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RESUMO

Os flebotomineos pertencentes ao género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) estdo
distribuidos por diversas regides zoogeograficas do mundo, sendo representados por
varias espécies encontradas em maior abundancia, nas regides tropicais e subtropicais.
Estes dipteros apresentam grande relevancia na saude publica, porque estdo envolvidos
na transmissao dos agentes causadores da leishmaniose tegumentar americana (LTA) e
leishmaniose visceral (LV), as quais estdo entre as doencas tropicais de maior
importancia no Brasil e em muitos paises do mundo. O presente estudo teve como
objetivo estudar a ecologia de flebotomineos em uma é&rea rural endémica para
leishmaniose tegumentar americana no estado de Pernambuco. As coletas de
flebotomineos foram realizadas no periodo de agosto de 2013 a agosto de 2014, com
armadilhas luminosas do tipo CDC, mensalmente, durante trés noites consecutivas, das
17:00 horas as 6:00 horas, totalizando sete armadilhas. Cada armadilha foi posicionada
a 15m do solo, sendo instalada em trés diferentes ambientes: intradomicilio,
peridomicilio e mata. Os locais de captura foram selecionados proximos a tocas de
animais silvestres, troncos de arvores de grande porte, em locais sombreados e Umidos.
Os exemplares capturados foram examinados, separados de acordo com sexo e mantidos
em etanol 70%. Os flebotomineos coletados foram identificados com base na
morfologia e fémeas de Lutzomyia whitmani (n = 169), Lutzomyia amazonensis (n =
134) e Lutzomyia complexa (n = 21) foram selecionadas e avaliadas por PCR para a
presenca de Leishmania (Viannia) spp. No total, foram identificados 5.167 espécimes
de flebotomineos de 19 espécies, sendo que Lutzomyia choti (43,2%) foi a espécie mais
frequente, seguido por Lu. amazonensis (16,6%), Lu. whitmani (15,8%), Lutzomyia
sordellii (10,7%) e Lutzomyia quinquefer (5,8%), que juntos representaram mais de
90% dos flebotomineos coletados. As fémeas avaliadas por PCR foram negativas para
Leishmania (Viannia) spp. O estudo demonstrou que hd uma variedade importante de
espécies na area supracitada, podendo algumas dessas espécies estarem associadas a
casos humanos notificados de LTA. O encontro da espécie Lu. whitmani,
comprovadamente vetora de leishmaniose tegumentar em diversas regides brasileiras,

pode sugerir sua participacdo na transmisséo de LTA em Ipojuca.

Palavras-chave: Lu. whitmani, ecologia, LTA, epidemiologia, biologia molecular.



ABSTRACT

Sand flies belonging to the genus Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) are spread over
several zoogeographic regions of the world, being represented by several species found
in greater abundance in tropical and subtropical regions. These flies have great
relevance to public health, because they are involved in the transmission of the
causative agents of American cutaneous leishmaniasis (ACL) and visceral leishmaniasis
(VL), which are among the most important tropical diseases in Brazil and in many
countries worldwide. This study aimed to study the ecology of sandflies in an endemic
rural area for American cutaneous leishmaniasis in the state of Pernambuco Sandfly
collections were conducted from August 2013 to August 2014, with CDC light traps,
type on a monthly basis for three consecutive nights, from 5:00 pm to 6:00 am totaling
seven traps. Each trap was placed at 1.5m, being installed in three different
environments: indoors, outside the home and kills. The capture sites were selected near
dens of wild animals, large tree trunks, in shaded and humid places. The specimens
captured were examined, separated according to sex and kept in 70% ethanol. Collected
sand flies were identified based on morphology and females of Lutzomyia whitmani (n =
169), Lutzomyia amazonensis (n = 134) and Lutzomyia complexa (n = 21) were selected
and evaluated by PCR for the presence of Leishmania (Viannia) spp. In total, 5,167
sand flies belonging to 19 species were identified, being that Lutzomyia choti (43.2%)
was the most frequent species, followed by Lu. amazonensis (16.6%), Lu. whitmani
(15.8%), Lutzomyia sordellii (10.7%) and Lutzomyia quinquefer (5.8%), which together
represented over 90% of the collected sand flies. Females assessed by PCR were
negative for Leishmania (Viannia) spp. The study showed that there is an important
variety of species in the above area, although some of these species are associated with
human cases reported of ACL. The meeting of the species Lu. whitmani proven vector
of cutaneous leishmaniasis in several Brazilian regions, may suggest their participation

in the ACL in Ipojuca.

