedor sinaotrdm ciclo de transmissdo da doenca. No
Brasil, Vasconcelost al (1994) e Brandao-Filhet al (2003) verificaram que esse roedor poderia
agir como reservatorio secundario natural no cio transmissdo da leishmaniose cutanea
associada &. (V.) braziliensisOutros estudos que também utilizaram diagnosticecntar por
PCR, relatam a presenca de DNA de parasitos dolegoip. (V.) braziliensieL. (L.) mexicana
em espécimes dR. rattus(ALEXANDER et al1998; DE LIMAet al 2002). No nosso trabalho
foi detectado erR. rattusatravés da PCR, uma positividade de 13,88 %, arreatre os animais
estudados. Este dado reforca os estudos precedpmenostram a presenca de DNALd€V.)

braziliensisem amostras deste roedor sinatropico.

Mestrado em Saude Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemioldgico da Leishmase Tegumentar Americanag]

O roedor silvestreN. squamipetambém apresenta evidéncias consistentes para sua
incriminacdo como provavel reservatorio primarid.d#\, sobretudo pelo significativo indice de
infeccao natural na deteccdo de DNALggshmania (Vianniaypp, demonstrado por Brandao-
Filho et al (2003), o que reforga seu envolvimento na manutedgaciclo de transmissdo na
Zona da Mata Sul de Pernambuco. O presente esktdotau DNA deLeishmania (Viannia)
spp. em 9,78% dos exemplares desta espécie lyestVr,89% em animais da espékie
scieurus

Originalmente uma zoonose de areas de florestag|ada transmissdo da LTA tem-se
adaptado nas ultimas décadas ao ambiente domésticpelo menos nove paises latinos
americanos. Diversos estudos tém sugerido que adecawstico Canis familiarig, que ja é
incriminado como reservatorio no ciclo zoonoticdelahmaniose visceral, pode ter um papel de
reservatorio secundario na transmissdo doméstica Tda causada porL. braziliensis L.
panamensise por L. peruviana (ALEXANDER et al 1995; CHRISTENSENet al 1983;
DAVIES et al, 1997; DE QUIEROZt al 1994; FELICIANGELet al, 1994; LE PONTet al,
1989; MORALESet al, 1981; RANGELet al, 1984; SALOMOMet al, 1992; VILLASECA et
al, 1993).

A partir da primeira evidéncia da participacdo do domestico na transmissédo da LTA
no Brasil, assinalada por Pedroso (1913), somentoada de 80 intensificaram-se estudos para
melhores esclarecimentos deste novo perfil. O distipo para a deteccédo da infecgdo em cées é
normalmente realizado mediante exames clinicos,odstracdo do parasita e identificacdo de
anticorpos especificos, através de testes sorolgmomo RIFI e ELISA, sendo estes
considerados os de melhor especificidade e de maensibilidade, respectivamente

(MINISTERIO DA SAUDE , 2003).
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Para Falquetet al (1986), a possibilidade da manutencdo do ciclonatco doméstico
entre 0 homem e animais domésticos pode ser indepndo ciclo entre animais silvestres e a
eventual infeccdo humana. Segundo o autor, o c&#aelo essencial para a disseminacao dessa
zoonose em alguns municipios do Sudeste brasikipresenca das formas clinica/subclinica da
LTA na populacéo canina sugere que o cédo pode ebuan possivel fonte de infeccéo ao vetor e
consequentemente na disseminacdo da doenca pammemh dependendo da espécie de
flebotomineo envolvido e da competéncia vetorial.

O ciclo de transmisséo de leishmaniose tegumeptasanta caracteristicas peculiares a
cada regido endémica, 0 que nem sempre permitpeldr dados de uma regido para outra. Por
outro lado, muitas é&reas endémicas apresentam texdsticas ambientais semelhantes,
coincidindo detalhes do ciclo de transmisséo, ¢ai®0: a presenca das mesmas especies de
parasitos, mamiferos silvestres e insetos vetdials|eto, 1995). Este autor ainda se refere as
duas areas endémicas de LTA por ele estudadasgi@Reudeste do Brasil, ondd.amigonei
foi a espécie que apresentou maior afinidade do Aguiaret al. (1993), realizando pesquisas
também no Sudeste, no litoral sul do Estado dodRidaneiro, no municipio de Paraty, ja havia
observado preferéncia alimentar da espcraigoneipor caes.

Em nosso estudo, o teste de PCR especifico panhggseroviannia, detectou um céo
positivo dos onze espécimes examinados, represkntan percentual de positividade de 9 %.
Todos os animais apresentavam-se assintomaticostrando a importancia do diagnéstico
molecular neste tipo de estudo.

A importancia epidemiolégica das leishmanioses Iisippa o0s estudos dos
flebotomineos vetores deeishmania Sdo conhecidas mais de 800 espécies destessimseto

mundo e estima-se que 81 delas sdo capazes dmitiaeste parasita (KILLICK-KENDRICK
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et al 1990). Nas Américas ja foram identificadas ma&st0 espécies das quais cerca de trinta
sao vetores comprovados. No Estado de Pernambucasos de LTA humana ocorreram, com
incidéncia crescente na Ultima década, na Zona ata Igeralmente associadd.awhitmani
como vetor principal (BRANDAO-FILH®t al, 1999).

No Nordeste do Brasil existe uma grande riquezeesimcies de flebotomineos. Os
estados do Maranhdo, Ceara e Bahia apresentamauwma bastante diversificada, constituida
por um grande nimero de espécies (REBEtCal., 2000 e SHERLOCKet al, 1996). Em
Pernambuco, a fauna flebotominica ainda € poucbemia, mas ja se verifica também um
grande nimero de espécies (ANDRABIEA, 2005; BALBINOet d, 2005; BRANDAO-FILHO
et al, 1998; BRANDAO-FILHOet al, 1994).

O presente trabalho acrescenta informacoes relvam relacdo a fauna flebotominea da
regido da Zona da Mata Norte de Pernambuco, ondenémntrada uma baixa densidadelde
whitmani,vetor comprovado da transmissdo da LTA e incrinoneaimo vetor da LTA na Zona
da Mata Sul do estado e auséncialdeongipalpis incriminado na literatura como vetor
transmissor da LVA.

Souzaet al, (2003), encontrou a auséncialddongipalpisem seis localidades diferentes
do Rio de Janeiro com casos humanos autocnes de ddsaciada a presencalddirmatoi e L.
migonej que segundo o autor, apresentam um estreitodgraaarentesco no grupo parafilético
do subgénerd_utzomyiae sugere a possibilidade dessas espécies apresentaportancia
epidemioldgica na transmissdo da LVA nessas aredse ndo foi observada a presencalLda
longipalpis.

Os resultados encontrados neste trabalho com asr@spealizadas em diferentes locais

representativos de habitats/ec6topos (intradomjcéstabulos e resquicios de mata primaria),
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apresentant. complexacom maior densidade em mata primaria. enigoneipredominou nas
capturas realizadas em abrigos de animais e cawmas 76,6% e 21,6% respectivamente
(CARVALHO et d, 2007, em anexo).

L. complexaé incriminado como vetor de (V.) braziliensisna regido Norte, onde foi
encontrado naturalmente infectado com esta espéciestado do Para e é reconhecidamente
antropofilico (DE SOUZAet al 1996). Em um estudo realizado em Paudalho, ZenMata
Norte de Pernambuco foi encontrddacomplexaem maior densidade em uma area de mata onde
era realizado treinamento com os militares e omdereram varios casos de LTA em individuos
apos estes treinamentos na mata (ANDRA&Eal 2005). Neste sentido, mesmo ndo tendo
encontrado infeccdo natural nesta espécie durantesso estudo, o fato de apresentar
predominancia relativa nas capturas realizadasata ptimaria remanescente, reforca a hipétese
de este constituir-se o vetor primario lde(V.) braziliensis envolvido na transmissao do ciclo
enzootico silvestre.

L. migonei e L. whitmanrelatados por Azevedo e Rang@l991) no municipio cearense
de Baturité, situado na Serra de Baturité, comcéa@ep que poderiam invadir os habitats
peridomésticos e domeésticos, ondemigoneifoi encontrada naturalmente infectada chm
braziliensis e junto com L. whitmani foram incriminadas como transmissoras da LTA
(AZEVEDO et al 1990 a e b). Semelhante quadro foi verificadoAéomso Claudio, municipio
de Espirito Santo, situado a 650m do nivel do pradteL. migonej L. whitmanie L. intermedia
foram as espécies vetoras ldabraziliensisno ambiente domiciliar, sendo que a primeira e a
segunda espécies estariam fazendo a ponte entnbierde silvestre e domiciliar (FALQUETO,

1995)
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Em nosso estudo devido a maior densidadé.dmigoneiem ambientes domésticos e
peridomésticos sugere-se também que este vetoemgtdvido no ciclo zoondtico da LTA na
regido, ja que nesta localidade.avhitmanifoi encontrado em menor densidade.

Baseado nos dados obtidos podemos extrapolarar tifinir o perfil de transmisséo da
LTA na regido, adaptando os nossos resultadosgodiagrama ( Figura 20) proposto por Shaw
& Laison (1987), elaborado para representar a dielantre o(s) vetor (es) e reservatorio (S)
envolvidos em ciclos enzoo6ticos e zoondticos. Lpgdemos enquadrar a situacdo encontrada
nesta regido em duas possiveis representacOesmegmas: uma representada por um ciclo
enzoodtico silvestre envolvenddN.( squamipesyeservatorio primario, com o possivel vetor
primario representado pdr. complexa(Diagrama iii,iv ou v); e outra representado o icl
zoondtico ( situagdo vi ou vii), onde no esqueméaaia interface de ligacdo na transmissao entre
0os habitats do reservatério primaridN. ( squamipé8s e secundéario R. rattus e o c&o)
desempenhado por um vetor comiunmigonei

Diante do exposto pode-se sugerir quemigoneiseria o vetor envolvido no ciclo
zoonodtico da LTA nesta regido, devido a sua maensilade e a seu comportamento tanto
zoofilico quanto antropofilico, consequentementeehia maior chance de se infectar em
reservatorios primarios e em animais domésticosocorndo (FALQUETO, 1995; FALQUETO
et al 1986). Mesmo assim, fazem-se necessarios novodosssobre a infec¢cdo natural e o
habito alimentar destas espécies na tentativaudelal esta hipotese.

