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RESUMO

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phebotominae) sdo insetos de grande
importancia para saide publica, pois sdo os principais vetores das leishmanioses, as
quais estdo entre as seis endemias de maior importancia no mundo. Esses dipteros
apresentam ampla distribuicdo geografica, representados por vdrias espécies
encontradas principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Com a destrui¢do dos
seus habitats naturais devido a acdo antrépica, os flebotomineos estdo adaptando-se a
ambientes modificados como ao peridomicilio e a abrigos de animais domésticos. O
presente estudo teve como objetivo identificar a composi¢do da fauna de flebotomineos
em uma drea endémica para Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), estado de
Pernambuco. As coletas foram realizadas, no municipio de Igarassu, no periodo de
outubro de 2015 a setembro de 2016, utilizando sete armadilhas luminosas modelo
Centers of Disease Control (CDC), mensalmente, durante trés noites consecutivas, das
17:00 horas as 5:00 horas. Cada armadilha foi instalada a 1,5 m acima do solo € em
diferentes ecotopos, como: no intradomicilio, peridomicilio e na mata. Os espécimes
capturados foram separados por sexo, identificados e armazenados em dalcool 70%.
Fémeas de Lutzomyia choti (n=405), Lutzomyia whitmani (n=73), Lutzomyia sordellii (n
= 10), Lutzomyia evandroi (n=1) e Lutzomyia longispina (n=1) foram selecionadas para
andlise molecular. No total, foram identificados 2.174 espécimes de flebotomineos de
10 espécies, dentre elas Lu. choti (88,17%; 1.917/2.174), seguida por Lu.whitmani
(8,09%; 176/2.174 ) e Lu. sordellii (1,51%; 33/2.174). Quanto ao local de coleta, a
maioria dos flebotomineos foi capturada no peridomicilio com 1.394 espécimes
(64,12%), seguido da mata com 733 (33,71%) e do intradomicilio com 47 (2,16%). Os
ecotopos com maior frequéncia de flebotomineos capturados foram galinheiro e
estdbulo. Em se tratando da densidade mensal, o més de janeiro e maio de 2016, foi o
periodo com maior abundancia de flebotomineos. Todas as fémeas foram negativas a
andlise molecular. O estudo demonstrou uma diversidade de espécies importante com
predominancia dessas no peridomicilio e no periodo chuvoso, inclusive de Lu.

whitmani, vetor de LTA comprovado no Brasil.

Palavras-chaves: Lutzomyia whitmani, Leishmania, Igarassu.



ABSTRACT

Phlebotomines (Diptera: Psychodidae: Phebotominae) are insects of great importance
for public health, as they are the main vectors of leishmaniasis, which are among the six
most important endemics in the world. These dipterans have a wide geographical
distribution, represented by several species found mainly in tropical and subtropical
regions. With the destruction of their natural habitats due to anthropogenic action, sand
flies are adapting to modified environments such as the peridomicile and shelters of
domestic animals. The present study aimed to identify the fauna composition of sand
flies in an endemic area for American Cutaneous Leishmaniasis (ACL), state of
Pernambuco. The collections were carried out in the municipality of Igarassu from
October 2015 to September 2016 using seven luminous traps Centers of Disease
Control (CDC), monthly, for three consecutive nights, from 5:00 p.m. to 5:00 p.m.
Hours. Each trap was installed 1.5 m above the ground and in different ecotypes, such
as: in the intradomicile, peridomicile and in the forest. The captured specimens were
separated by sex, identified and stored in 70% alcohol. Females of Lutzomyia choti (n =
405), Lutzomyia whitmani (n = 73), Lutzomyia sordellii (n = 10), Lutzomyia evandroi (n
= 1) and Lutzomyia longispina (n = 1) were selected for molecular analysis. In total,
2,174 specimens of sandflies were identified from 10 species, among them Lutzomyia
choti (88.17%, 1.917/2.174), followed by Lutzomyia whitmani (8.09%, 176/2174) and
Lutzomyia sordellii (1.51%, 33/2.174). Regarding the sampling site, most of the
sandflies were captured in the peridomicile with 1,394 specimens (64.12%), followed
by the forest with 733 (33.71%) and the intradomicile with 47 (2.16%). The most
frequent ecothotographs of captured sandflies were chicken coop and stable. Regarding
the monthly density, the month of January and May of 2016 was the period with the
greatest abundance of sand flies. All females were negative to molecular analysis. The
study demonstrated a significant diversity of species with predominance of these in the
peridomicilio and in the rainy period, including Lutzomyia whitmani, vector of ACL

proven in Brazil.

Keywords: Lutzomyia whitmani, Leishmania, Igarassu.



1. INTRODUCAO

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae) sdo insetos de grande importancia para
saude publica, através da picada das fémeas infectadas sdo transmitidos protozodrios do
geénero Leishmania, agentes etioldgicos das leishmanioses (RASO e GERNARO, 1994).

As leishmanioses sdo doencas parasitdrias que estdo entre as seis endemias de
maior importdncia no mundo, distribuidas em 98 paises, a maioria deles
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Na América Latina, o Brasil € o pais onde ha
mais casos notificados de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), com maior
ocorréncia da doenga na regido Nordeste (BRASIL, 2013).

Diversos fatores t€ém interferido diretamente na distribui¢ao dos flebotomineos e
consequentemente na expansao das leishmanioses, como modificagdes nos
ecossistemas, desmatamento para assentamentos populacionais, constru¢do de estradas,
projetos de irrigagcdo, construcdo de usinas hidrelétricas e urbanizacdo descontrolada
(DESJEUX, 2004).

Os flebotomineos estdo distribuidos em todo o mundo, com maior abundancia em
areas neotropicais (SHIMABUKURO e GALATI, 2011). Aproximadamente 56
espécies desses dipteros foram comprovadas ou suspeitas de transmitir parasitos no
Novo Mundo (MAROLI et al., 2013). No Brasil a fauna de flebotomineos é composta
em torno de 260 espécies (SHIMABUKURO e GALATI, 2011), sendo Lutzomyia
flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia intermedia,
Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia migonei as principais espécies envolvidas na
transmissdo da LTA (RANGEL e LAISON, 2009). Em Pernambuco tém sido realizados
varios estudos, nos quais ja foram identificadas 42 espécies de Lutzomyia (LUCENA et
al., 1984; BRANDAO-FILHO et al, 1998; SILVA e VASCONCELOS, 2005;
BALBINO et al., 2005; ANDRADE et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2005;
CARVALHO et al., 2007; DANTAS-TORRES et al., 2010; GUIMARAES et al., 2012;
MIRANDA et al., 2015; AGRA et al., 2016).