Keywords: Lu. whitmani, ecology, ACL, epidemiology, molecular biology.
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1. INTRODUCAO

Os flebotomineos do género Lutzomyia (Diptera: Psycodidae) estdo distribuidos
por diversas regides zoogeograficas do mundo, sendo representados por varias espécies
encontradas em maior abundancia, nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre
(MAROLLI et al., 2013). Este grupo de insetos apresenta enorme relevancia na saude
publica, porque esta envolvido na transmissdo dos agentes causadores da leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV), as quais estdo entre as
doencas tropicais de maior importancia no Brasil e em muitos paises do mundo
(DANTAS-TORRES et al., 2012; MAROLI et al., 2013).

Desjeux (2001), analisando a alta prevaléncia da LTA em muitas areas da
Ameérica Latina, observou o incremento do numero total de casos com incidéncia em
todas as faixas etarias, acometendo homens e mulheres com a enfermidade e de padrédo
de transmissdo, predominantemente, doméstico e peridomiciliar. Surtos da doenca estao
associados com mudancas na distribuicdo geografica dos vetores, geralmente
determinadas pelo préprio homem, como o desmatamento para plantacdes, criacGes de
estradas e animais proximos a areas de mata primaria ou secundaria, locais onde os
flebotomineos normalmente estdo presentes (DANTAS-TORRES et al., 2010).

O Brasil representa um dos maiores focos de leishmaniose no mundo (ALVAR
et al., 2012), e varias espécies de flebotomineos, como por exemplo, Lutzomyia
umbratilis, Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. wellcomei, Lu.
longipalpis e Lu. complexa estdo envolvidas na transmisséo de Leishmania spp. para os
seres humanos (RANGEL e LAINSON, 2009; MAROLLI et al., 2013). Anualmente, 30
mil casos de leishmaniose cutdnea sdo notificados as autoridades de saude publica e a
maioria é causada por Leishmania braziliensis. Diferentes espécies de flebotomineos
tém sido incriminados na transmissao de L. braziliensis, incluindo Lu. whitmani, Lu.
intermedia, Lu. wellcomei, Lu. complexa, Lu. neivai, Lu. fischeri e Lu. migonei
(ALVAR et al, 2012; MAROLI et al, 2013).

Recentes estudos tem demonstrado uma clara expansao da area de ocorréncia de
flebotomineos (por exemplo, Lutzomyia whitmani) e, consequentemente da &rea de
ocorréncia da LTA e LV nas Américas (COSTA et al., 2007; RANGEL e LAINSON,
2009). As mudancas na distribuicdo desses vetores estdo provavelmente relacionadas a

mudancas ambientais e climaticas. Contudo, os dados sobre a ecologia desses dipteros
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sdo ainda incipientes, principalmente no Nordeste do Brasil, ndo obstante a importancia
da doenca nessa regido. A falta de conhecimento sobre a ecologia de flebotomineos
limita a possibilidade de elaboragdo de novas medidas de controle mais eficazes e a
elaboracdo de modelos preditivos que possam fornecer informacGes sobre as areas e
periodos de maior risco de transmissdo.

De acordo com o Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagdo (SINAN),
foram notificados 32 casos humanos de LTA em Ipojuca entre 2009 e maio de 2014.
Existe, pouca informacgdo sobre a fauna de flebotomineos e espécies de Leishmania que
circulam em flebotomineos, animais e humanos em Ipojuca. Desta forma, este estudo
constitui importante contribuicdo para o conhecimento da sazonalidade e da

epidemiologia das diferentes espécies de flebotomineos do Estado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os flebotomineos sdo conhecidos popularmente como: “mosquito-palha”, pois
apresentam uma colora¢do amarelada semelhante a palha vegetal; “asa-branca” e “asa-
dura”, por possuirem asas com formato lanceolado que se mantém eretas durante o
pouso; “tatuquira”, devido ao habito de se abrigarem em buracos de tatu; “arrepiado”,
por possuirem o corpo piloso; e “pula-pula”, devido ao voo do tipo saltitante. Estes
nomes variam dependendo da regido brasileira (MARTINS et al., 1978).