Finalmente, é consistente a evidéncia do envolvionda mais de uma espécie de vetor
na transmissdo da leishmaniose tegumentar nesteipiaonda Zona da Mata Norte, nos ciclos

zoondtico e enzodtico mantidos por pequenos maosifglvestres e sinantrépicos.
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Figwra adaptada de Shaw and Lainson, capitdo Ecodlogy and epidemiclogy @ Wew World in The
Leishunaniosis in Biology and Medicine — Volwne I, 1987,

Figura 20 -Diagrama representativo da relacdo do vetor(syervatorio(s) para ocorre
transmissdo (area rachurada). (ieridluma sobreposicdo entre habitats: ausénc
transmissédo; (ii) Transmissdo atraves do habitavetor; (iii) Transmissdo atraves
habitat do reservatério; (iv) Transmisséo limitadama pequena area de sobreposic
habitats; (v) Transmissdo pattais hospedeiros com diferentes preferéncias paitats
através do habitat do vetor; (vi) Transmissdo padwés diferentes hospedeiros
diferentes habitats pelo mesmo vetor; (vii) Trarssd@o por um vetor secundario |
hospedeiro secundéario fora dbabitat do reservatério primario e do vetor
(reservatorio), V (vetor), Rreservatorio primario), Kreservatorio secundario) ; wetol
primario), V. (vetor secundario).

()-(iv) representam ciclos enzodticos e (v) —)(wipresentam possiveis cislpoonotico:

nos quais o homem é um hospedeiro acidenty (R

Mestrado em Saude Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemioldgico da Leishmase Tegumentar Americanag7/

7 CONCLUSOES

1. Acirculagéo dé. (V.) braziliensidoi comprovada nesta regido.

2. O animal silvestr&l. squamipegrato da agua) é um provavel hospedeiro reservadér

L. (V.) braziliensisestando envolvido no ciclo enzootico da LTA nestado.

3. O R. rattus animal sinantropico, pode estar envolvido noocizbonédtico da LTA,

representando um hospedeiro secundario na localidad/lundo Novo.

4. O céao Canis familiarig pode representar uma fonte de infeccdo parabstbmineos na
regido do peridomicilio e domicilio, podendo, tambésta envolvido no ciclo zoonotico

da LTA nesta localidade.

5. L. migoneiapresenta evidéncias indiretas de constituir-$ervaa LTA, envolvido no
ciclo zoondtico, nesta regido da Zona da Mata Niet€ernambuco, onde foi encontrada
baixa densidade de. whitmani,principal vetor comprovado na transmissao da LTA no

Brasil.

6. L.complexgossivelmente esta envolvido no ciclo enzoo6ticotiA hesta regido.

7. O numero de casos humanos durante o estudo fientio da média histérica, onde

predominou caos da forma cutanea da doenca.

Mestrado em Saude Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAtaericana... 68

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, G. M., et al Ecology of sandflies in a recent focus of cutarsebeishmaniasis in
Paraty, litoral of Rio de Janeiro state (Dipteraydhodidae, Phlebotomina@jlemorias do
Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 88, p.339-340, Abr.-Jun, 1993.

ANDRADE, A.; PINTO, S.C.; OLIVEIRA, R.S. Animais ddaboratorio: criacdo e
experimentacdo. Ed. Fiocruz, Rio de Janeiro, 2002.

ANDRADE, M. S., et al Sandfly fauna in a military training area enderfic American
tegumentary leishmaniasis in the Atlantic Rain Bbreegion of Pernambuco, Brazil.
Cadernos de Saude PubligeRio de Janeiro, v.21(6), p.1761-1767, Nov-De@Q32

ANDRESEN, K. et al. Evaluation of the polymerase chain reation in thagnosis of
cutaneous leishmaniasis duelteishmania major a comparison with direct microscopy of
smears and sections from lesiomsansactions of the Royal Society of Tropical Medime
and Hygiene,London v. 90, p. 133-135, 1996.

ALENCAR, N.X.; et al Mielograma. Parte [. indicacfes e colheita doemalt Revista
Educacédo Continuada. CRMV-SP.y.5, n.2, p.157-163, 2002.

ALEXANDER B, et al Phlebotomine sandflies associated with a focuscutfineous
leishmaniasis in Valle del Cauca, Colomhk¥éedical and Veterinary Entomology, Oxford,
V. 9,p. 273- 278, Jul.,1995.

ALEXANDER, B. et al. Detection ofLeishmania (Viannia) braziliensisomplex in wild
mammals from Colombian coffe plantations by PCR BMNA hybridization.Acta Tropica,
Cambridgey. 69, p. 41-50, Mar, 1998.

ALVAR, J., et al Canine leishmaniasi®idvances in Parasitology,v. 57, p.1- 88, Oct.,
2004.

AZEVEDO, A.C.R., et al. Natural infection ofLutzomyia (Nyssomyia) whitmarby
Leishmania of th@raziliensiscomplex in Baturité, Ceara State, Northeast Brasimorias
do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 85, p. 254pr-Jun 1990b.

AZEVEDO, A.C.R., RANGEL E. F., QUEIROZ, R.Gutzomyia migonenaturally infected
with peripylarian flagelates in Baturité, a focusontaneous leishmaniasis in Ceara State,
Brazil. Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, v. 85, p. 199, Apr-Jun,1990a.

AZEVEDO, A.C.R, Rangel E. F. A study of sandfly sjgs (Diptera: Psychodidae:
Phlebotominae) in focus of cutaneous Leishmaniasithe municipality of Baturité, Ceara,
Brazil. Memdérias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 86, p. 405-410, Oct.-Dec,
1991.

BALBINO, V.Q., et al. Sand flies (Diptera: Psychodidae) in Pernambucte Startheastern

Brazil: The presence of species incriminated agovecof cutaneous leishmaniasis in the
Amazon regionZootaxa, New Zealand, v. 1078, p.25-32, Nov., 2005.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAtaericana... 69

BRANDAO-FILHO S.P.et al American cutaneous leishmaniasis in PernambucazilB
Eco-epidemiological aspects in ‘Zona da Mata’ ragilemorias do. Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiros.89, p. 445-449, Jul-Sep, 1994.

BRANDAO-FILHO et al. Leishmaniose tegumentar americana em centro aileatnento
militar localizado na Zona da Mata de PernambucasiB Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, Uberaba, v.31, p. 575-578, Nov.-Dec1998.

BRANDAO-FILHO, S.P.et al Epidemiological surveys confirm an increasingdaumr of
cutaneous leishmaniasis in north-east Bradzinsactions of the Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene,London v. 93, p. 488-494, Sep-Oct, 1999.

BRANDAO-FILHO, S.P. Ecoepidemiologia da leishmagidegumentar americana associada
a Leishmania (Viannia) braziliensis na Zona da Matléntica do Estado de Pernambuco,
Brasil. Tese de Doutoradtniversidade de Sao Pauld;&o Paulo, BrasiR001.

BRANDAO-FILHO, S.P.et al Wild and synanthropic hosts dfeishmania (Viannia)
braziliensisin the endemic cutaneous leishmaniasis localitAwfaraji, Pernambuco State,
Brazil. Transactions of the Royal Society of Tropical Medine and Hygiene,London v.
97, p.291-296, May- June, 2003.

BRITO, M.E.F., et al Domesticity of Lutzomyia whitmani (Diptera: Psychdae)
populations: field experiments indicate behavioulidferences.Bulletin of Entomological
Research, Cambridge, v. 90, p. 41-48, 1993.

BRITO, M.E.F.,et al Identification of potentially diagnostieeishmania braziliensiantigens
in human cutaneous leishmaniasis by immunoblot yarsal Clinical and Diagnostic
Laboratory Immunology, Washington, v. 7, p. 318-321, Mar, 2000.

CAMPBELL-LENDRUM, D.H., et al. Experimental comparison of anthropophily between
geographically dispersed populationd.otzomyia whitman{Diptera: PsychodidaelMedical
e Veterinary Entomology,Oxford, v. 13, p. 299, Jul., 1999.

CAMPBELL-LENDRUM, D.H., et al. Domesticity of Lutzomyia whitmani (Diptera:
psychodidae) populations: field experiments indichehavioural differencesBulletin of
Entomological Research Cambridgev. 90, p. 41-48, Feb., 2000.

CHRISTENSEN, H.A.,et al The ecology of cutaneous leishmaniasis in theuBkp of
PanamaJournal of Medical Entomology,s.l., v. 20, p. 463—-484, Oct., 1983.

CUBA CUBA, C. A. et al Parasitologic and immunologic diagnosis of Amamic
(mucocutaneous) leishmaniasisEpidemiological Bulletin  Pan American Health
Organization, Washington, v. 15, p. 249-259, 1981.

CUBA CUBA, C. A.,et al. The use of different concentrations of leishmaaigigen in skin
testing to evaluate delayed hypersensitivity in ra@ cutaneous leishmaniasikevista da
Sociedade Brasileira de Medicina TropicalJUberaba, v. 18, p. 231-236, 1985.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAtaericana... 70

CUPOLILLO E., GRIMALDI G., MOMEN H. A general claggation of New World
Leishmaniausing numerical zymotaxonomsmerican Journal of Tropical Medicine and
Hygiene,s.l, v. 50, p. 296-311, 1994.

DAVIES C.R.,et al Cutaneous leishmaniasis in the Peruvian Andsek:factors identified
from a village cohort studyAmerican Journal of Tropical Medicine and Hygiene,s.|.,v.
56, p. 85-95, Jan.,1997.

DE LIMA, H., et al. Cotton rats $igmodon hispidysand black ratsRattus rattuyas possible
reservoirs ofLeishmaniaspp. In Lara State. Venezueldemoérias do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, v 97, p. 169-174, Mar, 2002.

DE SOUZA et al. Psychodopygus complexas new vector ofeishmania braziliensigo
human in Para State, BraZilransactions of the Royal Society of Tropical Medioe and
Hygiene,London, v. 90, p. 112-113, Mar.-Apr., 1996.

DEGRAVE, W, et al. Use of molecular probes and PCR for detection typihg of
Leishmania a mini-review.Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, v. 89(3),
p. 463-469, Jul-Sep, 1994.