Segundo Brito et al. (2012), grande abundancia e distribui¢do generalizada de
vetores flebotomineos em Pernambuco indicam que a maioria da populagdo estd exposta
a infeccdo por Leishmania spp. Desde o ano de 2008, a Secretaria de Saude do
municipio de Igarassu, por meio do Departamento de Vigilancia em Satde, vem se
preocupando com o aumento de casos de LTA no distrito de Trés Ladeiras. Em estudo

N

realizado, no periodo de 2008 a 2013, por Ramos (2015) quanto a avaliacdo dos
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aspectos epidemioldgicos da Leishmaniose na populacdo humana e animal, observou-se
que dos 115 casos humanos notificados 66,08% (76/115) foram positivos para LTA
utilizando-se a intradermorreagao de Montenegro (IDRM) e pesquisa direta do parasito.
E ainda dos 126 caes analisados para LTA foram positivos 46,80% (59/126) e dos 131
cdes analisados para Leishmaniose Visceral (LV) foram positivos 45,03% (59/131),
ambos por meio da reacdo em cadeira da polimerase (PCR).

Portanto, diante do exposto, o estudo da fauna flebotominica no distrito de Trés
Ladeiras, area endémica para Leishmaniose Tegumentar Americana, faz-se necessario,

tendo em vista o importante papel dos flebotomineos no ciclo de transmissdao da LTA.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistematica dos Flebotomineos

Taxonomicamente os flebotomineos estdo classificados, de acordo com Forattini
(1973) e Young e Duncan (1994):

Reino: Animalia Linnaeus, 1758

Filo: Arthropoda Von Siebold, 1848

Classe: Insecta Linnaeus, 1758

Ordem: Diptera Linnaeus, 1758

Sub-ordem: Nematocera

Familia: Psychodidae

Subfamilia: Phlebotominae

A subfamilia Phlebotominae € composta pelos géneros: Phlebotomus Rondani,
1840; Sergentomyia Franca & Parrot, 1920 e Chinius Leng, 1987 no Velho Mundo e
Lutzomyia Franca, 1924; Brumptomyia Franca & Parrot, 1921 e Warileya Hertig, 1984
no Novo Mundo (YOUNG e DUNCAN, 1994).

De acordo com Maroli et al. (2013) os primeiros a realizarem essa classifica¢ao
foram Theodor em 1948 e 1958 e Lewis em 1977, na qual foram descritos dois géneros:
Phlebotomus Rondanie e Sergentomyia Franca, para o Velho Mundo e trés gé€neros:
Lutzomyia Franca, Brumptomyia Franca & Parrot, e Warileya Hertig, para o Novo
Mundo. Em 1994, Young e Duncan revisaram a classificacio de Lewis de 1977
reconhecendo os trés géneros pertencentes a0 Novo Mundo com 15 subgéneros e 11
espécies (MAROLI et al.,2013). Dentre eles o género Lutzomyia é composto por 15
subgéneros e 11 grupos de espécies (YOUNG e DUNCAN, 1994).

2.2 Biologia

Os flebotomineos sao insetos silvestres, pequenos, com o comprimento do corpo
medindo de um a trés milimetros, frageis, pilosos, de atividade noturna e crepuscular,
dois pares de asas, com um par de asas funcionais e voo curto (MONTOYA-LERMA,

1992; BRAZIL e BRAZIL, 2003).
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Em seu ciclo biologico (Figura 1), apresentam quatro estigios de
desenvolvimento: ovo, larva com quatro estadios, pupa e adulto e por esse motivo sdao

considerados insetos holometabolos (FORATTINI, 1973; MONTEIRO, 2012).

Figura 1. Ciclo biolégico dos flebotomineos. Fonte: adaptado de Lawyer e Perkins (2004).

Os ovos medem de 0,3 a 0,5 mm de comprimento por 0,7-0,15 mm de largura,
apresentam forma ovdide, sdo alongados e pouco encurvados, apds a postura sio
brilhantes e esbranquicados, tornando-se escuro (SHERLOCK e SHERLOCK, 1959;
BRAZIL e BRAZIL, 2003). Esses ovos sdo postos isoladamente ou em grupos,
aderidos ao substrato por meio de uma substincia composta por dcidos graxos
produzidos pelas glandulas acessdrias das fémeas (BRAZIL e BRAZIL, 2003). Essa
substancia ao cobrir todo o ovo também permite uma permeabilizacdo e também atua
como feromonio de oviposicao (RANGEL e LAINSON, 2003; MAROLI et al., 2013).

Para Dougherty et al. (1995) as fémeas sdo primeiramente atraidas pelos
constituintes fisicos e quimicos do substrato e posteriormente a oviposi¢do € estimulada
por feromdnios de ovos da mesma espécie (KILLICK-KENDRICK, 1999). Cada fémea
pode realizar uma postura de dois a 80 ovos, com média de 28 ovos por fémea
(MORALES et al., 2005). O ovo pode ainda entrar em diapausa caso as condig¢des
estejam desfavordveis, como temperatura muito quente ou habitats mais Umidos

(LAWYER e YOUNG, 1991).
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As larvas levam em média de sete a 17 dias para eclodirem, dependendo das
condi¢des ambientais de umidade do substrato, sombreamento e a quantidade de matéria
organica da qual se alimentam apds a eclosdo, além do sangue ingerido pela fémea
(quantidade e composicdo). O seu desenvolvimento € relativamente lento com duragao
de trés semanas (BRAZIL e BRAZIL, 2003).