Eles sdo insetos de grande importancia médica e veterinaria, devido a sua
capacidade de transmitir bactérias, virus e protozoarios para 0 homem e animais
(MAROLLI et al., 2013). As doencas transmitidas por vetores estdo entre 0s principais
problemas de saude publica em muitos paises em desenvolvimento e industrializados
(COLWELL; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2011). Doencas como dengue, malaria,
leishmaniose e doenca de Chagas continuam a causar um impacto enorme na saude
publica, incluindo gastos com diagndstico, tratamento e controle podem alcancar cifras
exorbitantes. Fatores de ordem bioldgica, geografica, ecoldgica, social, cultural e
econdmica podem influenciar diretamente a distribuicdo e impacto causado pelas

doencas transmitidas por vetores (TAUIL, 2002).

2.1 Aspectos Historicos

Os primeiros dipteros da subfamilia Phlebotominae registrados na literatura
surgiram no Cretaceo Inferior (LEWIS, 1982). A primeira espécie de flebotomineo foi
descrita por Scopoli na Italia em 1786, tal espécie foi chamada por muito tempo de
Bibio papatasi e atualmente é conhecida como Phlebotomus papatasi (DEDET;
VIGNES; RANGEL, 2003). Os primeiros flebotomineos americanos foram descritos
por Coquillett (1907), sendo eles: Flebotomus vexator e F. cruciatus. Coquillett (1907)
e Lutz e Neiva (1912) foram os primeiros pesquisadores a descrever a presenca dos
flebotomineos no Brasil.

Nas Ameéricas, a LTA é conhecida desde a época pré-colombiana (400 a 900
d.C.), através de ceramicas peruanas e equatorianas, que documentam em potes
Mochica e Huaco, faces humanas com mutilagbes do nariz e dos labios, semelhantes as
provocadas pela leishmaniose mucocutanea (BRUCKER; GENTILINI, 1987).
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A confirmacéo de que a transmissao das leishmanioses ocorria através da picada
de flebotomineos foi realizada no Velho Mundo em 1921, mas apenas um ano apos essa
comprovacao, Henrique Aragdo (1922) atribui a uma espécie de flebotomineo a
transmissdo de LTA na cidade do Rio de Janeiro. Este pesquisador relacionou a
presenca de Lutzomyia intermedia a ocorréncia de LTA por Leishmania braziliensis em
area endémica, conseguindo reproduzir lesdo experimental em focinho de céo a partir da
inoculacdo destes insetos macerados (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003; RANGEL,;
LAINSON, 2003). Em 1940, em estudo no Estado de S&o Paulo, foram encontradas
infecgbes naturais de promastigotas em Lu. migonei, Lu. whitmani e Lu. pessoai
(PESSOA; PESTANA, 1940).

2.2 Flebotomineos: Sistematica

Os flebotomineos estéo classificados taxonomicamente, de acordo com Forattini
(1973) e Young; Duncan (1994), como segue:

Reino: Animalia Linnaeus, 1758

Filo: Arthropoda Von Siebold, 1848

Classe: Insecta Linnaeus, 1758

Ordem: Diptera Linnaeus, 1758

Sub-ordem: Nematocera

Familia: Psychodidae

Sub-familia: Phlebotominae Rondani,1840

A subfamilia Phlebotominae é composta por seis géneros: Phlebotomus
Rondani, 1840; Sergentomyia Franga & 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; DUNCAN, 1994).

A classificacdo de flebotomineos tem sido bastante discutida atualmente. As
primeiras classificagdes foram feitas por Theodor (1948) e Lewis et al., (1977), os quais
descreveram dois géneros para 0 Velho Mundo Phlebotomus Rondani e Sergentomyia
Franca e trés géneros para o0 Novo Mundo Lutzomyia Franca, Brumptomyia Franca &

Parrot, e Warileya, Hertig. O género Chinius Leng, 1987 ¢ utilizado somente na China
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por alguns pesquisadores. O género Phlebotomus (11 subgéneros, 96 espécies e 17
subespécies) foi reorganizado por Lewis (1982), de acordo com Maroli et al., (2013).

