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Resumo. Este estudo avaliou a fauna local de flebotomineos vetores para Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA) da regido rural do municipio de lina, estado do Espirito
Santo, Brasil. As capturas dos dipteros abrangeram cinco localidades rurais onde casos de
LTA j& haviam sido previamente relatados. Os critérios de escolha para a instalacdo das
armadilhas foram propriedades com histérico anterior de casos clinicos humanos de LTA
e a presenca de cdes sem sinais clinicos da doenga, mas soropositivos para Leishmania
(Viannia) braziliensis pela técnica de ELISA indireta. As coletas realizaram-se com o
auxilio de armadilhas luminosas do tipo “CDC” (Centers for Diseases Controls) instaladas
as 18h00min e recolhidas as 06h00min totalizando 336 horas de funcionamento. Entre
quatorze pontos de coletas, dez apresentaram positivos para a presenca de flebotomineos
sendo um total de 1148 espécimes todos processados e identificados. Uma parcela de 60
fémeas de diferentes pontos de coleta foi submetida a técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para avaliar a presenga do género Leishmania spp. nos tubos digestivos
dos dipteros sendo observada trés resultados positivos para presenca de &cidos nucleicos
de Leishmania (Viannia) braziliensis. Entre os restantes 1088 flebotomineos, a espécie
Migonemyia migonei foi a que se apresentou mais abundante sendo responsavel por 71,7%
dos espécimes, seguida por Nyssomyia intermedia 21,5%, somando as demais espécies
capturadas 6,8%. Considerando a capacidade vetorial de Mg. migonei e Ny. intermedia,
bem como seus habitos antropofilicos ja descritos na literatura, podemos sugerir que essas
espécies possam estar atuando como transmissoras de LTA na regido.

Palavras chave: Leishmania (Viannia) braziliensis, identificacéo, vetor, epidemiologia

Search for Leishmania spp. in sandflies (Diptera: Psychodidae) from
the municipality of 1Una, Espirito Santo

Abstract. This study evaluated the local fauna of phlebotomine vectors for American
Tegumentary Leishmaniasis (ATL) in the rural region of lina, state of Espirito Santo,
Brazil. Diptera catches encompassed five rural locations where ATL cases had previously
been reported. The selection criteria for the installation of the traps were properties with a
previous history of human clinical cases of ATL and the presence of dogs without clinical
signs of the disease, but seropositive to Leishmania (Viannia) braziliensis by the indirect
ELISA technique. The collections were carried out with the aid of "CDC" type light traps
(Centers for Diseases Controls) installed at 6:00 p.m. and collected at 06:00 a.m., totaling
336 operating hours. Among fourteen collection points, ten showed positive for the
presence of sandflies, and a total of 1148 specimens were all processed and identified. The
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60 females from positive collection point was submitted to a polymerase chain reaction
(PCR) technique to evaluate the presence of the genus Leishmania spp. in the digestive
tubes of Diptera. Three females were positive for nucleic acids of Leishmania (Viannia)
braziliensis. Among the 1148 phlebotomines, the species Migonemyia migonei was the one
that presented the most abundant being responsible for 71.7% of the specimens, followed
by Nyssomyia intermedia 21.5%, adding the other species captured 6.8%. Considering the
vector capacity of Mg. migonei and Ny. intermedia, as well as their anthropophilic habits
already described in the literature, we can suggest that these species may be acting as
transmitters of ATL in the region.

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis, identification, vector, epidemiology

Busqueda de Leishmania spp. en las flebotomineas (Diptera:
Psychodidae) del municipio de IUna, Espirito Santo