As larvas s3o pequenas e terrestres, vermiformes e claras com uma cépsula
cefdlica escura e grandes mandibulas. O abdome € revestido por cerdas, que variam de
acordo com os estddios e a espécie (BRAZIL e BRAZIL, 2003). Os dois ultimos
segmentos do abdome sdo diferenciados dos demais e utilizados na locomocao. Existem
também, nesses dois tltimos segmentos estruturas responsdveis pela fixagdo da larva na
troca de estddios (LEITE e WILLIANS, 1997).

A pupa se mantém fixa ao substrato e esbranquigada, tornando-se escura quando a
proximidade da emergéncia do adulto por volta de 20 a 40 dias. Ela possui 13
segmentos, dos quais os quatros primeiros (fundidos) formam o cefalotérax e os noves
restantes (individualizados) constituem o abdome (FERRO et al., 1997; BRAZIL ¢
BRAZIL, 2003).

O adulto possui o corpo revestido por cerdas, sdo de coloracdo clara e possui
antenas longas com flageldomeros (BRASIL, 2006). Os adultos diferem dos demais
dipteros psicodideos por possuirem corpo mais delgado e pernas longas
(ALEXANDER, 2000). As principais diferencas entre os sexos estdo na probdscide, a
qual nos machos € curta e nas fémeas é longa e adaptada para picar e sugar; € nos
ultimos segmentos abdominais, que sdo modificados para constituir a genitdlia do
inseto, onde nas fémeas (Figura 2A) sdo menores e discretos dispondo-se como
estruturas telescopadas, que confere um aspecto arredondado (espermateca) € nos
machos (Figura 2B) representam um conjunto de apéndices bem desenvolvidos e
ornamentados em forma de ganchos (paramero). A cdpula ocorre na natureza durante o
periodo noturno, tendo em vista a maior atividade destes insetos (BRAZIL e BRAZIL,

2003).
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Figura 2. Genitélia de Lutzomyia whitmani. A — espermateca da fémea, seta preta
e B — pardmero do macho, seta preta. Fonte: arquivo pessoal (2016).

As fémeas apds a copula precisam de sangue para amadurecer os ovécitos para
postura de ovos férteis e ambos os sexos precisam de acticar dos tecidos vasculares de
plantas para fins energéticos (MONTOYA-LERMA, 1992). Para a obtencdo desse
sangue, as fémeas laceram a pele e os capilares sanguineos formando-se um codgulo
subcutaneo, que € sugado completando-se o repasto em cerca de um a cinco minutos

(BRAZIL e BRAZIL, 2003).

2.3 Hospedeiros

Os mamiferos domésticos e silvestres, aves e o homem sido os hospedeiros dos
flebotomineos. O comportamento alimentar é observado em estudos e revelam que
algumas espécies quanto a fonte sanguinea sdo oportunistas, como por exemplo: a Lu.
longipalpis, Lu. intermedia, Lu. migonei e Lu. fischeri, podendo espoliar o homem,
cdes, gatos, aves como galinhas e outros animais (suinos, equinos, caprinos)
(ANDRADE et al., 2008; COSTA et al., 2013). Entretanto, outras espécies como a Lu.
quinquefer, tém preferéncia por determinados hospedeiros (répteis) (DANTAS-
TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006; ALVES, 2008). Lu. whitmani, em estudos
realizados no campo evidenciam que sdo mais atraidas por iscas humanas do que por
cies e galinhas provenientes da Amazonia (CAMPBELL-LENDRUNM et al., 1999). O
comportamento alimentar é de suma importancia na transmissdo das leishmanioses

(ANDRADE et al., 2008; COSTA et al., 2013).
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2.4 Distribui¢dao Geografica

Os flebotomineos sdo encontrados na Asia, Africa, Australia, nas Américas do Sul
e Central e no Sul da Europa, mas segundo Lane (1993) estd ausente na Nova Zelandia
e nas Ilhas do Pacifico (KILLICK-KENDRICK, 1999).

Os flebotomineos sdo conhecidos por diversos nomes populares, os quais variam
segundo paises, estados e regides, como por exemplo: “mosquito palha”, devido a sua
coloragdo amarelada semelhante a palha vegetal; “asa dura” ou “asa branca”, por sua
asa possuir um formado lanceolado, mantendo-se eretas durando o pouso; “tatuquira”,
por abrigar-se em buracos de tatu; “arrepiado”, devido ao corpo piloso; “pula-pula, por
seu voo do tipo saltitante e outros (birigui, cangalha, cangalhinha, ligeirinho e péla-
égua) (MARTINS et al.,1978; RASO e GENARO, 1994).

Até o ano de 2003, o numero de espécies de flebotomineos conhecidas
mundialmente era de 464 (GALATI et al., 2003), passando para 927 espécies no ano
2011 (SHIMABUKURO e GALATI, 2011).

Dentre os géneros encontrados no Novo Mundo, Lutzomyia, € o maior com 400
espécies das 500 conhecidas nas Américas, apresentando ampla distribuicao geogréfica,
desde os Estados Unidos até o norte da Argentina e Uruguai (YOUNG e DUNCAN,
1994).

No Brasil sdo encontradas em torno de 260 espécies de flebotomineos
(SHIMABUKURO e GALATI, 2011). No Nordeste a fauna de flebotomineos € bastante
rica. Em Pernambuco, ela apresenta-se menor em termos de diversidade de espécies do
que nos estados do Maranhdo e da Bahia, porém mais diversificada que a dos estados de
Alagoas, Ceard, Paraiba, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (DANTAS-TORRES et
al., 2010).

Virios estudos foram realizados no estado de Pernambuco. Silva e Vasconcelos
(2005) identificaram 11 espécies de Lutzomyia na regidao Metropolitana do Recife,
enquanto que Miranda et al. (2015) identificaram 19 espécies no municipio de Ipojuca
também na regido metropolitana. No Agreste, no municipio de Sao Vicente Férrer, 20
espécies foram identificadas (GUIMARAES et al., 2012). J4 em Passira foram
identificados Lu. longipalpis, Lu. evandroi, Lu. lenti e Lu. sallesi (COSTA et al., 2013)
e em Caruaru oito espécies de Lutzomyia (AGRA et al., 2016).
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2.5 Importancia de Flebotomineos na satde ptblica

As doencas transmitidas por vetores artropodes estdo entre os principais
problemas de satude publica em todo mundo (COLWELL et al., 2011). Dentre eles, os
flebotomineos podem atuar como vetores de virus, bactérias e protozoarios (MAROLI
et al., 2013). No entanto, a transmissdo de protozodrios pertencentes a familia
Trypanosomatidae do género Leishmania (Ross 1903) é de grande importancia na satde
publica, por serem agentes etioldgicos das leishmanioses (ASHFORD, 2000;
GALLEGO, 2004).