DE QUEIROZ, R.,et al. Cutaneous leismaniasis in Ceara State in Northageazil:
incrimination of Lutzomyia whitmani(Diptera: Psychodidae) as a vector lafishmania
braziliensisin Baturité municipalityAmerican Journal of Tropical Medicine and Hygiene
Baltimore, v.50, p. 693-698, 1994.

DESJEUX, P. The increase in risk factors for leiahiasis world-wideTransactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and Hygienelondon v. 95, p. 239-243, May.-Jun.,
2001.

DE BRUIJIN M.; BARKER, D.C. Diagnosis of New Worldishmaniasis: specific detection
of species of théeishmania braziliensisomplex by amplification of kinetoplast DNActa
Tropica, Cambridgev. 52, p. 45-58, Set., 1992.

FABER W. R.,et al. Value of diagnostic techniques for cutaneous haehiasisJournal of
the American Academy of DermatologySchaumburg, v. 49, p. 70- 74, Jul., 2003.

FELICIANGELI M.D., et al. Vectors of cutaneous leishmaniasis in north-eénfenezuela.
Medical and Veterinary Entomology, Oxford, v. 8, p. 317-324, Oct., 1994.

FIDEM, Agéncia Estadual de Planejamento e PesqdiéséPernambuco. Disponivel em:
http://www.condepefidem.pe.gov.br. Acesso em janee 2004.

FALQUETO, A., et al Participagdo do cdo no ciclo de transmissdo d&hrf@niose
tegumentar no municipio de Viana, Estado do Esp8#nto, BrasilMemorias do Instituto
Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, v.81(2), p. 155-163, Abr.-J11886.

FALQUETO, A. Especificidade Alimentar de Flebotomds em Duas Areas Endémicas de

Leishmaniose Tegumentar no Estado do Espirito Sdetse de Doutorado, Rio de Janeiro,
Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, 1995

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAmaericana... 71

FRANCA F., et al. An outbreak of humarLeishmania (Viannia) brazilinsisnfection.
Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, v. 86, p.169-174, Apr-Jun,1991.

FORATTINI, O.P. Sobre os reservatérios naturaisleishmaniose tegumentar americana.
Revista do Instituto de Medicina Tropical S&o Paulo, v. 2(4), p. 195-203,1960.

FORATTINI, O.P.,et al. Infeccbes naturais de mamiferos silvestres em @émeémica de
leishmaniose tegumentar do Estado de S&o Paulgjl.BRevista de Saude PublicaSao
Paulo, v. 6, p. 255-261, Sep., 1972.

FORATTINI, O.P.,et al. Nota sobre a infec¢do natural @eyzomys capito laticepsm foco
enzodtico de leishmaniose tegumentar no EstadoddePaulo, BrasilRevista de Saude
Pudblica, Sao Paulo, v.7, p. 181-184, Jun.1973.

GONTIJO B., CARVALHO M.L.R. Leishmaniose tegumentamericana.Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina TropicaglUberaba, v. 36, p.71-80, Jan.- Fev., 2003.

GOMES, M.L, et al. Chagas disease diagnosis: comparative analysisasipologic,
molecular and serologic method8merican Journal of Tropical Medicine Hygiene,
Baltimore, v. 60, p. 205-210, 1999.

GUIMARAES, F.N., AZEVEDO, M., DAMASCENO, R.. Leishamiose tegumentar -
zoonose de roedores silvestres na Amazdhéemorias do Instituto Oswaldo Cruz Rio de
Janeiro, v. 66(2), p. 151-168, 1968.

GRIMALDI, G. Jr. Leishmanioses tegumentares: aspeatlinicos e imunopatoldgicos.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 77(2), p. 195 — 215, Apr- Jun.
1982.

HERTIG M., FAIRCHILD G. B., JOHNSON C. M. Leishmasis transmission-reservoir
project.Ann. Rep. Gorgas Memorial Laboratory, s.l., v.1956, p. 9-11, 1957.

IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e EstatiatiDisponivel em: http://www.ibge.gov.br.
Acesso em janeiro de 2006.

JONES, T.C.et al. Epidemiology of American cutaneous leishmaniasie tb Leishmaia
braziliensis braziliensislournal Infectious DiseasesChicago, v. 156, p. 73-83, Jul., 1987.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. Leishmanias and Leishmasiasf the New World, with
particular reference to Brazil Epidemiological Bulletin Pan American Health
Organization, Washington, v. 7, p. 1-19, 1973.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. The role of animals in tkpidemiology of South American
leishmaniasis.Lumsden W.H.R and D.A. Evans, Eds Biology of the kinetoplastida.
Academic Press: London v. 2, p. 1-116, 1979.

LAINSON R., SHAW J.J., POVOA M. The importance afemdates (sloths, anteaters) as
primary reservoirs oLeishmania braziliensis guyanensé causative agent of ‘pian bois’ in
north Brazil. Transactions of the Royal Society of Tropical Medime and Hygiene
London, v. 75, p. 611-612, 1981a.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemioldgico da Leishmaniose TegumeAtaericana... 72

LAINSON, R., et al. Leishmaniasis in Brazil: XVI. Isolation and iddidation of Leishmania
species from sandflies, wild mammals and man ithnBara State, with particular reference
to Leishmania braziliensis guyanensgausative agent of “ pian boisTransactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and HygiengLondon, v. 75, p. 530-536, 1981b.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. Evolution, classificatiomé geographical distribuitiorin: The
Leishmaniases in Biology and Medicirfeeters & Killick Kendrick Eds . p. 1-119. London:
Academic Press, 1987.

LAINSON, R.; SHAW J.J. New World leishmaniasis. TieotropicalLeishmaniaspecies. In
Collier L, Balows A & Sussman M (Eds)opley & Wilson’s Microbiology and Microbial
Infectious Diseases,"™ Ed., Arnold, London, v. 5, p. 241-266, 1998.

LAINSON, R., SHAW, J.J. A brief history of the genu.eishmania (Protozoa:
Kinetoplastida) in the Americas whith particulaference to Amazonian Braziournal of
the Brazilian Association for Advancement of Scierg; s.l., v. 44, p. 2-3, 1992.

LEILA, ILA.R. et al Diagnostico Parasitologico de Leishmanioses porohlgide Coloracéo
Alternativo.NewsLab. ed 75, p. 184-188, 2006.

LE PONT F., MOUCHET J., DESJEUS P. LeishmaniasiBaiivia. VI. Observations on
Lutzomyia nuneztovari angleise Pont & Desjeux, 1984 the presumed vector ofreguary
leishmaniasis in the Yungas focdemorias do Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, v.
84, p. 277-278, Abr.-Jun, 1989.

KAR, K. Serodiagnosis of leishmaniast3itical Reviews in Microbiology. Boca Raton, v.
21, p. 123-152, 1995.

KERR, S.F., MCHUGH, C.P. MERKELZ, R. Short repotfatus ofLeishmania mexicna
near Tucson. ArizonaAmerican Journal of Tropical Medicine Hygieng Baltimore, v. 61,
p.378-379, Sep, 1999.

KILLICK-KENDRICK R. Phlebotomine vectors of the &imaniases: a revieMedical and
Veterinary Entomology, Oxford, v. 4, p. 1-24, Jan., 1990.

MARSDEN P. D. Personal experiencie with diagnostnd therapeutic aspects of human
Leishmania (Viannia) braziliensi; Trés BracosMemorias do Instituto Oswaldo Cruz
Rio de Janeiro, v. 89, p.485-487, Jul.-Set 1994.

MARZOCHI, M. C. A., COUTINHO, S.G., SABROSA, P. Beacao de imunofluorescéncia
indireta e intradermoreacao para leishmaniose tegtanamericana em moradores na area de
Jacarepagua (Rio de Janeiro). Estudo comparativoesnltados observados em 1974 e 1978.
Revista do Instituto de Medicina Tropical,Sao Paulo, v.22, p. 149-155, 1980.

MARZOCHI, M. C. A. Curso - Doencas Infecto-Paras#s. Leishmanioses no Brasil: As
leishmanioses tegumentarédernal Brasileiro de Medicina, s.l., v. 63, p. 82-104, 1992.

MAYRINK, W., et al Epidemiology of dermal leismaniasis in the RiocBd/alley, State of

Minas GeriasAnnals of Tropical Medicine and Parasitology,England, v. 73, p. 123-137,
1979.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAtaericana... 73

MELO, M.N., et al. Padronizacdo do antigeno de Monteneggevista do Instituto de
Medicina Tropical de S&o Paulgv. 19, p.161-164, 1977.

MINISTERIO DA SAUDE. Manual de Controle da Leishnmse tegumentar americana.
Brasilia, 2000.

MINISTERIO DA SAUDE. Situacéo da Prevencdo e Cdetmas Doencas Transmissiveis
no Brasil. Brasilia: Fundacado Nacional de SaudefGéyvacional de Epidemiologia, p 28-29,
2003.

MINISTERO DA SAUDE.Manual de Vigilancia e Controle da Lesihmaniose Viseral.
Ed. MS, Brasilia, 2003.

MORALES A, et al. Aislamiento de tres cepas tleishmaniaa partir deLu. trapidoi en
Colombia.Biomédica,Bogota, v. 1, p. 198-207, 1981.

OLIVEIRA, F.S.,et al. PCR-based diagnosis for detectiorLefshmanian skin and blood of
rodents from an endemic area of cutaneous andralseesshmaniasis in BraziVeterinary
Parasitology, Oxford, v. 129, p. 219-227, 2005.

PAMPIGLIONE S.,et al. Studies on Mediterranean leishmaniose. 3. The riasin skin
tetst in kala-azarTransactions of the Royal Society of Tropical Medime and Hygiene,
London v. 69, p. 447-453, 1975.

RAMOS, S.A, et al. Detection and identification of human pathogeh®ishmaniaand
Trypanosomaspecies by hybridization of PCR-amplified mini-exoepeats Experimetal
Parasitology, Virginia, v. 82, p.242-250, 1996.

RANGEL, E.F..et al. Infeccdo natural deutzomyia intermediautz & Neiva, 1912 em area
endémica de leishmaniose tegumentar no Estado @adrlaneiroMemarias do Instituto
Oswaldo Cruz,Rio de Janeiro v. 79, p. 395-396, Jul.-Set. ,1984.

RANGEL, E. F.; LAISON, R. Flebotomineos do Bradit, edicdoEditora Fiocruz, Rio de
Janeiro, 2003.