Resumen. Este estudio evalud la fauna local de flebotomineos vectores para Leishmaniosis
Tegumentar Americana (LTA) de la region rural del municipio de ltna, estado de Espirito
Santo, Brasil. Las capturas de los dipteros abarcaron cinco localidades rurales donde los
casos de LTA ya habian sido previamente reportados. Los criterios de eleccion para la
instalacion de las trampas fueron propiedades con antecedentes de casos clinicos humanos
de LTA y la presencia de perros sin signos clinicos de la enfermedad, pero seropositivos
para Leishmania (Viannia) braziliensis por la técnica de ELISA indirecta. Las colectas se
realizaron con la ayuda de trampas luminosas del tipo "CDC" (Centros para Diseases
Controls) instaladas a las 18h00min y recogidas a las 06h00min totalizando 336 horas de
funcionamiento. Entre catorce puntos de colectas, diez presentaron positivos para la
presencia de flebotomineos siendo un total de 1148 especimenes todos processados e
identificados. Una porcion de 60 hembras de diferentes puntos de recoleccion fue sometida
a la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para evaluar la presencia del
género Leishmania spp. en los tubos digestivos de los dipteros. Tres hembras fueron
positivas para la presencia de &cidos nucleicos de Leishmania (Viannia) braziliensis. Entre
los 1148 flebotomineos, la especie Migonemyia migonei fue la que se presentd mas
abundante siendo responsable por el 71,7% de los especimenes, seguida por Nyssomyia
intermedia 21,5%, sumando las demas especies capturadas el 6,8%. Considerando la
capacidad vectorial de Mg. migonei y Ny. intermedia, asi como sus habitos antropofilicos
ya descritos en la literatura, podemos sugerir que esas especies puedan estar actuando como
transmisoras de LTA en la region.

Palabras clave: Leishmania (Viannia) braziliensis, identificacion, vectoriales, epidemiologia

Introducéo

As leishmanioses sdo um conjunto de sindromes complexas e multifacetadas causadas por varias
espécies de parasitas do género Leishmania (Desjeux, 2004). Consideradas as mais importantes e
comuns doengas transmitidas pela picada dos flebotomineos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae),
podem acometer tanto os seres humanos como animais. Considerada um problema de salde publica,
atualmente é endémica em mais de 98 paises sendo estimado anualmente 0,7 a 1,0 milhdo de novos
casos humanos com mortalidade variando entre 20.000 a 30.000 (Lainson et al., 1979; Monteiro et al.,
2005). O estado do Espirito Santo, Brasil, é considerado de transmissao endémica para as formas cutanea
e mucocuténea da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), associadas & espécie Leishmania
(Viannia) braziliensis (Falqueto et al., 2003; Rocha et al., 2010a). Em &reas endémicas a taxa de infecgéo
natural dos vetores e a identificacdo correta das espécies de parasitas destes dipteros sdo de grande
importancia na epidemiologia da doenca (Piraja & Lucheis, 2014). No municipio de Iina, ha relatos da
doenca tanto em homens como animais sendo o conhecimento dos diferentes agentes envolvidos nos
varios ciclos de transmissdo da LTA de importancia para o monitoramento do agravo. O NEMES
(Nucleo de Entomologia e Malacologia do Espirito Santo) realiza desde o ano de 1997, levantamento
entomolégico e malacoldgico para obter informagdes sobre a fauna de vetores de importancia
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epidemioldgica no estado do Espirito Santo. Nestes estudos, o municipio de 1tna foi identificado como
area endémica de ocorréncia para Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia, sendo este Gltimo
identificado como a principal espécie na veiculacdo de L. (V.) braziliensis (Vieiraetal., 2012) no Estado.
Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar a fauna local de flebotomineos em um corte
amostral no peridomicilio de moradores das regiBes rurais do municipio de lina e verificar a infeccdo
deste vetor neste municipio pelo género Leishmania.

Material e métodos

Desenho do estudo

Estudo observacional do tipo descritivo, de interesse médico e médico veterinario, com o intuito de
identificar e avaliar espécies de flebotomineos transmissores de LTA capturados no peridomicilio de
moradores de cinco localidades da zona rural do municipio de Iina, &rea endémica com relato de varios
casos em humanos e animais.

Caracterizagdo do municipio

Apresentando uma populagdo de aproximadamente 27.328 habitantes, o municipio de lina, se
encontra na regido sul do estado do Espirito Santo, Brasil, a uma altitude média de 661 metros, ocupando
territorio de 460 Km?, temperaturas médias variando entre 7 e 30° C, clima tropical de altitude e Mata
Atlantica como vegetacdo caracteristica. Situado na Regido do Capara0, faz divisa com os municipios
de Muniz Freire ao leste, Ibitirama ao sul, Irupi e Ibatiba ao norte e o Estado de Minas Gerais a oeste.