Das 30 espécies de Leishmania conhecidas, cerca de 20 causam doencas em
humanos (ASHFORD, 2000; GALLEGO, 2004). Nas Américas, sdo atualmente
reconhecidas 11 espécies dermotrépicas de Leishmania causadora de doenga humana e
oito espécies descritas, somente em animais. No Brasil, foram identificadas sete
espécies, das quais seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania, sendo as
principais a L. (V.) braziliensis, a L. (V.) guyanensis e a L. (L.) amazonensis e, mas
recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L.(V.)
shawi foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2013).

No Brasil a suspeita do papel dos flebotomineos como vetores da LTA foi
levantada pela primeira vez por Alexandre Cerqueira, em 1885, na Bahia (GONTIJO e
CARVALHO, 2003). Henrique Aragao em 1922, na cidade do Rio de Janeiro, atribuiu a
uma espécie de flebotomineo a transmissdo de LTA, reproduzindo experimentalmente,
no cdo, lesdbes em seu focinho com a introducdo destes insetos macerados
(ALTAMIRANO-ENCISO et al.,, 2003; RANGEL e LAISON, 2003). Atualmente,
diversas espécies de flebotomineos tém sido incriminadas como vetores de Leishmania
(MAROLI et al., 2013).

Os flebotomineos se infectam apds a ingestdo de sangue com as formas
amastigota do protozodrio. Apds um periodo de 12 a 20 horas diferenciam-se em
promastigota, estando o inseto apto a transmitir o parasito ao hospedeiro vertebrado
(MONTEIRO, 2012).

Os flebotomineos pertencentes ao género Phlebotomus sdo responsaveis pela
transmissdo de leishmaniose no Velho Mundo, enquanto que no Novo Mundo o género
Lutzomyia € o responsavel (KILLICK-KENDRICK, 1999). Com relacio ao gé€nero
Lutzomyia, 98 espécies estdo comprovadas como transmissoras de leishmaniose

tegumentar americana (MALORI et al., 2013), a qual € considerada pela Organizacdo
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Mundial de Saide (OMS) como uma das seis mais importantes doengas parasitdrias
(GONTUIO e CARVALHO, 2003; BRASIL, 2013).

No Brasil, as principais espécies de flebotomineos envolvidos na transmissao da
LTA sdo: Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu umbratilis, Lu. intermedia, Lu wellcomei
e Lu migonei (RANGEL e LAINSON, 2009). Lu. intermedia é incriminada como
principal vetor nos estado de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, enquanto que em Minas
Gerais além de Lu. intermedia tem-se Lu. whitmani (ALVES, 2008), ambas sio
encontradas por todo Pais (SHIMABUKURO e GALATI, 2011). Em Pernambuco,
especificamente em Sdo Vicente Férrer, suspeita-sede que Lu. migonei pode ser o vetor
de L. infantum, uma vez que hd casos de leishmaniose visceral no local e por ndo ter
sido identificado Lu. longipalpis (CARVALHO et al., 2007). J4& em Amaraji, Lu.
whitmani foi encontrado naturalmente infectado por L. braziliensis em um foco de LTA.

Os ciclos de transmissdo sdo complexos e variam de acordo com a regido
geografica, tendo vista o envolvimento de um conjunto de interacdes entre 0 protozoario
e seus hospedeiros, reservatérios e vetores (KILLICK-KENDRICK, 1999; DANTAS-
TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006).

2.5.1 Diagndstico de infec¢@o natural de flebotomineos por Leishmania spp.

Para a identificacdo do parasito no intestino do flebotomineo tem sido utilizado,
considerado método clédssico, a dissecagdo do trato digestivo, seguido do exame
microscopio direto, o qual deve ser confirmado com o isolamento do parasito em meio
de cultura ou através de inoculagdo em animais de laboratério (RODRIGUEZ et al.,
1994; TESH e MODI, 1984). Outro método utilizado, que permite a avaliacdo de um
grande numero de exemplares, consiste no uso de anticorpos monoclonais espécie-
especifico (ensaios imunoenzimaticos) (ADINI et al., 1998). Pensando-se no aumento
da sensibilidade e especificidade da identificacdo de Leishmania spp., independente do
nimero, estigio e localizacdo do parasito no vetor, tem-se utilizado métodos
moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (PEREZ et al., 1994),
possibilitando rapidez na andlise de uma amostragem maior (BARKER, 1989;
MICHALSKY et al., 2002), além de poder trabalhar sem interferéncia na reagdo com
insetos mantidos a seco, congelados ou conservados em etanol (PAIVA et al., 2007). De

acordo com Rossi et al. (2008) estudos sobre a infec¢do por Leishmania em
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flebotomineos sdo importantes indicadores sobre a intensidade da transmissdo do

parasito.

2.6 Acao antrépica e os flebotomineos

Os locais onde os flebotomineos podem ser encontrados variam de acordo com
fatores ambientais (OLIVEIRA et al., 2010). Locais timidos, sem luminosidade, com
baixa corrente de ar e com matéria organica em decomposi¢do, sdo os ideais para esses
insetos. Dentre esses ecotopos os troncos de drvores, tocas de animais, folhas caidas no
solo, grutas, fendas nas rochas, além de anexos de animais domésticos e até paredes
externa e internas de domicilios, possuem as condi¢des adequadas para esses dipteros
(AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

De acordo com Azevedo e Arrivillaga (2008) a ocorréncia de epidemias de
leishmaniose esta ligada diretamente a problemas de expansdo urbana que ocorre pela
introducdo acidental ou planejada do homem a regides onde os flebotomineos habitam.

O desmatamento provoca uma alteracdo ao ambiente fisico através da
fragmentacdo da floresta afetando direta ou indiretamente estes insetos, como resultado
das alteracOes dos locais de abrigo e criadouros e também a dispersdo de animais
silvestres que sdao fontes alimentares para os mesmos, passando esses dipteros a
buscarem outros alvos alimentares como o cdo e o homem (PATZ et al., 2004).