REBELO, J.M.M., et al. Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) de Lagoas,iaipim de
Buriticupu, Amazoénia Maranhense. | — Riqueza e dhonia relativa das espécies em area
de colonizagao recentRevista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropi¢aUberaba,

v. 33, p. 11-19, 2000.

REMME, J.H.F..et al. Strategic emphases for tropical diseases researtBR perspective.
Trends in Parasitology,v. 18, p.:421-426, Oct., 2002.

REY, L. Parasitologia, 22 edic@editora Guanabara Koogan 2001.
RODRIGUES, E. H. G.get al. Evalution of PCR for diagnosis of American Cutameo

Leishmaniasis in an Area of endemicity in Northeast Brazil Journal of Clinical
Microbiology, Washington, v. 40, p. 3572-3576, Oct., 2000.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAmaericana... 74

READY, P. D.; RIBEIRO, A. L. Presence &fsychodopygus welcomei proven vector of
Leishmania braziliensis in Ceara StaMemorias do Instituto Oswaldo Cruz Rio de
Janeiro, v.78, p. 235-236, Apr-Jun., 1983.

SALOMON O0.D.,et al Sandflies associated with a tegumentary leishas@focus in Salta,
Argentina.Memarias do Instituto Oswaldo Cruz,Rio de Janeiro, v. 8, p.223,1992.

SHAW, J. J., LAINSON, R. Leishmaniasis in Brazil 8ome observations on intradermal
reaction to different trypanosomatid antigens ofigmdas suffering from cutaneous and
mucocutaneous leishmaniasisansactions of the Royal Society of Tropical Medime and
Hygiene.London, v. 69, p.323, 1975.

SHAW J.J., et al. Leishmaniasis in Brazil XXIll. The indentificatiomf Leishmania
braziliensis braziliensigsn wild-caught sandflies, using monoclonal antiigsd American
Journal of Tropical Medicine Hygiene Baltimore, v. 81, p. 69-72, 1987.

SHAW, J. J., ISHIKAWA, LAINSON, R. A rapid and setige method for the identification
of Leishmaniawith monoclonal antibodies using fluorescein-l&xztlavidin Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygienel.ondon v. 83, p. 783-784, Nov-
Dec.,1989.

SHERLOCK, L.A., MAIA, H., DIAS-LIMA, A.G. Resultads preliminares de um projeto
sobre a ecologia dos flebotomineos vetores dantgislose tegumentar no Estado da Bahia.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropidberaba, v. 29, p. 207-214, Mar.-Abr,
1996.

SIMPSON, L., MOREL, C., SIMPSON, A. M. Biologicable of extrachromossomal DNA.
In: Modern Genetic Concepts and Techniques in thdySofi ParasitesEd. Frank Michal,
Tropical Disease Research Serigs. 4, p. 65 — 82, 1980.

SINGH, B. Molecular methods for diagnosis and epiadogical studies of parasitic
infections.International Journal for Parasitology, Australia, v.27, p. 1135-1145, 1997.

SOUZA, M.B. et al. Auséncia da Lutzomyia longipalpis em algumas adeascorréncia de
leishmaniose visceral no Municipio do Rio de Janédadernos de Saude PublicaRio de
Janeiro, v. 19, p. 1881-1885, 2003.

TELLERIA, J., et al. Putative reservoirs dfeishmania amazonensdrs a su-andean focus of
Bolivia identified by KDNA-polimerase chain reactioMemoérias do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, v. 94, p.5-6, Jan- Fev,1999.

VASCONCELOQOS, I.A.B.,et al. The identity ofLeishmaniaisolated from sand flies and

vertebrate hosts in a major focus of cutaneousiasiasis in Baturité, northeastern Brazil.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene London, v.50 (2), p. 158-164, Feb.,
1994.

Mestrado em Salde Publica



LIMA, B.S. Perfil epidemiolégico da Leishmaniose TegumeAmaericana... 75

VEXENAT et al Caracteristicas epidemioldgicas da leishmaniegenientar Americana em
uma regido endémica do estado da Bahia. Ill. Fflebatominica Memodrias do Instituto
Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, v. 81, p. 293-301, Jul.-Set ,1986

VILLASECA P., et al A comparative field study on the importanceLatzomyia peruensis
and Lutzomyia verrucarunmas vectors of cutaneous leishmaniasis in the Pamudindes.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene,London, v. 49, p. 260-269, Aug.,
1993.

WALTON B. C., SHAW, J. J., LAINSON R. Observations thein vitro cultivation of
Leishmania braziliensislournal Parasitology, Lincoln, v. 63, p1118-1119, Dec., 1977.

WHO. World Health Organization. Special ProgramimeResearch and Training in Tropical
Diseases. Disponivel em: http://www.who.int/tdrédises/leish/diseaseinfo.htm. Acesso em
janeiro de 2006.

YOUNG, D.; DUNCAN, M. Guide to the ldentificationnd Geographic Distribution of

LutzomyiaSand Flies in Mexico, The West Indies, Central &wlith America (Diptera:
Psychodidae)American Publishers USA, p. 881, 1994.

Mestrado em Salde Publica



9. ANEXOS



ANEXO A

Questionario aplicado na populacdo humana



Centro de Pesquisas Aggeu Magalhfdes FIOCRUZ
Ficha para Intradermoreacio (Teste de Montenegro)

NUmero de Ordem (Registro):

Data do inquérito: Localidade e Municipio:

Nome:

Idade: Sexo:

Endereco (NUmero/RG da Casa):

Atividade de Trabalho/Profisséo (agricultor, esiidadona de casa, crianga, outro):
Localidade de Nascimento:

Quanto Tempo de Moradia na presente localidade? :

Morou em qual localidade antes? :

Teve ou tem alguma lesdo caracteristica de Leislogeh:

Ha quanto tempo?:

Onde morava (Localidade) quando teve a infecc@aréapmnento da leséo) ?:

Teve a doenca mais de uma vez? Quantas vezes aierapgcas (mes/ano) ? Em qual (is)
localidade (s) morava na época?:

NUmero de Lesao (6es) ou Cicratiz (es) :

Localizag&o da (s) Leséo (6es) ou Cicratiz (es) :

Lesdo Mucosa? Lesdo Recidivante (mesma localizagao)

Se Tratado, Municipio onde recebeu tratamento. lrambantas ampolas/dias tomou? :
Intradermoreacédo (Medida da Reacao/mm):

IFI (positivo ou negativo):



ANEXO B

Questionario para inquérito parasitolégico na popua¢ao canina.



<, [

. FIOCRUZ
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude

INQUERITO PARASITOLOGICO EM CAES

Numero de Ordem (Registro):

Data do inquérito: Localidade e Municipio:
Nome do Céo:

ldade: Sexo:

Nome do dono:

Endereco (nUmero/RG da casa):

Caso de LVA ou LTA humana na casa? Ha quanto tempo?
Caso de LTA ou LVA canina? Ha quanto tempo?
Aspecto clinico do animal:

Material coletado:

Sangue: Biopsia de ulad Biopsia ddepe
Sorologia (IFI):

Isolamento em cultura:

Deteccédo de DNA por PCR:

Inoculo em Hamster:

Informacgbes complementares sobre procedimentagadas:

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. P@gfa2 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 45319TIEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.b



ANEXO C

Parecer do Conselho de ética em Pesquisas (CEP) den@o de
Pesquisa Aggeu Magalhaes (CPqAM/FIOCRUZ).



< i

LEU MAGALHAES Miristerio da Hadde

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CPqAM/FIOCRUZ

Titulo do Projeto: “Epidenuologia da Leishmaniose Visceral Americana na Zona da Mala Norfe de
Pernambuco, Brasid ™

Pesyuisador responsavel @ Maria Rosimery de Carvalho

Institnigio onde se realizari o projeto | CPgAM - PIOCRUS

Datn de apresentagio aos CEP: 09 02 .04

Registro no CEFCPAMFIOCRUZ 03704

PARECER

A Comissdo avaliou as modificacoes introduzidas ¢ considera que os
procedimentos metodologicos do Projeto em questiio estio condizentes com a conduta
etica que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Codigo de

Etiun, resolugiao ONS 196/96, ¢ complementares.

Recife, 07 de abril de 2004

Chies, WRaauws & Sada,

D" Ane Mania Anuiar dos Santos
Médica
. Coordenagio
CEPICRaAMIFIOCRLZ

Carrnpibs da PR - Ao Morees Bepos s €% Postal 7472 - Fome 0KE ] 30025000 - g ACKE T A53000 12 CRI1% Sha o400
Rl < 5 < Brsil < Dpafosssy Spogan o, by



ANEXO D

Documento da Comissédo de ética em Pesquisa com Aaisda
Fundacéao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).



MINISTERIO DA SAUDE / FUNDACAO OSWALDO CRUZ .
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO Matdetco

- Comissdo de Etica no Uso de Animais
3 CEUA-FIOCRUZ -

CERTIFICADO

ertificamos que o Programa ne P.0174-03, intitulado-"Eco-

epldemlologla das Ielshmanloses na Zona d a
w¥Norte de Pernambuco, Brasil: Incrlmlnagﬁ tf&

hospedeiros reservatérlos, vetores - e caracteri '950.
do padrao de transmissdo” sob a- responsabilldade da Dr(a)' -
»vaal Pmto Brandao Filho, CPGQAM - Fiocruz, esté de acordo.'
com os Pnncuplos Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo
) Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADO
per/ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - FIOCRUZ)
em 25/04/05. ‘

Na presente formatagdo, este programa esta licenciado e tem
validade até 25 de Abril de 2008.

Rio de Janeiro, 28 de Abril de 2005.

ugo Calre Castro Faria Neto
rdenador da CEUA-FIOCRUZ

Dr.

Av. Brasil, n? 4365 - Manguinhos -- CEP 21045-900:~ Rio de-Janeiro - -Brasil: - »
Tel (+55) 21.3885- 1696 FAX: (+55) 21. 2590-9490 E. mall: hcastro@ioc.fiocruz.br/ceuva@fiocruz.br



ANEXO E

Licenca para captura de animais silvestres expedidaelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos NaturaRenovaveis
(IBAMA).



MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE,
INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS
RENOVAVEIS - IBAMA
NUCLEO DE FAUNA — SUPERINTENDENCIA EM PERNAMBUCO.
LICENGA PARA CAPTURA / COLETA / TRANSPORTE / EXPOSIGAO

e .