Area de estudo

O estudo foi realizado em cinco localidades pertencentes a zona rural de 1Gna: Sdo Jodo do Principe,
Tinguaciba, Serrinha da Torre, Santissima Trindade e Figueira. Foram selecionados quatorze iméveis
rurais sendo as coordenadas marcadas com auxilio do GPS (Global Positioning System). A instalacdo
das armadilhas (Figura 1) realizou-se no peridomicilio das residéncias ndo mais afastadas do que 30
metros da casa sede das propriedades. A regido se caracteriza por intensa modificacdo antrépica, nas
propriedades as alteracdes ambientais resultaram em substituicdo da vegetacdo nativa com a instalacdo
de diversas atividades agrarias: cafeicultura (principal atividade econdmica), agricultura em geral e
pecuaria, sendo comum a presenca peridomiciliar de varios tipos de criagfes de animais: bovinocultura,
caprinocultura, suinocultura e avicultura; além da presenca de cédes (Canis familiaris), gatos (Felis catus)
como animais de estimacéo e equinos (Equus caballus), usados como animal de trabalho em atividades
de tragdo, transporte de carga e pessoas.

Figura 1. Armadilha luminosa do tipo CDC em funcionamento
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Captura dos flebotomineos

As coletas ocorreram no més de dezembro de 2015 e os trabalhos de identificacdo foram realizados
durante 2017-2018. Utilizaram-se armadilhas luminosas do tipo CDC (Centers for Diseasis Controls)
para as capturas. Foram selecionados quatorze imoveis rurais sendo as coordenadas marcadas com
auxilio do GPS (Global Positioning System). Os pontos de captura (P) e suas respectivas coordenadas
nas localidades foram: Sdo Jodo do Principe P1- 20°20°15.6’S 41°50°32.3’W, P2- 20°20°19.5”’S
41°50°34.2°W, P3- 20°19°32.8°’S 41°49°43.6>’W; Tinguaciba P4- 20°15°50.5"’S, 41°45°19.7°W, P5-
20°15°54.7°’S, 41°45°10.3°W; Serrinha da Torre P6- 20°22°44.1°°S 41°29°46.7°W, P7- 20°22°41.2"’S
41°29°36.1’W, P8- 20°22°19.3°’S 41°29°25.4°W, P9- 20°22°03.6’S 41°29°51.1”’W, P10-
20°21°36.1°°S 41°29°16.1”’W; Santissima Trindade P11- 20°27°52.7’S 41°36°05.9”’W; Figueira P12-
20°20°52.97°S 41°33°51.9°W, P13- 20°20°47.5’S 41°33°51.8”°W, P14- 20°20°48.5’S 41°33°49.4°W.
A instalacdo das armadilhas realizou-se no peridomicilio das residéncias ndo mais afastadas do que 30
metros da casa sede das propriedades. Respeitando os habitos comportamentais dos flebotomineos, as
armadilhas luminosas foram montadas e ligadas as 18nh00min e recolhidas as 06h00min do dia seguinte.
Foram usadas duas armadilhas por ponto de captura totalizando 336 horas de capturas nos quatorze
pontos de coleta nas cinco localidades.

Processamento e identificacdo dos flebotomineos

Os flebotomineos foram preparados de acordo com as técnicas de rotina do Laboratério de
Interdisciplinar de Vigilancia Entomolégicas em Diptera e Hemiptera (LIVEDIH) do Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ. A identificagdo das espécies foi realizada segundo metodologia de Galati (2003).

Avaliagdo da infeccdo natural flebotomineos (Diptera: Psychodidae) por Leishmania spp.

Utilizando as fémeas foram realizadas as extragdes do DNA por congelamento em nitrogénio liquido
e maceracdo seguida de amplificacdo de segmentos génicos pela técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o género Leishmania spp. segundo Rocha et al. (2010b). As amostras positivas
para o género Leishmania spp. tiveram o DNA submetido a nova PCR com iniciadores especificos para
identificacdo da espécie Leishmania (V.) braziliensis (Bruijn & Barker, 1992).

Analise estatistica

Foi realizada uma estatistica descritiva, sendo calculada a frequéncia relativa e absoluta das espécies,
a razdo macho e fémea, o Indice de Dominéncia e o Indice de Simpson para avaliagdo da diversidade
entre as espécies.