As alteragdes climaticas podem influenciar na taxa de sobrevivéncia e reprodugao
dos vetores e consequentemente na distribuicdo e abundancia, influenciando ainda na
atividade alimentar com a mudanca da frequéncia do repasto sanguineo. Podem ocorrer
também alteracdes nas taxas de desenvolvimento, sobrevivéncia e reproducdo do
patégeno nos vetores (KOVATS et al., 2001).

Algumas espécies tém se adaptado as condi¢Oes desfavoraveis, sendo encontrada
em ambientes alterados, como por exemplo: Lu. whitmani encontrada em maior
abundancia em 4reas devastadas em diversos periodos do ano (COSTA et al., 2007). A
Lu. intermedia ja foi encontrada em elevada densidade em peridomicilios urbanos e
rurais (GOMES et al., 1989).

A destrui¢do dos seus habitats naturais (abrigo e criadouros) vem modificando o
comportamento dos flebotomineos. Algumas espécies estdo se adaptando e explorando
novos ambientes, aproximando-se cada vez mais dos peridomicilios (FORATTINI,

1976; GOMES et al., 1989; SANTOS-DE MARCO, 1997).
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2.7 Medidas preventivas e de controle

Para se evitar o risco de transmissao algumas medidas preventivas individuais ou
coletivas devem ser estimuladas, como: uso de repelentes quando exposto a ambientes
onde os vetores habitualmente possam ser encontrados; evitar a exposi¢ao nos horérios
de atividades do vetor (em sua maioria no crepuisculo e noite); uso de mosquiteiros, bem
como a telagem de portas e janelas. Além do manejo ambiental por meio de limpeza de
quintais e terrenos, a fim de alterar as condigdes do meio que propiciem o
estabelecimento de criadouros para formas imaturas do vetor; poda de drvores, de modo
a aumentar a insola¢do, a fim de diminuir o sombreamento do solo e evitar as condi¢des
favordveis (temperatura e umidade) ao desenvolvimento de larvas de flebotomineos;
destino adequado do lixo organico, a fim de impedir a aproximac¢do de mamiferos
comensais, como marsupiais e roedores, provaveis fontes de infeccdo para os
flebotomineos; limpeza periddica dos abrigos de animais domésticos; manuten¢do de
animais domésticos distantes do intradomicilio durante a noite, de modo a reduzir a
atracdo dos flebotomineos para este ambiente e em dareas potenciais de transmissao,
sugere-se uma faixa de seguranca de 400 a 500 metros entre as residéncias e a mata
(BRASIL, 2013).

O controle dos flebotomineos é complicado, tendo em vista que pouco se sabe
sobre os criadouros naturais e sendo assim o trabalho € direcionado para o inseto adulto
(KILLICK-KENDRICK, 1987). A medida de controle vetorial recomendada no ambito
da protecdo coletiva € o controle quimico por meio da utilizacdo de inseticidas de acdo
residual. Essa medida tem como objetivo evitar ou reduzir o contato entre o inseto
transmissor e a populacdo humana no domicilio, consequentemente, diminuindo o risco
de transmissdo da doencga (KILLICK-KENDRICK, 1999; BRASIL, 2013).

Os produtos mais empregados para o controle quimico sdo os inseticidas do grupo
dos piretréides. Sua aplicacdo deve ser restrita as unidades domiciliares e deve ser
realizada nas paredes internas e externas do domicilio e dos anexos como: abrigos de
animais, paiol, barracdes e outros, desde que possuam cobertura superior e que
apresentem superficies laterais de protecdo, até uma altura méaxima de trés metros. E
recomendada a aplicacdo imediata em 4reas de surto de LTA, ou seja, ocorréncia de
mais de um caso em uma mesma area delimitada num periodo de seis meses ou quando
o ndmero de casos for superior ao nimero que anualmente € detectado em uma

determinada localidade. A aplicacio de um novo ciclo dependerd da ocorréncia de
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novos casos ha mesma area e a presenca de qualquer espécie suspeita ou incriminada
como vetor no intradomicilio (BRASIL, 2013).

As estratégias de controle devem ser flexiveis, distintas e adequadas a cada regido
ou foco em particular, em virtude das caracteristicas epidemioldgicas da LTA. A
diversidade de agentes, de reservatdrios, de vetores e a situagdo epidemioldgica da
LTA, aliada ao conhecimento ainda insuficiente sobre vdarios aspectos, evidencia a

complexidade do controle desta doenga (BRASIL, 2013).
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral

e Conhecer a diversidade dos flebotomineos em uma &drea endémica para
leishmaniose tegumentar americana, na regido metropolitana do Recife,

Pernambuco.

4.2 Especificos

e [dentificar as espécies de flebotomineos capturados no distrito de Trés Ladeiras
municipio de Igarassu;

e Estudar a dindmica anual de flebotomineos no distrito de Trés Ladeiras
municipio de Igarassu;

e Avaliar a relacdo entre fatores climaticos e a dinamica mensal de flebotomineos
em Igarassu;

¢ Identificar a taxa de flebotomineos infectados por Leishmania spp. por meio da

técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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Phlebotomines in an area endemic for American cutaneous leishmaniasis in

northeastern Brazil

Flebotomineos em uma area endémica para Leishmaniose Tegumentar Americana

no Nordeste do Brasil

Abstract

Phlebotomines have worldwide distribution with many species present in Brazil,
including the northeastern region, where the fauna is very diverse. The aim of this study
was to identify the sandfly fauna in an area endemic for American Cutaneous
Leishmaniasis (ACL) in the state of Pernambuco. Sandflies were caught on three
consecutive nights every month from October 2015 to September 2016, from 5 pm to 5
am, using seven light traps of Centers for Disease Control (CDC) type, which were
installed indoors and in peridomestic and forest areas. Females were identified and used
for molecular analysis. A total of 2,174 specimens belonging to ten species were
collected: Lutzomyia choti (88.17%; 1,917/2,174) was the most abundant species,
followed by Lutzomyia whitmani (8.09%; 176/2,174) and Lutzomyia sordellii (1.51%;
33/2,174). The majority of the specimens were collected in peridomestic areas (64.12%;
1,394/2,174) and during the rainy period. All the samples evaluated were negative in
molecular analyses. The presence of Lutzomyia whitmani indoors and in peridomestic
areas indicates that the inhabitants of this area are exposed to the risk of infection by the

parasites responsible for ACL.