Em relacdo aos flebotomineos neotropicais, muitos entomologistas continuam
seguindo a classificacéo de Lewis et al., (1977) revisada por Young; Duncan (1994),
que reconhecem os trés géneros (Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya) com 15
subgéneros e 11 espécies (MAROLI et al., 2013). A classificagdo mais utilizada
atualmente foi proposta por Galati (2003), o qual reconhece 464 espécies de
flebotomineos neotropicais agrupados em 23 géneros, 20 subgéneros e trés grupos de
espécies (WHO, 2010).

Lutzomyia é o maior género de flebotomineos do Novo Mundo e com maior
distribuicdo geografica, com representantes desde os Estados Unidos até o norte da
Argentina. Dentre as 500 espécies conhecidas de flebotomineos nas Américas, mais de
400 pertencem ao género Lutzomyia. O género é formado por 15 subgéneros e 11
grupos de espécies (YOUNG; DUNCAN, 1994).

2.3 Ciclo bioldgico, morfologia e habitat

Os flebotomineos sdo insetos cujo ciclo de vida é holometdbolo, ou seja,
englobam quatro fases de desenvolvimento (Figura 1): ovo, larva (com quatro estadios
que diferem sensivelmente entre si na morfologia e fisiologia), pupa e adulto
(FORATTINI, 1973).

Os ovos sdo ovoides, alongados e pouco encurvados, medindo 0,3-0,5 mm de
comprimento por 0,7-0,15 mm de largura. ApO6s a postura sdo brilhantes e
esbranquicados e dentro de 2-3 horas ficam escuros (SHERLOCK; SHERLOCK, 1959).
A postura é feita isoladamente ou em grupos, permanecendo aderidos ao substrato,
devido a uma substancia produzida pelas glandulas acessérias (BRAZIL; BRAZIL,
2003). Tal substancia é composta basicamente de acidos graxos e recobre todo o ovo,
favorecendo uma permeabilizacdo e atuando também como feroménio de oviposicdo
(REY, 1992; BRAZIL; BRAZIL, 2003; RANGEL; LAINSON, 2003; MAROLI et al.,
2013). Entre 7-17 dias ap06s a postura dos ovos acontece a eclosdo das larvas, que
ocorrera de acordo com as condi¢cdes ambientais (substrato imido, sombreado e rico em
matéria organica) e também da quantidade e da composi¢do quimica do sangue ingerido
pela fémea (BRAZIL; BRAZIL, 2003).
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As larvas sdo vermiformes, pequenas e claras com uma capsula cefélica escura e
mandibulas robustas. Alimentam-se de matéria organica do criadouro, das cascas dos
ovos eclodidos e dos corpos dos adultos mortos ap6s a postura. Todo segmento
abdominal é coberto por cerdas, que pode variar de acordo com os estadios e a espécie.
As larvas sdo terrestres, desenvolvem-se em micro habitats com abundancia em matéria
organica, com duracao de trés semanas (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

As pupas possuem cefalotérax e abddémen, fixam-se imoéveis ao substrato,
esbranquicadas, ficando escuras @ medida que se aproxima a emergéncia do adulto, que
leva de 20-40 dias (MARCONDES, 2001). Sdo compostas por 13 segmentos. Os quatro
primeiros, mais ou menos fundidos, formam o cefalotérax, ao passo que 0s nove
restantes sdo individualizados e constituem o abdémen (FERRO et al., 1997; BRAZIL;
BRAZIL, 2003).

O adulto possui antenas longas com 14 flageldmeros, corpo e asas recobertas de
espessa pilosidade, a proboscide tem comprimento de 1-3 mm e é semelhante ao do
restante da cabeca quando apontado para o substrato. Possui corpo revestido por pelos e
s&o de coloragéo clara (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Figura 1 - Ciclo biologico de flebotomineos. Fonte: Adaptado de Hernandez (2001).
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Os machos e as fémeas distinguem-se morfologicamente em suas proboscides,
mais curta nos machos que nas fémeas, sendo longa e adaptada para picar e sugar e
tendo os dltimos segmentos abdominais, modificados para constituir a genitalia do
inseto: nas fémeas os segmentos menores e discretos dispdem-se como estruturas
telescopadas, as quais conferem aspecto arredondado a genitalia do inseto, denominada
espermateca (Figura 2A), enquanto no macho esta presente um conjunto de apéndices
bem desenvolvidos e ornamentados em forma de ganchos formando o paramero (Figura
2B) (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

2.4 Hospedeiros susceptiveis

Os hospedeiros susceptiveis de flebotomineos sdo os animais domésticos e
humanos.