NOUMERO DA | N° DE REGISTRO NGO Psig’gﬁ[}f
LICENCA IBAMA TEoADE PROCESSO IBAMA N° —-
13/2008 XIRXXEOOOKXNAX 16/08/2007
OBJETO: FAVORECIDO:
(X) COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO
(X) TRANSPORTE DE ANIMAIS
SILVESTRES/MATERIAL ZOOLOGICO () ZooLogIco
() COLETA £ TRANSPORTE DE MATERIAL () INSTITUIGAO CIENTIFICA/CRIADOURG
BOTANICO (PESQUISA CIENTIFICO
CIENTIFICA) (X) PESQUISADOR
() TRANSPORTE DE PRODUTOS E () EXPOSITCR
SUBPRODUTOS DA FAUNA (} CRIADOURO COMERGIAL
() EXPOSICAC DE ANIMAIS/PLANTAS {} CRIADOR CONSERVACIONISTA
SILVESTRES () QUTROS
() OUTROS (TRANSPORTE DE ANIMAIS
SILVESTRES)

FAVORECIDO ~ ESPECIFICACAD:

NOME: Dr. Sinval Pinte Brandao Filho

ENDERECO: Av. Morais Rego, s/n® - Campus da UFPE

INSTITUICAC: Centro de Pesquisa AGGEU MAGALHAES-CPAM/FIOCRUZ

RESPOSAVEL PELA EXPEDICAC (NO CASO DE COLETA/ICAPTURA): Francisco Gomes de Carvalho

PROCEDENCIA / LOCAL DA CAPTURA / LOCAL DA PESQUISA: S#o Vicente Férrer e Vicéncia/PE
DESTINO: CPAM/FIOCRUZ-Ministério da Saude/PE

QUANTIDADE DE i
ESPECIMESTIPO NOME CIENTIFICO NCME COMUM

10 Bolonmys lusiurus Rato siivestre

1o Rarrus rattus Rato silvastre

1y Nectomys Squamipes Rato silvestre (ndo d agua)

0 Akodon arviculoides VHV_A,.*RE!&Q!_QH}LE.‘:?F&

= A T
Si A IM WTORIDADE EXPERDIGORA
LOCAL E DATA DE EMISSAD ASSINATURA & CA\R BO/ {E% P a i
Recife, 16/08/2006. T FRoh M ;

OBS: Ao termino desta, encaminhar o relaterio da pesquisa para que a mesma Sejghiid gy adteo de Fauna

SHRAESABAMA.PE
Satem o0

*+ __VALIDA EXCLUSIVAMENTE NO TERRITORIO BRASILEIRQ.

«  ESTALICENCA NAO AUTORIZA:
CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE ESPECIES AMEACADAS DE EXTINCAD, SALVO QUANDO ESPECIFICADO.

CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO NAS AREAS DE INFLUENCIA DE EMPREENDIMENTOS

SUJEITOS AQ LICENCIAMENTO AMBIENTAL, CONFORME RESOLUCAQ DO CONAMA DE N° 237 DE 19/12/97, SALVO QUANDO
ESPECIFICADO.

CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE EM AREAS DE DOMINIO PRIVADO SEM © CONSENTIMENTO EXPRESS0 QU TACITO DO
PROPRIETARIO NOS TERMQS DOS ARTIGOS 594, 595, 596, 537 E 598 DO CODIGO CivIL.

CAPTURA/COLETA/TRANSPORTE EM UNIDADES DE CONSERVAGAO FEDERAIS, ESTADUAIS, DISTRITAIS OU MUNICIPAIS,
SALVO QUANDO ACOMPANHADAS DO CONSENTIMENTO DC ORGAC COMPETENTE LOCAL:

+ SAD ISENTAS DE COBRANGA DE TAXA (RECOLHIMENTO DE DR) INSTITUICOES CIENTIFICAS, PESQUISADORES
ZOCLOGICOS PUBLICOS,

» _VALIDA SOMENTE SEM EMENDAS OU RASURAS

MOL:. 05.008 1# VIA - INTERESSADO 2° VA - IBAMA / PROCESSO




ANEXO F

Publicacdes relacionadas a dissertacao.



Phlebotomine sandfly species from an American
visceral leishmaniasis area in the Northern
Rainforest region of Pernambuco State, Brazil

A fauna de flebotomineos envolvida em area de
incidéncia de leishmaniose visceral americana na
Zona da Mata de Pernambuco

1 Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes, Fundagdo
Oswaldo Cruz, Recife-PE.

2 Fundagéao Nacional de
Saiide, Recife-PE

Correspondence

S. P Branddo-Filho
Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes,
Fundagao Oswaldo Cruz.
Av. Moraes Rego s/n,
Recife, PE

50670-420, Brasil.
sinval@cpqam.fiocruz.br

Abstract

The aim of this study was to identify the fauna
of phlebotomine sandjflies in an area with inci-
dence of American visceral leishmaniasis (AVL)
in Sdo Vicente Férrer, a municipality (county)
located in the northern Zona da Mata in Per-
nambuco State, Brazil. Sandfly captures were
conducted monthly for four nights/month from
December 2002 to November 2003, by means of
manual captures (with a Shannon trap) and by
CDC light traps. A total of 23,156 specimens of
phlebotomines sandflies were collected in a rem-
nant of the Atlantic rainforest, houses, and ani-
mal shelters. Lutzomyia complexa was the most
prevalent species, with a frequency of 62.5%
(14,445/23,156), followed by Lutzomyia migo-
nei, with 33.2% (7,677/23,156). No Lutzomyia
longipalpis (the main vector of Leishmania cha-
gasi in Brazil and the Americas) was found in
the target area. Some specimens were dissected,
but no Leishmania parasites were found.

American visceral leishmaniasis; phlebotomine
sandflies; Lutzomyia spp.
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Introduction

American visceral leishmaniasis (AVL) is a zoono-
sis of domestic and wild canids and probably oth-
er wild mammals such as opossums and rodents.
The disease is caused by Leishmania (Leishma-
nia) chagasi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae)
and transmitted by the phlebotomine sandfly
Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae),
the main vector species incriminated in Brazil
and the Americas 1. Until the 1970s, the zoonotic
cycle of AVL was commonly associated with rural
areas 23. However, in the past 25 years there has
been an urbanization of this disease in impor-
tant cities of Northeast and Southeast Brazil, like
Teresina (Piaui), Sao Luiz (Maranhao), Natal (Rio
Grande do Norte), Campo Grande (Mato Grosso
do Sul), and Belo Horizonte (Minas Gerais), and
it has become a more important public health
problem than ever before. Approximately 3,000
new cases of AVL are currently reported per year
in Brazil, particularly in the Northeast, with some
77% of the cases 4.

In Pernambuco, AVL is now present in almost
all regions of the State, although most cases are
from the Sertdo (backlands) 56. In 1999 and 2000,
twelve human cases of AVL were reported in Sao
Vicente Férrer, a municipality (county) located
in the northern Zona da Mata region near the
Agreste region. Based on current knowledge, in
the Zona da Mata in Pernambuco State, American
cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania
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Figura 1

(Viannia) braziliensis is the predominant form
of leishmaniasis 7:8. Until recently, no autochtho-
nous cases of the visceral form of leishmaniasis
had been observed in the municipalities com-
prising the Zona da Mataregion. In the coastal re-
gion, however, autochthonous cases of AVL have
frequently been reported in municipalities like
Ilha de Itamaracd, Paulista, Ipojuca, Tamandaré,
and Rio Formoso, the first three located in Great-
er Metropolitan Recife (capital of Pernambuco
State). This article presents data from a study on
the phlebotomine sandfly fauna in Mundo Novo,
a locality that recorded six of the 12 cases of AVL
reported in Sdo Vicente Férrer in 1999 and 2000.
The aim is to identify species involved in the dis-
ease transmission in this region of Pernambuco,
Northeast Brazil.

Material and methods

The studywas carried outin thelocality of Mundo
Novo, municipality of Sdo Vicente Férrer, located
in the northern Zona da Mata region of Pernam-
buco, some 110km from the State capital, Recife
(Figure 1). The municipality has an area of 120.2

sq km, with a plant cover consisting predomi-
nantly of banana plantations, hence the area’s
nickname “Land of the Banana”. Other crops like
grapes and sugar cane have also been grown.
There is also some remaining primary Atlantic
rainforest. The climate, according to Képpen’s
classification, is As’ type (tropical rain forest cli-
mate), with the dry season from September to
February and the rainy season from March to
August 9. According to the most recent census
data, Sdo Vicente Férrer has some 25,000 inhab-
itants. To date, sixhuman cases of AVL have been
reported in Mundo Novo, including one infant
death. American cutaneous leishmaniasis has
also been reported in Sao Vicente Férrer, includ-
ing in Mundo Novo.

From December 2002 to November 2003,
sandfly captures were performed monthly for
four nights/month in households with report-
ed human AVL cases, animal shelters near the
houses, plantations, and remnants of the Atlantic
rainforest. Captures were performed at dusk and
during the night, from 6:00 PM to 6:00 AM the fol-
lowing day, using ten CDClight traps and manual
captures with Castro aspirators and a Shannon
trap, from 6:00 to 9:00 PM.

Location of the study area in the State of Pernambuco, Northeast Brazil.
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Specimens captured manually were kept in
specific cages and transported to the laboratory,
where they were dissected and identified. Female
specimens were dissected in saline and the gut
was examined to verify natural infection with
Leishmania parasites. The specimens captured
with light traps and males captured manually
were preserved in 70% alcohol for identification,
according to the classical Young & Duncan sys-
tematics 10. Data were processed with Microsoft
Excel for analysis of frequency distribution.

Results

A total of 23,156 specimens were collected, rep-
resenting 16 species (Table 1). Lutzomyia com-
plexa was the predominant species, with 62.5%
(14,481/23,156), followed by Lutzomyia migonei,
with 33.1% (7,677/23,156). The latter species
predominated in the houses and animal shel-
ters with frequencies of 21.6% (1,658/7,677) and
75.6% (5,803/7,677), respectively, while L. com-
plexa predominated in the remnants of Atlantic
rainforest. Lutzomyia longipalpis, the proven
main vector of AVL, was not found in this study.
In relation to monthly sandfly density, the period

Table 1

PHLEBOTOMINE SAND FLY SPECIES AND VISCERAL LEISHMANIASIS

with the greatest overall abundance of sandflies
was from April to July. In relation to the main spe-
cies, L. complexa was the most abundant from
May to July, as was L. migonei from March to April
(Figure 2). A total of 1,860 female specimens of
different species were dissected during the study,
but no natural infection with Leishmania para-
sites was observed.