Key words: Lutzomyia, Leishmania, vectors.

Resumo

Os flebotomineos apresentam uma ampla distribuicio mundial com muitas
espécies presentes no Brasil, inclusive na regido Nordeste, onde a fauna € bastante rica.
O objetivo desse estudo foi identificar a fauna de flebotomineos em uma area endémica
para Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), no estado de Pernambuco. As
capturas foram realizadas mensalmente, durante trés noites consecutivas das 17h as 5Sh,

utilizando sete armadilhas luminosas tipo CDC instaladas no intradomicilio,
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peridomicilio e mata, no periodo de outubro de 2015 a setembro de 2016. As fémeas
identificadas foram utilizadas para andlise molecular. Um total de 2.174 espécimes
pertencentes a dez espécies foram coletadas: Lutzomyia choti (88,17%; 1.917/2.174) a
espécie mais abundante, seguida por Lutzomyia whitmani (8,09%; 176/2.174) e
Lutzomyia sordellii (1,51%; 33/2.174). A maioria dos espécimes foi coletada no
peridomicilio (64,12%; 1.394/2.174) e no periodo chuvoso. Todas as amostras avaliadas
foram negativas a andlise molecular. A presenca de Lutzomyia whitmani no
intradomicilio e peridomicilio indica que a populacdo residente nesta drea estd exposta

ao risco de infec¢do por parasitos causadores de LTA.

Palavras-chave: Lutzomyia, Leishmania, vetores.

Introduction

Phlebotomines (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) are insects of great
public health importance, given that they are responsible for transmission of viruses,
bacteria and parasites, which include protozoa belonging to the genus Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (MAROLI et al., 2013).

These dipterans are distributed around the world, with major abundance in
Neotropical regions (SHIMABUKURO & GALATI, 2011). Among the most important
species, the ones belonging to the genus Lutzomyia are responsible for transmission of
leishmaniasis in the New World (KILLICK-KENDRICK, 1999). More than 90 species
have been proven to be vectors of American Cutaneous Leishmaniasis (ACL).
Expansion of the presence of ACL has been directly correlated with the distribution of
sandfly species. This is influenced by environmental and climatic changes due to human
activity, thus resulting in adaptation of wild species to modified environments, such as
inside domestic animal shelters and in areas surrounding them (KOVATS et al., 2001;

PATZ et al., 2004; COSTA et al., 2007).

In Brazil, several species are involved in transmission of ACL: Lutzomyia
whitmani, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia complexa, Lutzomyia
neivai, Lutzomyia fischeri and Lutzomyia migonei (MAROLI et al., 2013). Particularly
in the northeastern region, the fauna is very diverse. For instance, in the state of
Pernambuco, the diversity of species is lower than in the states of Maranhdo and Babhia,
but it is much greater than in the states of Alagoas, Ceard, Paraiba, Piaui, Rio Grande do

Norte and Sergipe (DANTAS-TORRES et al., 2010). Studies conducted in the state of
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Pernambuco have identified 42 species of Lutzomyia (LUCENA et al., 1984;
BRANDAO-FILHO et al., 1998; SILVA&VASCONCELOS, 2005; BALBINO et al.,
2005; ANDRADE et al., 2005; DANTAS-TORRES et al., 2005; CARVALHO et al.,
2007; DANTAS-TORRES et al., 2010; GUIMARAES et al., 2012; MIRANDA et al.,
2015; AGRA et al., 2016).

In Pernambuco, ACL occurs in all regions of the state (ANDRADE et al., 2005),
and some areas are endemic for ACL, such as the Trés Ladeiras district of the
municipality of Igarassu. In this area, 62 cases of human ACL were reported between
2008 and 2013 (RAMOS, 2015). Nevertheless, knowledge of the phlebotomine fauna in
some endemic areas is still limited, which makes it difficult to control these vectors.
Therefore, the present study aimed to contribute knowledge of the phlebotomine fauna

in an area endemic for ACL in northeastern Brazil.

Material and Methods

Study area

This study was conducted in the district of Trés Ladeiras, which is endemic for
ACL. It is located in the municipality of Igarassu (7°50°00” S and 34°54°30” W), in the
metropolitan region of Recife, Pernambuco, Brazil. The study area was located in the
rural zone, where the main economic activity consists of sugar cane crops. In addition, it
has vegetation cover formed of rain forest fragments. The climate is tropical (warm and
humid), with rainy periods ranging from autumn to winter (March-September), average
temperature of 25 °C and average rainfall of 2000 mm (SEPLAMAPH, 2000). Climatic

information was obtained from the Pernambuco Technology Institute (ITEP).

Collection and identification of phlebotomines

Specimens were collected on three consecutive nights every month from
October 2015 to September 2016, from 5 pm to 5 am, using seven light traps of the
Centers for Disease Control (CDC) model. Each trap was installed at a height of 1.5 m
above the ground and in different ecotopes: indoors (P1 and P2), peridomestic areas
(P3-stable, P4-kennel and P5-hen house) and forested areas (P6 and P7). The specimens

thus caught were identified in accordance with the dichotomous key of Young and
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Duncan (1994). The thorax and abdomen of specimens that had been identified as
female (except for the three last segments, which had been used for morphological

identification) were then conserved in 70% alcohol for subsequent molecular analysis.

DNA extraction and polymerase chain reaction test (PCR)

DNA was extracted from 490 phlebotomines (Lu. choti = 405; Lu. whitmani =
73; Lu. sordellii = 10; Lu. evandroi = 1 and Lu. longispina = 1), which were divided
into 100 pools containing approximately five specimens each. For DNA extraction, the
Purelink™ Genomic DNA mini-kit (Invitrogen, USA) was used, in accordance with the
manufacturer’s recommendations. The DNA samples were analyzed by means of the
PCR using the generic primers L1 (5’-GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA- 3’) and
L2 (5°-GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC-3’) for the genus Leishmania
(MICHALSKY et al., 2002). Blood from dogs infected with Leishmania infantum was
used as the positive control, and DNA from animals in non-endemic areas that had been

proven to be uninfected was used as the negative control.