Dados do clima

Os dados climaticos sobre temperatura, umidade relativa do ar e indice pluviométrico, referentes ao
periodo de estudo, foram obtidos junto ao Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural (INCAPER, 2015).

Resultados

Os dados climéticos registrados no més de dezembro (Figura 2) foram de acordo com as temperaturas
e umidade considerados 6timos para a ocorréncia da maioria das espécies de flebotomineos neotropicais
(Lainson et al., 1979).

O somatorio total das 336 horas de capturas nos 14 pontos coletados foi 1148 flebotomineos.
Excetuando a parcela de 60 fémeas utilizadas para avaliacdo da presenca de acidos nucleicos de
Leishmania spp., o total de flebotomineos identificados foi 1088 (Figura 3), pertencentes a seis géneros
e nove espécies, 614 machos (56,43%) e 474 fémeas (43,57%). O sucesso na captura com as armadilhas
CDC foi de 0,12 flebotomineos/hora/armadilha, pertencentes a seis géneros e nove espécies, 614 machos
(56,43%) e 474 fémeas (43,57%) A razdo de machos em relagdo as fémeas foi de 1,29, o indice de
Dominancia foi de 0,56 e o indice de Diversidade de Simpson foi igual a 0,44.
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Nesse estudo quatro pontos de coletas ndo apresentaram a presenca de flebotomineos, sendo eles:
P1, P2, P5 e P9, pertencentes a localidade de Sao Jodo do Principe, Tinguaciba e Serrinha da Torre. Os
trés com as maiores frequéncias foram P7, P8 e P13 (distritos de Serrinha da Torre e Figueira) que juntos
foram responsaveis por 993 flebotomineos. As espécies Migonemyia migonei, Nyssomyia intermedia,
Nyssomyia whitmani, e Pintomyia fischer, ou seja, as que sdo reconhecidas como vetores de LTA
representaram 96,42% do total capturado enquanto as demais espécies somaram 3,58%.

Figura 2. Dados climaticos de ltna, ES, temperatura, umidade relativa
do ar e indice pluviométrico referente ao més de dezembro de
2015. Fonte: INCAPER, 2015.

Entre os 10 pontos de coleta com presenca de flebotomineos, apds a realizagdo da PCR aplicada as
60 fémeas utilizando iniciadores especificos para Leishmania (V.) braziliensis (Bruijn & Barker, 1992)
verificamos trés resultado positivos (3/60) representando 5% do total, sendo dois registros no distrito de
Serrinha da Torre e um resultado positivo em Figueira.

Migonemyia migonei 74,36%

Nyssomyia whitmani

Nyssomyia intermedia 22,31%

Pintomyia fischeri 2,95%

0 200 400 600 800 1000

Figura 3. Espécies de flebotomineos transmissoras de Leishmaniose
Tegumentar Americana capturadas no peridomicilio de
moradores de zonas rurais de 1Una/ES.

Discussao

A distribuicdo da LTA ¢é influenciada por fatores geograficos e climaticos pouco conhecidos (Piraja
& Lucheis, 2014). Esses fatores determinam a distribuicéo de diferentes flebotomineos vetores, parasitas
e reservatorios. A complexidade da interacdo desses agentes nos diferentes ciclos de transmissdo da
doenca colabora para as dificuldades em se controlar o agravo. Nas regides mais carentes, a falta de
estrutura favorece o avango da LTA contribuindo para o aumento do ndmero de vitimas que muitas
vezes sdo acometidas por lesdes graves e debilitantes (Desjeux, 2004).

A fauna de flebotomineos encontrada no estado do Espirito Santo é de aproximadamente 59 espécies,
cinco espécies com caracteristicas antropofilicas sdo usualmente coletadas em areas com ocorréncia de
casos de LTA: Nyssomyia intermedia, Ny. whitmani, Mg. migonei, Pi. fischeri e Pintomyia monticola,
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sendo todas incriminadas como vetores da doenga, com excecdo de Pi. monticola. Todos o0s géneros de
interesse médico capturadas nesse estudo ja haviam sido relatados no estado, do total das nove espécies
encontradas, quatro delas sdo consideradas transmissoras da L. (V.) braziliensis: Ny. intermedia, Ny.
whitmani, Mg. migonei e Pi. fischeri. Ny. intermedia é a principal espécie relacionada com a transmisséo
da doenca no sudeste do Brasil, devido a sua alta prevaléncia muitos autores a consideram como a
principal espécie vetor em ambientes modificados, sendo acompanhada também por Mg. migonei e Ny.
whitmani (Meneguzzi et al., 2016).