Discussion

In the State of Pernambuco, AVL incidence has
expanded in the last 15 years, with an increase
in the number of reported cases, including those
recently verified in the northern Zona da Mata,
where no autochthonous cases had been record-
ed previously. The Zona da Mata has the majority
of cases of American cutaneous leishmaniasis in
the State, with some 60% of the total 7. The phle-
botomine sandfly fauna observed in the munici-
pality of Sao Vicente Férrer presents an impor-
tant diversity of species as compared to Amaraji,
southern Zona da Mata, where L. whitmani, the
main vector of L. (V) braziliensis in Brazil, is the
most prevalent sandfly species 11,12,13. American
cutaneous leishmaniasis is the only form of leish-

Distribution of phlebotomine sandfly species according to capture site in Mundo Novo, Sao Vicente Férrer, Pernambuco, Brazil,

from December 2002 to November 2003.

Species Capture site Total

Animal shelters Houses Forest remnants

n % n % n % n %
Lutzomyia complexa 28 0.2 8 0.1 14,445 99.8 14,481 62.5
Lutzomyia migonei 5,803 75.6 1,658 21.6 216 2.8 7,677 33.2
Lutzomyia evandroi 121 37.2 169 52.0 35 10.8 325 1.4
Lutzomyia sordelli 47 15.6 5 1.7 250 82.8 302 1.3
Lutzomyia naftalekatzi 170 100.0 170 0.7
Lutzomyia shannoni 38 100.0 38 0.2
Lutzomyia capixaba 38 100.0 38 0.2
Lutzomyia whitmani 34 91.9 3 8.1 37 0.2
Lutzomyia tupinamboi 23 100.0 23 0.1
Lutzomyia quinquefer 14 63.6 7 31.8 1 4.5 22 0.1
Lutzomyia furcata 14 100.0 14 0.1
Lutzomyia fescheri 10 100.0 10 <0.1
Lutzomyia walkeri 7 100.0 7 <0.1
Lutzomyia brasiliensis 2 50.0 2 50.0 4 <0.1
Lutzomyia oswaldoi 4 100.0 4 <0.1
Lutzomyia choti 1 50.0 1 50.0 2 <0.1
Lutzomyia schreiberi 1 50.0 1 50.0 2 <0.1
Total 6,049 26.1 1,852 8.0 15,255 65.9 23,156 100.0
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Figura 2

Monthly variation in the density of Lutzomyia complexa and Lutzomyia migonei in Mundo Novo,

S&o Vicente Férrer, Pernambuco, Brazil, from December 2002 to November 2003.
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* No captures were performed from January to February 2003.

maniasis observed in this municipality, where
we conducted a longitudinal study for some ten
years 7,811, The sandfly fauna in Sao Vicente Fér-
rer is more similar to that in a military training ar-
ealocated in the central Zona da Mata. This area
presents a more preserved plant cover than the
remnant of Atlantic rainforest and has reported
some outbreaks of cutaneous leishmaniasis 14.15.

A study on the prevalence of Leishmania in-
fection in the human population in Mundo No-
vo using the delayed hypersensitivity test with
Leishmania (Leishmania) amazonensis leish-
manin produced by Bio-Manguinhos, Oswaldo
Cruz Foundation, showed 35% of positive reac-
tions (unpublished data). Moreover, four strains
of L. (L.) chagasi were obtained from dogs in
this locality, whose samples were characterized
by monoclonal antibodies and isoenzymes 16.
These data corroborate evidence regarding the
high transmissibility and maintenance of both
zoonotic cycles, i.e., American cutaneous leish-
maniasis and American visceral leishmaniasis,
in this region.

The most important finding from Sao Vicente
Férrer is the absence of L. longipalpis, the prin-

Cad. Saude Publica, Rio de Janeiro, 23(x):1-6, xxx, 2007

cipal vector incriminated in the AVL zoonotic
transmission cycle 17. Other sandfly species are
suspected of acting as vectors in different areas
of Brazil, such as L. cruzi in sites in Mato Grosso
do Sul State 18 and L. migonei and L. firmatoi in
the municipality of Rio de Janeiro 19. However,
the presence of L. longipalpis has been recorded
concomitantly in the same sites in Mato Grosso
do Sul.

Our results show indirect evidence of the
possible involvement of L. migonei and L. com-
plexa as vectors in this area of Pernambuco, due
to their abundance in the domiciliary environ-
ment and animal shelters in the peridomiciliary
area (L. migonei) and remnants of Atlantic rain-
forest near plantations (L. complexa), although
with no parasitological confirmation of natural
infection (one of the main criteria for incrimi-
nating a given species as a proven vector). Our
hypothesis is that L. migonei may be involved
in the transmission of AVL and American cuta-
neous leishmaniasis in the domestic zoonotic
cycle, while L. complexa, a proven vector of L.
(V) braziliensis 20, could de involved in the forest
environment.



In conclusion, this study contributes to the
knowledge of the phlebotomine sandfly fauna
in the Zona da Mata region. We are developing
further studies to reinforce the hypotheses pre-
sented above. These studies include the identifi-
cation of reservoir hosts involved in maintaining

Resumo

Este estudo teve como objetivo identificar a fauna de
flebotomineos envolvida em drea de incidéncia de
leishmaniose visceral americana no Municipio de Sdo
Vicente Férrer, localizado na Zona da Mata de Per-
nambuco, Brasil. Capturas de flebotomineos foram
realizadas mensalmente durante quatro noites, entre
dezembro de 2002 e novembro de 2003, através de cap-
turas manuais com auxilio da armadilha de Shan-
non, e armadilhas luminosas modelo CDC. O total de
23.156 exemplares de flebotomineos foi coletado em
resquicios de Mata Atlantica, casas e abrigos de ani-
mais. Lutzomyia complexa apresentou predominadn-
cia de 62,5% (14.445/23.156), seguida por Lutzomyia
migonei, 33,2% (7.677/23.156). Lutzomyia longipal-
pis, principal vetor de Leishmania chagasi no Brasil e
nas Américas, nao foi encontrado nesta regiao. Alguns
exemplares foram dissecados para a pesquisa de infec-
¢do natural, mas nao foram detectadas formas carac-
teristicas de Leishmania.

Leishmaniose Visceral Americana; Flebotomineos; Lut-
zomyia spp.

PHLEBOTOMINE SAND FLY SPECIES AND VISCERAL LEISHMANIASIS

the zoonotic and enzootic cycles in order to com-
plement the characterization of the transmission
pattern for both AVL and American cutaneous
leishmaniasis in this endemic area of Northeast
Brazil.
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Perfil epidemioldgico da leishmaniose tegumentar agnicana em Sao Vicente Férrer,
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo geral caraateo perfil epidemiolégico da
leishmaniose tegumentar americana no Municipio &t \Acente Férrer, Zona da Mata
Norte de Pernambuco, visando identificar e incranimospedeiros reservatérios silvestres
e ou domeésticos envolvidos na manutencdo da endémeiatificar a(s) espécie (s) de
Leishmaniacirculante e identificar as espécies de flebotewsn No periodo de dezembro
de 2002 a novembro de 2003, foram realizadas @ptde flebotomineos, através de
coleta manual, com armadilha de Shannon, e a dlmaduminosas modelo CDC. Os
animais silvestres foram capturados com armaditttasipo Tomahawk, no periodo de
mar¢o a outubro de 2006. Um inquérito epidemioldda realizado com caes onde foi
aplicado um questionario. Na ocasido foi coletadatenial de medula 6ssea para
confeccdo de laminas e realizacdo da PCR ondeeoidisy um cdo positivo. Outro
inquérito epidemioldgico foi realizado na populagiiamana da localidade de Mundo
Novo onde de um total de 181 pacientes 68 (37,&¥@nf positivos para IDRM. Um
isolado foi obtido de paciente e a cepa caractdgizravés de izoenzimas e anticorpos

monoclonais como senda (V.) braziliensis Dos 118 animais silvestres e sinatropicos



examinados 22 (9,32%) foram positivos pdra (V.) braziliensisatravés da PCR
pertencendo a trés espécies difereniectomys squamipeRattus rattuse Holochilus
sciureus.Foi realizado também um isolamentoldebraziliensis caracterizado através de
anticorpos monoclonais, obtido de hamster incoaulz@n material do animal silvestre
Nectomys squamipe®3.156 exemplares de flebotomineos foram colstado resquicios
de Mata Atlantica, domicilios e peridomicilios, dapiais L. complexa obteve
predominancia com 14.445 (62,5%) do total, segdelb. migonej com 7.677 (33,2%).

L. whitmanj vetor del. braziliensisfoi encontrado em baixa densidade nesta regido.

Correspondéncia: Dr. Sinval Pinto Brandao-Filhog&M/ FIOCRUZ. Av. Moraes Rego,
S/N, Cidade Uniersitaria, Rewcife, PE, Brasil. CEB0670-420. E-mail:

sinval@cpgam.fiocruz.br.



Abstract

The aim of this study was to characterize the Acagritegumentary leishmaniasis eco-
epidemiology in the municipality of S&o Vicente gy in Zona da Mata Norte of
Pernambuco, with the objective of identifying amshsidering wild and domestic reservoir
hosts involved in the maintenance of the endemiseatie, identifying circulating
Leishmaniaspecies, and sand fly species. In the period aebBéwer 2002 to November
2003, sand fly catching was carried out, througmumaé catching using Shannon trap and
CD light traps. Wild animals were captured with sdrawk traps, in the period of March to
October of 2006. An epidemiological survey wasiedrout in the canine population where
it was used a questionnaire. On the occasion raafeom bone marrow was collected for
slide confection and performance of PCR where wé gopositive dog. Another
epidemiological survey was carried out in the hurpapulation from the settlement of
Novo Mundo where a total of 181 patients 68 (37.6&&ye positive for IDRM. One
sample of L. braziliensis was isolated from a pdtiand identified by isozymes and
monoclonal antibodies. A total of 118 wild and sytmaphic animals examined 22 (9.32%)
were positive toL. (V.) braziliensisfrom three different speciedlectomys squamipes
Rattus rattusand Holochilus sciureuslt was also performed B. braziliensisisolation,
characterized through monoclonal antibodies, obthifrom hamster inoculated with
Nectomys squamipes framld animal material. A total of 23.156 sand fleere collected
in remnants of the primitive Atlantic rain foresddpmiciliary and peridomiciliary.L.
complexawas the most abundant species with 14.445 (62d3%)e total followed byL.
migonei with 7.677 (33.2%)L. whitmanj vector ofL. braziliensiswas found in low
density in this region.