Data analysis

The results were analyzed by means of descriptive statistics. The Lilliefors test
was used to verify the normality of the data. The relationship between the number of
phlebotomines collected and the climatic variations was evaluated through the Friedman
test. This test was also used to evaluate the presence of males and females in the
environment, along with the month variations in the number of species collected. The
chi-square (x) test with Yates correction was used to compare occurrences of
phlebotomine species in different ecotopes. The significance level was taken to be 5%.

The BioEstat software, version 5.3, was used to perform the statistical calculations.

Results

A total of 2,174 phlebotomines were caught, and females predominated
(58.28%; 1,267/2,174) over males (41.72%; 907/2,174). Thus, the sex ratio (M:F) was
1:1.40, but there was no statistical difference (Fr = 1.3333; p = 0.2482).
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Ten species of phlebotomines were identified. Among them, Lutzomyia choti
predominated (88.17%; 1,917/2,174), followed by Lutzomyia whitmani (8.09%;
176/2,174) and Lutzomyia sordellii (1.51%; 33/2,174), which together represented more
than 90% of the specimens collected (Table 1). Lu. choti, Lu. whitmani and Lu. sordellii
were also the only species found at all collection points.

The majority of the phlebotomines were caught in peridomestic areas, which
accounted for 1,394 specimens (64.1%), followed by forest areas with 733 (33.7%) and
lastly indoors with 47 (2.2%) (Table 1). The largest proportion of the specimens of Lu.
choti (824/1,917) were collected in a peridomestic area (P5), from a hen house next to a
tree trunk. The next largest proportion was from a forested area (481/1,917) (P6), (x2 =
37,402; p = 0.0000). Lu. whitmani (108/176) was also most frequently found in a
peridomestic area, but in this case it was in a stable (P3). Very few samples of this
species were found indoors (9/176). Lu. sordellii (15/33) was collected in a forested
area (P6) (Table 1). Lu. choti predominated at points P3 and P6, compared with Lu.
whitmani (x* = 40,272; p = 0.0000). It is important to highlight that Lu. complexa, Lu.

longispina and Lu. wellcomei were found in the peridomestic environment (Table 1).

Phlebotomines were found in all the months of the study, corresponding to a
mean of 181 sandflies a month. Nevertheless, the monthly density was higher in January
2016 (395) and May 2016 (802). In May, the temperature was lower than in January,
whereas the humidity and rainfall were higher (Figure 1). Surprisingly, climatic
variations in temperature (Fr = 3.0000; p = 0.0833), relative humidity (Fr = 1.3333; p =
0.2482) and rainfall (Fr = 0.333; p = 0.5637) were not found to have any influence on
the abundance of phlebotomines. In relation to species, Lu. choti presented peaks in its
population density in January 2016 and May 2016, and was the only species caught in
all months. Lu. whitmani was most abundant in May 2016 and was absent only in

October and November 2015 (Table 1).

All samples were negative in the molecular analysis.

Discussion

The phlebotomine fauna was evaluated in a rural area endemic for ACL, located
in the northeastern region of Brazil. A wide diversity of species was observed in the
present study (Lu. choti, Lu. whitmani, Lu. sordellii, Lu. quinquefer, Lu. wellcomei, Lu.

evandroi, Lu. longispina, Lu. brasiliensis, Lu. complexa and Lu. naftalekatzi). These
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findings are important regarding the epidemiology of leishmaniasis in the study area,
given that an increased number of species was observed in comparison with studies
conducted in the 1980s, in which three species were identified: Lu. whitmani, Lu
evandroi and Lu. squamiventris (LUCENA et al., 1984). It is likely that, with the
destruction of natural habitats and the dispersion of wild animals that are food sources
for sandflies, these dipterans have been undergoing modification of their behavior, such
that they have sought new targets on which to feed (i.e. dogs and humans), thus coming

closer to peridomestic areas.

Lu. choti was the most frequent species. Although little is known about this
species, it has often been observed in areas endemic for ACL (ANDRADE et al., 2005;
MIRANDA et al., 2015). Therefore, its role in transmission of protozoa belonging to the

genus Leishmania deserves to be better investigated.

The species Lu. choti, Lu. sordellii and Lu. whitmani were collected in all the
environments studied. This demonstrated the capacity of these species to adapt to
houses, especially those located next to rain forest fragments. The location with the
highest number of specimens caught was the peridomestic area, and this finding
corroborates previous studies (BARATA et al., 2005; SILVA et al., 2010). It is
important to highlight that in the present study, animal shelters (hen houses, stables and
a piggery) were found in peridomestic areas, and their presence may have influenced the

number of specimens collected.

It is known that climatic and other factors (such as the presence of vegetation)
have an influence on the incidence of phlebotomines (COSTA et al., 2013). In addition,
some species may present different seasonal patterns in the same geographic area, due
to climatic variations (GUIMARAES et al., 2012). In the present study, the month with
the highest numbers of specimens and species collected was the month with the highest
relative humidity and rainfall. These factors favor growth of vegetation and
accumulation of organic matter in the soil, thus making it possible for breeding sites to
appear (DIAS et al.,, 2007). Although representative correlations between sandfly
numbers and rainfall and relative humidity have been reported (GUIMARAES et al.,
2012), climatic variation did not have any influence on the abundance of specimens in

the present study.

All the specimens molecularly analyzed were negative. It is likely that the lower

number of specimens analyzed did not allow detection of Leishmania spp. DNA.
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Therefore, studies with larger numbers of samples should be performed in order to
elucidate the possible roles of species that were proven to transmit ACL in the present

study area or were suspected of this.

The present study contributed towards knowledge of the phlebotomine fauna in
an area endemic for ACL in the state of Pernambuco. The abundant presence of Lu.
choti reveals the importance of further studies to evaluate its role as a possible vector. In
addition, the presence of Lu. whitmani makes it possible for outbreaks to occur. Lastly,
the rainy period was considered to be the time of highest risk in the study area, given

the greater presence of phlebotomines.
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Table 1. Phlebotomines species collected of Igarassu - Pernambuco, from October 2015 to September 2016.