Nesse estudo Mg. migonei foi a espécie mais abundante, com 71,7% de frequéncia, influenciando
diretamente o indice de Simpson (0,44). Essa prevaléncia nessa regifo sugere que em ltna, ela possa
ser um importante vetor da doenca. A adaptacdo a ambientes modificados pela agricultura e o notavel
grau de antropofilia dessa espécie ja foi apontado em outros relatos (Rangel & Lainson, 2009). A espécie
Mg. migonei junto com Evandromyia lenti, em estudo de fauna também na regido do Caparad, no estado
de Minas Gerais, apresentaram maiores taxas de capturas em ambiente de cafezal (Saraiva et al., 2006).
A espécie Pi. fischeri foi a terceira de importancia vetorial no contexto das leishmanioses, representou
2,85% do total da amostra, considerada antropofilica. Esta espécie ja foi relatada em grande quantidade
em ambiente de cafezal no estado de Minas Gerais, em regido com caracteristicas ambientais parecidas
com as encontradas nos locais de coleta desse estudo (Alexander et al., 2002). A espécie Nyssomyia
whitmani apesar de participar do ciclo de transmissdo da LTA em outros municipios do Espirito Santo,
como Afonso Claudio e ter sido a segunda espécie mais abundante em coletas na Regido do Caparad
mineira (Saraiva et al., 2006), nesse estudo ndo se apresentou em grande nimero sendo somente 0,37%
dos flebotomineos.

A diversidade de flebotomineos em ambientes de floresta é claramente maior do que no
peridomicilio, mesmo sendo dentro da mesma area de estudo, a baixa ocorréncia das demais espécies
de flebotomineos em diversidade e nimero no peridomicilio contribui para o entendimento sobre o
impacto das alteracbes ambientais na fauna de flebotomineos. A modificagdo antropica do meio
ambiente favorece a sobrevivéncia de espécies com maior capacidade adaptativa, provavelmente as que
possuem menores exigéncias alimentares e climaticas, neste contexto, justifica-se o alto percentual de
93,2% do total de espécimes capturadas, pertencerem a somente duas espécies, Ny. intermedia e Mg.
migonei, ambas com capacidade vetorial, e, portanto, importantes no ciclo de transmissdo e na
ocorréncia das leishmanioses (Pita-Pereira et al., 2011).

As amostras positivas para PCR indicando a infec¢do por L. (V.) braziliensis constituem-se em um
indicador da presenca de flebotomineos infectados e com capacidade de disseminar a enfermidade ao
fazer o repasto sanguineo apesar de estatisticamente ndo ser significativo pela pequena amostragem
(3/60). Achados semelhantes quanto as espécies infectadas e também com pequeno percentual de
flebotomineos infectados para L. (V.) braziliensis foi relatado para o estado do Espirito Santo por Rocha
et al. (2010b) quando ao examinar 1689 flebotomineos encontrou 13 (0,77%) espécimes infectadas entre
Ny. whitmani e Ny. Intermedia. Estes dados permitem avaliar a presenca e manutencdo de forma
endémica da enfermidade.

Por fim, este conhecimento poderd melhorar as decisdes nas agbes de saude para controle da
leishmaniose nesta regido levando em conta os vetores e 0 agente etioldgico, permitindo medidas
profilaticas que poderdo ser adotadas com o intuito de diminuir a ocorréncia de novos casos da doencga
e dos custos com os servigos de saude.

Concluséo

Considerando a infecgdo por L. braziliensis em 5% dos vetores avaliados por PCR, o indice de
Dominancia 0,56 e a presenca de 96,42% de espécies com capacidade vetorial no peridomicilio, é
necessario que se mantenha atencdo especial ao municipio, incluindo nesse aspecto a vigilancia
entomoldgica, uma vez que o mesmo apresenta condigdes favordveis para transmissdo da doenca.
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