As leishmanioses sdo zoonoses causadas por protszodigenéticos da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, génegshmaniaLAINSON; SHAW, 1987).
No Brasil, as espécies desishmaniaassociadas a doenga no homem &&shmania

(Leishmania amazonensjs Leishmania (Vianniag) guyanensis Leishmania (Viannia)



braziliensis Leishmania (Viannia) shawj Leishmania (Viannia) lainsoni Leishmania
(Viannig) naiffi e LeishmanialLeishmania chagasi(LAINSON; SHAW, 1998).

As leishmanioses estéo incluidas no rol de doethgamsaior prioridade para a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), no seu programa especigledguisa e de treinamento em
doencas tropicais. TDR (http://www.who.int/tdr). rdgimadamente 350 milhdes de
pessoas estdo expostas ao risco de infeccdo eerméstimado de pessoas infectadas é de
12 milhées (DESJEUX, 2001; WHO, 2006).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) apresanta importante difusdo espacial,
demonstrando nas ultimas décadas mudancas no dempoto e a coexisténcia de um
duplo perfil epidemiolégico, expresso pela manudienge casos oriundos dos focos antigos
e em areas proximas, e pelo aparecimento de sepio€micos, associados a fatores
decorrentes de processos migratérios da populagdmugacao de areas preservadas de
floresta (ANDRADE et al, 2005; BRANDAO-FILHO et al, 1998; LAINSON; SHAW,
1998). Neste contexto, a LTA apresenta importanééerbgeneidade, relacionada a
diferentes espécies deishmaniaenvolvidas em sua etiologia, das quai&/. braziliensis

€ a principal espécie, as formas clinicas assaxiada padrdo de transmissdo, impondo
novas questdes e desafios para o controle destanéndo Brasil (BRANDAO-FILHCet

al., 1999; MARZOCHI, 1992; SHAW; LAINSON, 1987).

Em todo Nordeste, no periodo de 1980 a 2005, foratificados 219.910 casos de LTA,
tendo 12.239 deles registrados no Estado de Peutamba qual a regido da Zona da
Mata € a mais atingida, concentrando cerca de 6@/ casos registrados. Este estudo foi
realizado no Municipio de S&o Vicente Férrer l@alb na Zona da Mata Norte do estado
de Pernambuco, onde s&o registrados casos de ambBmmas de leishmaniose. O
municipio de S&o Vicente Férrer apresenta a incidémle ambas as formas de
leishmaniose, 0 que constitui uma excelente area paestudo destas endemias em
Pernambuco. Foram registrados 140 casos autocné3Aleno periodo compreendido
entre 1998 e o primeiro semestre de 2006, tambéradistrado 13 casos de leishmaniose
visceral no periodo de 1999 a 2005, sendo seiggd@est localidade Mundo Novo, onde
realizamos 0 nosso estudo.



Material e Métodos

Area de estudo O estudo foi realizado no municipio de S&o Viedrérrer, a 130,5 Km do

Recife (Figura 1). O municipio possui 120,2 Km vegetacdo local é de floresta
subperenifélia e a economia local é predominantéeneaseada no cultivo da banana, o
gue lhe tornou conhecida como a “terra da band®a®m, outras culturas sao exploradas

como cultivo de uvas e cana-de-agucar.

Populacédo estudadaA amostra foi constituida de 181 individuos oriusdia localidade
de Mundo novo (Sdo Vicente Férrer). Foi realizago inquérito epidemioldgico de
prevaléncia na populacdo humana, através da re@tizdo teste de intradermoreacdo de
Montenegro (IDRM).

Animais domésticos Os cdes dos domicilios da localidade de Mundo oNfmaram
examinados, por veterinario, através de exame colirpara verificacdo de lesdes,
hepatoesplenomegalia e outros sintomas caraatessdissociados as leishmanioses, além
da aplicacdo de um questionario aos donos dos enpaea coleta de dados, onde foram
obtidas as seguintes informacdes: sexo, idade, eagareco, nome do dono e procedéncia
Foram coletadas amostras de medula 6ssea (MO)kdeddilocalidade Mundo Novo, para
a realizacdo do diagnostico parasitolégico classiamolecular utilizando a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

Roedores silvestres e sinantropico$:oram realizadas capturas mensais (margo a outubro
de 2006) de roedores silvestres e sinantrépicounaa da localidade de Mundo Novo,
localidade que apresentou um grande numero de taspanos autdocnes recentes, com
autorizacdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambeetdos Recursos Naturais Renovaveis

- IBAMA. As capturas foram realizadas, em diverso8topos, utilizando as armadilhas do



tipo Tomahawk padronizadas para animais de pegperte, compreendendo resquicios
de Mata Atlantica remanescente, plantacdes e abri® animais domésticos no
peridomicilio, tendo como referéncia as casas aubereram casos humanos. A equipe
permanecia no campo uma semana em cada més, ondealizada a retirada dos

ectoparasitas e a identificacdo dos animais pdodmoéespecializado que colabora com a
equipe. Os roedores capturados eram encaminhad@s @abiotério de nivel de

biosseguranca 3 (NA 3), localizado no Centro dejiisas Aggeu Magalhaes, onde foram

eutanasiados para a tentativa de isolamento eteagd® dé_eishmaniaspp.

Diagnostico Parasitologico: A pesquisa direta foi realizada em animais domestie
silvestres através de esfregaco em lamina com ialapgoveniente de medula éssea de
cées e de baco e pele de animais silvestres. Adpuagpirativa de material medular na
crista iliaca e external em cées assintomaticas IpBA, isolamentan vitro deLeishmania
spp. Em meio de cultivo NNN modificado e inoculoa golden hamsterdVesocritus
auratug para isolamentan vivo. A identificacdo do parasito foi realizada atrawies
reacfes com painel de anticorpos monoclonais dgmeciFoi utilizado um sistema de
PCR que permite a amplificacdo de kDNA de parasfiagencentes ao complexo
Leishmania (V.) braziliensigsubgéneroViannig) utilizando os seguintes primers: 5'-
GGGGTTGGTGTAATATAGTGG- 3 e 5- CTAATTGTGCACGGGGAGG 3
(BRUWJIN; BARKER, 1992). O material do aspirado mledula 6ssea, biopsia de baco e
pele dos animais, foi inoculado diretamente em ma#o cultivo Blood Agar base
(WALTON et al 1977). Os tubos foram examinados semanalmentangurquatro
semanas seguidas. As amostras também foram inasutadpata e via intraperitoneal em
hamsters para tentativa de isolamantweivo. Foram realizados esfregacos e “imprints” dos

tecidos em lamina visando a visualizacéo de formaastigotas em microscoépio optico.

Inquérito de prevaléncia: Foi realizado um inquérito epidemiolégico de prénala
através da aplicacdo do teste de intradermoreagaMantenegro (IDRM), utilizando
antigeno leishmanina preparado e fornecido por Biuinhos/FIOCRUZ. Nesta mesma

ocasido foi aplicado um questionario para coletaifermacdes para analise da



prevaléncia da infeccado e da doenca na populaciesguisa foi autorizada pelo comité
de ética em Pesquisa envolvendo seres humanosntim @e Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacdo Oswaldo Cruz.

Flebotomineos: Foram realizadas capturas mensais na fauna detdiebwos na
localidade de Mundo Novo, em areas correspondaeeslomicilios e anexos, plantacdes
e resquicios de Mata Atlantica. As capturas foraalizadas no periodo crepuscular e
noturno, entre as 17 e 6h da manha seguinte, @éugaiatro noites seguidas em cada més,
utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC, cotaralde um metro do solo e capturas
manuais com capturador de Castro e com auxiliormiadilha de Shannon. Informagdes
sobre o micro clima foram obtidas através do moaiteento da umidade e temperatura
nos locais de coleta e registros de indices pluéidoos da regido, durante o periodo de
estudo.

Andlise Estatistica Os dados obtidos foram processados e analisa@dvesdo programa

estatistico Epilnfo, verséo 6.0 e Excel (MicrospHja a construcao de gréficos e tabelas.

Resultados

Populacédo estudadaUm total de 181 pessoas, da localidade Mundo Nsetecionadas
através de demanda voluntaria, foram submetidasteat® de Intradermoreacdo de
Montenegro (IDRM), sendo excluidos os resultadderiores a 5mm. O resultado obtido
da positividade para IDRM foi de 37,6% (68/181). mlamento foi obtido de paciente
residente no municipio estudado através de biodsiauma lesdo em processo de
cicatrizacdo de paciente, a cepa isolada foi caniaatla através de anticorpos monoclonias

e izoenzimas e foi identificada corheishmania (Viannia) braziliensisorodemo 1.



Reservatério domeésticolForam coletadas amostras de medula 6ssea (MO) exet] da
localidade Mundo Novo, para a realizacdo do diatpmwsparasitolégico classico e
molecular utilizando a Reagdo em Cadeia da PolseefBCR), dos quais apenas um foi
positivo (Figura 2). Todos os cédes apresentavaassmtomaticos. As amostras de MO
também foram inoculadas em hamsters e em meioltieacpara tentativa de isolamento
do parasito. Destas, quatro foram positivas corfamsento deleishmania identificadas

através de anticorpos monoclonais especificos d@istimanialL.) chagasi

Roedores silvestres e sinantropicosForam capturados um total de 120 animais,
pertencentes a seis diferentes espécies, send@adtfome 48 fémeas. Dentre as espécies
capturadas a mais abundante Ngictomys squamipesom 46 exemplares Rattus rattus
com 36 exemplares. Todos os animais foram eutalessiacom excecdo de dois
exemplares da espédigalea spiixi,que morreram em cativeiro. A coleta das biopias de
baco e pele para o diagnostico parasitologico aieetmolecular foi realizada em 118
animais, perfazendo 236 amostras testadas (TabelBoll obtida uma positividade de
9,32% (22/236) através da PCR sendo positivas apmmastras de pele, provenientes de
trés diferentes espécidiattus rattug10), Nectomys squamipg€8) eHolochlillus sciureus
(3)( Figura 2). Os animais positivos, em sua majof2.7% (16/22), eram machos adultos.
Todas as amostras de baco foram negativas. O alateribaco de todos os animais foi
inoculado em hamsteM( auratug de onde obtivemos um isolamento de um exemplar de
Nectomys squamipdgato da agua), essa amostra foi caracterizadaéatrde anticorpos
monoclonais, como sendeeishmania (Viannia) braziliensi® também confirmada por
PCR.