Campbell-Lendrunm et al., (1999) em experimentos realizados no campo
demonstraram que Lu. whitmani sdo mais atraidas por iscas humanas que por cées e
galinhas provenientes da Amazonia. Em estudos feitos por Ximenes et al., (1999) a
densidade de flebotomineos em abrigos de animais domésticos e silvestres no estado do
Rio Grande do Norte evidenciaram que Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia evandroi se
apresentaram como espeécies ecléticas no que se refere a escolha de seus hospedeiros.
Essas espécies de flebotomineos tiveram sua preferéncia alimentar por cavalos (Equus
caballus), tatus (Euphractus sexcintus), galinhas (Gallus gallus domesticus) e preas
(Galea spixit).

Estudos mostram que o comportamento alimentar e a atracdo interespecifica das
espécies de flebotomineos, tornam evidente a preferéncia dos mesmos por determinados
hospedeiros, porém a maioria das espécies sdo oportunistas. Tal comportamento é
importante no ciclo zoondtico da leishmaniose, associado a idade, abundancia e
comportamento do hospedeiro (ANDRADE, 2008).

Assim, hd uma grande necessidade de mais estudos bioldgicos, ecologicos e

taxondmicos que apresentem subsidios para alternativas de controle de flebotomineos.
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Figura 2. Genitalia de Lu. whitmani utilizadas na identificacdo da espécie, A -
espermateca da fémea, seta preta e B - paramero do macho, caixa preta. Fonte: Miranda
(2014).

As espécies de flebotomineos de acordo com Aguiar e Medeiros (2003) podem
ser divididas em trés categorias:

a) silvestres, que vivem nas florestas ou em regides ndo florestais, porém so
acidentalmente sdo encontradas associadas ao homem e aos animais domesticos;

b) peridomiciliares, que vivem fora das habitacbes humanas e de animais
domésticos somente procurando-as para obtencdo do repasto sanguineo;

¢) intradomiciliares, que vivem associados ao homem e aos animais domésticos,
no interior de habitagdes ou préximo delas.

Estes insetos sdo bastante pequenos, frageis, apresentam atividade noturna e voo
curto e direto. As fémeas precisam de sangue para amadurecer 0s ovdcitos para postura
de ovos férteis (Figura 3) e ambos 0s sexos precisam de agucar para fins energéticos,
obtidos principalmente a partir de tecidos vasculares de plantas. No entanto algumas
espécies como Lutzomyia lichyi, fazem a primeira oviposicdo sem se alimentarem de
sangue (MONTOYA-LERMA, 1992). Os flebotomineos adultos abrigam-se durante o
dia em lugares escuros e umidos como tronco de arvores, toca de animais ou sob rochas.
Os ovos se estabelecem em micro habitats terrestres ricos em matéria organica, que
fornecem alimento para as larvas (ALEXANDER, 2000).
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Figura 3. Fémea de Lutzomyia complexa ingurgitada. Fonte: Miranda (2014)

Embora se conheca o habito alimentar das formas imaturas, principalmente
através de estudos feitos com colénias de Lu. longipalpis mantidos em laboratério,
pouco se conhece sobre criadouros naturais das larvas de flebotomineos nas Américas.
As formas imaturas tém sido encontradas em ambientes domésticos (construcfes
abandonadas, fendas de chdo, paredes e porfes de casas), peridomésticos (tocas de
animais, latrinas, debaixo de pedras e aterros) e silvestres (formigueiros, cavernas,
raizes tubulares, tocas de gerbis e roedores) (FELICIANGELI, 2004). As formas
imaturas séo dificeis de encontrar e ainda ha muito a ser descoberto sobre os sitios de
reproducdo dos flebotomineos dada sua alta capacidade de recolonizar o que restringe as
opcdes para controle vetorial (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).
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2.5 Distribuicéo geografica

Os flebotomineos encontram-se distribuidos na Asia, Africa, Austrdlia e nas
Américas (sul e central) (KILLICK-KENDRICK, 1999). Sdo encontrados também na
Europa sendo comuns em regides do Mediteraneo, podendo ocorrer em zonas rurais e
urbanas (READY, 2010; TARALLO etal., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2010), mas
encontram-se ausentes na Nova Zelandia e nas Ilhas do Pacifico (LANE, 1993).