SPECIES DOMICILE PERIDOMICILE FOREST
MALE FEMALE P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
AF (RF %)
Lu. choti 741 (38.7) 1176 (61.3) 26(1.3)  4(0.2) 397 (20.7) 30 (1.6) 824 (43) 481 (25.1) 155 (8.1)
Lu whitmani 103 (58.5) 73 (41.5) 7 (4.0) 2 (1.1) 108 (61.4) 2(1.1) 8 (4.5) 38 (21.6) 11 (6.3)
Lu. sordellii 23 (69.7) 10 (30.3) 2 (6.1) 1(3.0) 2 (6.1) 2(6.1) 6(18.2) 15 (45.5) 5(15.2)
Lu. quinquefer 12 (100) 0 1(8.3) 0 0 0 0 11 (91.7) 0
Lu. wellcomei 12 (100) 0 0 0 541.7) 0 1(8.3) 4 (33.3) 2 (16.7)
Lu. evandroi 10 (90.9) 1(9.1) 2(18.2) O 0 0 4 (36.4) 3(27.3) 2 (18.2)
Lu. longispina 2 (66.7) 1 (33.3) 0 0 1(33.3) 0 1 (33.3) 0 1(33.3)
Lu. brasiliensis 2 (100) 0 0 1 (50) 0 0 0 0 1 (50)
Lu. complexa 1 (100) 0 0 0 0 0 1 (100) 0 0
Lu. naftalekatzi 1 (100) 0 0 0 0 0 0 1 (100) 0
Lutzomyia spp. 0 6 (100) 1(16.7) O 2 (33.3) 0 0 2 (33.3) 1(16.7)
Total 907 (41.7) 1267 (58.3) 39(1.8) 8(0.4) 515(23.7) 34 (1.6) 845 (38.9) 555 (25.5) 178 (8.2)

AF — Absolute Frequency; RF — Relative Frequency
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Figure 1. Occurrence of phlebotomines in the Igarassu, PE and climatic conditions observed in the study from October 2015 to September 2016.
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6. CONCLUSOES GERAIS
Lutzomyia whitmani € encontrada principalmente no ambiente peridomiciliar, mesmo
em dreas rurais com fragmentos de mata atlantica e plantacdes de cana-de-aguicar, no

municipio de Igarassu-PE

Espécies de flebotomineos (Lu. choti, Lu. sordellii, Lu. whitmani) adaptados a drea de

mata podem ser encontrados no ambiente peridomiciliar.

A presenca de flebotomineos ocorre em todos os meses do ano, com predominancia no

periodo chuvoso (Maio).
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7. APENDICES

Apéndice A

Figura 1. Distribui¢do dos ec6topos onde foram instaladas as armadilhas tipo CDC em
Trés Ladeiras, Igarassu, PE. Fonte: arquivo pessoal (2016).

Legenda: P1 e P2- Intradomicilio; P3(estdbulo), P4 (canil) e P5 (galinheiro) —
Peridomicilio; P6e P7 — Mata.
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Apéndice B

Coordenadas e descricdo dos locais de instalacdo das armadilhas em Trés Ladeiras,
Igarassu, PE.

Pontos Coordenadas Descricao

P1 7°46° 16.64” S Sala préximo ao quarto
35°2°4.64” O

P2 7°45° 3547 S Dentro da casa no quarto
35°1°55.67° O

P3 7°46° 11.74” S Estabulo préximo a casa
35°2°5.197 0

P4 7°45° 42.37” S Canil préximo a casa
35°1°52.8” O

P5 7°45° 17.75” S Galinheiro préximo a casa
35°2°19.82”7 O

P6 7°46’ 15.57” S Mata
35°2°4.69 O

P7 7°45° 17.17”° S Mata
35°2°20.78” O
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Apéndice C

FORMULARIO DE PESQUISA

CALAZAR CODIGO DE FICHA
L.T.A W
COORDENADAS
S

PROGRAMA DE CONTROLE DAS LEISHMANIOSES

Estado: ..o MUNICIPIO: eevieiiieiiieeiieeee et
DISHILO: woveeeieiiieiiieeeee e Localidade: .........ccoovvveeeeiiieiiiiieeecceeeeeeeeeee,
MOTIVO DO TRABALHO

A) LEVANTAMENTO ENTOMOLOGICO I:'

B) CASO(S) HUMANO(S) [ ] EoUCAsos caNiNOGS) [
DE LV [ ] E®oULTA ]
NA CASA [ ] E/OUNAVIZINHANCA [ |

C) AVALIACAO DE BORRIFACAO D __ DIAS ATRAS

D) OUTROS: []

NUMERO DA CASA PESQUISADA (OU REFERENCIA)

B) CAPTURA NO AMBIENTE INTRADOMICILIAR

HORARIO LOI%/;I% DE TIPO DE CAPTURA

MANUAL ADESIVA CDC TEMPO

EXEMPLARES
CAPTURADOS

COD. DA CAIXA
OU TUBO

B) CAPTURA NO AMBIENTE EXTRA DOMICILIAR

HORARIO | LOCAL DE TIPO DE CAPTURA EXEMPLARES | COD. DA CAIXA
INST. MANUAL | ADESIVA B TEMPO CAPTURADOS OU TUBO
Data da instalagao: / / Data da coleta: / /
Agente:
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LABORATORIO

Identificacdo das espécies recebidas

Total Recebido: Total Classificados:

Obs.:

B) CAPTURA NO AMBIENTE INTRADOMICILIAR

CAIXA NUMEROS DE o CAIXA NUMEROS DE o
ou ESPEC[ES EXEMPLARES CAPTURA ou ESPEC[ES EXEMPLARES CAPTURA
TUBO MACHO FEMEA TUBO MACHO FEMEA
B) CAPTURA NO AMBIENTE EXTRA DOMICILIAR
CAIXA NUMEROS DE PO CAIXA NUMEROS DE PO
ou ESPECIES EXEMPLARES CAPTURA ou ESPECIES EXEMPLARES CAPTURA
TUBO MACHO FEMEA TUBO MACHO FEMEA
DATA: / /
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