Flebotomineos: Das 17 espécies capturadas (Tabela L3),complexafoi a espécie
predominante com 62,5%, seguidaldamigoneicom 33,2%. Na ocasido do estudo foi
encontrada uma baixa densidadd_deshitmanivetor comprovado de. braziliensis o que

levanta a hipotese de guemigoneipode ser um provavel vetor da LTA na regido.



Com relacédo a variacdo mensal, foi observado qtre @s més de abril a julho foi o
periodo de maior captura de flebotomineos (Grdfjcentre os meses de maio a julho, a
espécieL. complexafoi a mais abundante e entre marco e abril a @specmigonei

predominou.

Discussao

A LTA é uma zoonose de alta prevaléncia em miitaas tropicais e subtropicais,
tendo na América Latina desde o inicio da décadaodenta, um incremento do nimero
total de casos, uma distribuicdo por grupo etaradssnamplo, acometimento semelhante
entre homens e mulheres, e casos de familiasagstetm a enfermidade o que mostra um
patrdo de transmissao intra e peridomicilar. Pastalque vem ocorrendo um processo de
domiciliagdo gradual da transmissdo, especialmenteareas com grande histéria de
colonizacdo onde existe pouca floresta priméariaaresacente, existindo uma adaptacéo dos
diferentes componentes do ciclo, e provavelmentgresenca de novos reservatorios
secundarios o que facilita este tipo de transmi@3&SJEUX, 2001).

Os resultados deste trabalho contribuem paraifdagfio do padrédo de trasmisséo
da LTA no Municipio de S&o Vicente Férrer, localiaana Zona da Mata Norte do estado
de Pernambuco.

O diagnéstico da LTA na populacdo humana e caoimdas da localidade de
Mundo Novo foi confirmado pela realizacdo da pesgulireta do parasito e pelo teste de
IDRM utilizados também por outros autores que cordm a qualidade destes testes.

A PCR especifica para o subgéngiianniafoi aplicada em amostras provenientes de caes
e animais silvestres do qual um cé&o foi positive doze cdes examinados, obtivemos
assim um percentual de positividade de 9 % e tadosnimais eram assintomaticos,
mostrando a importancia do diagnostico moleculatenépo de estudo. Para os animais
silvestres obtivemos um percentual de positividdel®,32% quando utilizamos a PCR que
apenas foi positiva para as amostras de pele dastesis; as espécies onde obtivemos
resultados positivos forarRattus rattusNectomys squamipedHolochlillus sciureus.

A infeccdo porLeishmaniaem Rattus rattus,espécie comensal abundante no



ambiente doméstico, parece ser muito comum em d&ed8micas de LTA no Brasil.
Entretanto, poucos estudos investigaram o0 papeé degdor sinantropico no ciclo de
transmissdo da doenca. No Brasil, Vasconcetasl (1994) e Brandao-Filhet al (2003)
verificaram que esse roedor poderia agir como vas@io secundario natural no ciclo de
transmissdo da leishmaniose cutanea associadg\a) braziliensistambém encontrado
em estudo da mesma natureza, relatam a preseriQflAlele parasitos do complexa
braziliensise L. (L.) mexicanaem espécimes dRattus rattus.No nosso trabalho foi
detectado enRattus rattuspela PCR, uma positividade de 13,88 % a maioreeos
animais estudados, este dado corrobora e reforgstagdos precedentes que mostram a
presenca de DNA de.. (V.) braziliensis em amostras deste roedor sinatropico
(ALEXANDER et al,1998; DE LIMAet al, 2002).

O roedor silvestrédlectomys squamipgambém apresenta evidéncias consistentes
para sua incriminagdo como provavel reservatoriongio da LTA, sobretudo pelo
significativo indice de infeccdo natural na detecgé DNA delLeishmania (Vianniagpp,
demonstrado por Brand&o-Filles al (2003), estando envolvido na manutencdo do ciclo
enzodtico na regido da Zona da Mata Sul de Perneonkupresente estudo detectou DNA
de Leishmania (Vianniappp. em 9,78% dos exemplares desta espécie slves?,89%
em animais da espédiolochilus scieurus

O presente trabalho acrescenta informacdes rdaks/aam relacdo a fauna
flebotominea da regido da Zona da Mata Norte dedAdruco, onde foi encontrada uma
baixa densidade deutzomiya whitmaniyvetor comprovado da transmissdo da LTA e
incriminado como vetor da LTA na Zona da Mata Sukdtado. Os resultados encontrados
com as capturas realizadas em diferentes locaiesemativos de habitats/ecétopos
(intradomicilio, estabulos e resquicios de matanf@ria), apresentarh. complexacom
maior densidade em mata priméria Letzomyia migoneipredominou nas capturas

realizadas em abrigos de animais e casas com &BH6% respectivamente.

L. complexaé incriminado como vetor de. (V.) braziliensisna regido Norte, onde foi
encontrado naturalmente infectado com esta espéde Estado do Para e ¢é
reconhecidamente antropofilico (DE SOU2ZAal, 1996). Neste sentido, mesmo néo tendo

encontrado infeccdo natural nesta espécie duramtesso estudo, o fato de apresentar



predominancia relativa nas capturas realizadas ata Mrimaria remanescente, reforca a
hipotese de este constituir-se o vetor primariolLde(V.) braziliensis envolvido na
transmisséo do ciclo enzodtico silvestre.

L. migonei e L. whitmanielatados por Azevedo e Rang@l991) em municipio
cearense, situado na Serra de Baturité, como espéde infectadas coireishmania
poderiam invadir os habitats peridomésticos. Seami¢hquadro foi verificado em Afonso
Claudio, municipio de Espirito Santo, situado an6%® nivel do mar, onde migonej L.
whitmani e L. intermedia foram as espécies vetoras Ha braziliensisno ambiente
domiciliar, sendo que a primeira e a segunda espéstariam fazendo a ponte entre o
ambiente silvestre e domiciliar (FALQUETO, 199%m area simpatrica de serra, no
Estado do Ceard,. migoneifoi encontrada naturalmente infectada cbnbraziliensise
junto comL. whitmaniforam incriminadas como transmissoras da LTA (AZEXEet al,
1990 a e b). No presente estudo devido a maioridietes deL. migoneiem ambientes
domeésticos e peridomésticos sugere-se que esfariaaipal vetor que esta envolvido no
ciclo zoondtico da LTA na regido, jA que nestadega presenca de. whitmanifoi

encontrado em menor densidade.
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Anexos

S3o Vicente Férrer

Figura 1 - Localizacdo da area de estudo, no Estadternambuco.

PM CC"C" 1 2 3 45 6 7 8 9 1t
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Figura 2 — Gel de agarose (1%) das amostras de &€&es da localidade Mundo Novo.
PM (Peso moleculak + Hind Ill), C (controle negativo), T (controle positivo 1ng), T
(controle positivo 1pg)Linhas 1 a 11( MO de cées), linha 8 (amostra p@giti



Tabela 1 — Espécies de mamiferos silvestres e tedpicps em que foram obtidos
fragmentos de baco e pele e resultado da PCR wsandeteccdo dé. (Viannia)
braziliensisem amostras de pele e bago.

Resultado da Resultado % de

Espécie Baco PCR Pele daPCR Total positividade
Nectomys squamipes 46 0 46 9/46 92 9,78
Rattus rattus 36 0 36 10/46 72 13,88
Holochilus sciureus 19 0 19 3/19 38 7,89
Oryzomys subflavus 9 0 0 18 0,00
Bolomys lasiurus 7 0 0 14 0,00
Galea spiixi 1 0 1 0 2 0,00

TOTAL 118 0/118 118 22/118 236 9,32
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Figura 2 — Gel de agarose (1%) das amostras dedpslanimais silvestres e sinatrépicos
da localidade Mundo Novo. PM (Peso molecalar Hind 1Il), C (controle negativo), C
(controle positivo 1ng), Qcontrole positivo 1pg)linhas 1 a 22 (amostras de pele).



Tabela 3 - Distribuicdo das espécies de Flebotamsim®letados em Mundo Novo, no

periodo de dezembro de 2002 a novembro de 20G®&;atdo com o local de captura.

Local de Captura

Espécies Abrigos de animais Casas Mata Primaria Tota
N % N % N % N %
L. complexa 28 0,2 8 0,1 14.445 99,8 14.481 62,5
L. migonei 5.803 75,6 1.658 21,6 216 2,8 7.677 332
L. evandroi 121 37,2 169 52 35 10,8 325 1,4
L. sordelli 47 15,6 5 1,7 250 82,8 302 1,3
L. naftalekatzi - - - - 170 100 170 0,7
L. shannoni - - - - 38 100 38 0,2
L. capixaba - - - - 38 100 38 0,2
L.whitmani 34 91,9 3 8,1 - - 37 0,2
L. tupinambai - - - - 23 100 23 0,1
L. quinquefer 14 63,6 7 31,8 1 4.5 22 0,1
L. furcata - - - - 14 100 14 0,1
L. fischeri - - - - 10 100 10 <0,1
L. walkeri - - - - 6 100 6 <0,1
L. brasiliensis 2 50 - - 2 50 4 <0,1
L. oswaldoi - - - 4 100 4 <0,1
L. choti - - 1 50 1 50 2 <0,1
L. schreiberi - - 1 50 1 50 2 <0,1
Total 6.049 26,1 1.852 8 15.255 65,9 23.155 100

Gréfico 1 - Variagdo mensal de flebotomineos ndoplerde 12 meses (dezembro de 2002
a novembro de 2003) em Mundo Novo, S&o VicentesFérr

—e— Variagdo mensal do flebotomineos