Os dipteros do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) estdo distribuidos por
diversas regifes zoogeograficas do mundo, sendo representados por varias espécies
encontradas em maior abundancia, nas regides tropicais e subtropicais do globo terrestre
(MAROLI et al., 2013). Dos géneros de flebotomineos do Novo Mundo, Lutzomyia é o
maior e 0 mais amplo geograficamente, com representantes desde os Estados Unidos até
o0 norte da Argentina e Uruguai (YOUNG; DUNCAN, 1994).

No Brasil, a fauna flebotominica é composta por aproximadamente 243 espécies
(GALATI et al., 2003), representando uma das faunas mais bem estudadas em todo o
mundo. Isso é interessante como subsidio de informacdes base para desenvolvimento de
politicas publicas de salde voltadas para o programa de controle das leishmanioses
(AGUIAR e MEDEIROS, 2003).

No Nordeste do Brasil existe uma grande riqueza de espécies de flebotomineos.
Estados como Maranhdo, Ceara e Bahia apresentam uma fauna bastante diversificada,
constituida por um grande nimero de espécies (SHERLOCK, 1996; REBELO, 2000).
Vérios estudos sobre flebotomineos tém sido desenvolvidos em Pernambuco,
fornecendo novos conhecimentos na ecoepidemiologia das leishmanioses no Nordeste
do Brasil. Um total de 37 espécies de flebotomineos, cerca de 14 géneros tem sido
relatado previamente no estado, entretanto seis espécies necessitam de confirmacdo. A
diversidade da fauna de flebotomineos é pequena quando comparados com a variedade
de espécies de outros estados do Nordeste, como, Maranhédo e Bahia, e é mais diversa
do que os estados do Rio Grande do Norte, Ceara, Alagoas, Paraiba, Piaui e Sergipe
(DANTAS-TORRES et al., 2010).

Em Pernambuco, a fauna flebotominica de Lutzomyia ainda é pouco estudada
quanto a diversidade e distribuicdo das espécies. Os dados disponiveis relatam o
encontro de algumas espécies no municipio de lgarassu e na Regido Metropolitana do

Recife. Na Zona da Mata ha apenas ocorréncia de algumas espécies em area endémica
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de leishmaniose tegumentar, ndo sendo possivel determinar com mais clareza a
composicdo da fauna flebotominica existente naquela area. No municipio de Amaraji,
Zona da Mata Sul, Lu. whitmani apresenta predominancia na fauna local, sendo a
espécie predominante no ambiente peridoméstico. Lu. complexa foi a espécie mais
importante nos ecotopos de floresta Atlantica remanescente (BRANDAO-FILHO et al.,
1999).

O estado de Pernambuco é representado por diversos biomas, sendo o0s
principais a Mata Atlantica e a Caatinga. Porém, a diversidade das espécies de
flebotomineos na Caatinga parece ser subestimada, uma vez que tal regido apresenta um
ambiente hostil para espécies que ndo sdo adaptadas para sobreviver em condicGes
semiaridas (DANTAS-TORRES et al., 2006). Lu. longipalpis esta adaptada a estas
condigdes extremas e por isso a leishmaniose visceral € comum no interior das regides
semiaridas de Pernambuco. Migonemyia migonei € um provavel vetor de Leishmania
infantum (syn. L. chagasi), em S&o Vicente Ferrer, onde casos de leishmaniose visceral
foram notificados (DANTAS-TORRES et al., 2010).

2.6 Importancia das espécies de flebotomineos na satde publica

Diversas espécies de flebotomineos pertencentes ao género Lutzomyia tem
grande importancia na satde publica devido a transmissdo de protozoarios digenéticos
da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS, 1903)
agentes etiologicos das leishmanioses que sdo zoonoses (MARZOCHI, 1992; SHAW et
al., 1987; YOUNG; DUNCAN, 1994). Além disso, os flebotomineos sdo vetores de
virus, bactérias e protozoarios e também afetam diretamente as pessoas, com suas
picadas que causam dores e reacles alérgicas (SHERLOCK, 2003; MAROLI et al.,
2013).

Esses dipteros estdo envolvidos na transmissao de virus, dentre eles 0os mais
importantes sdo agrupadas no género Phlebovirus (familia Bunyaviridae) e no género
Vesiculovirus (familia Rhabdoviridae) (MAROLI et al., 2013). Nas Américas, 0S
flebotomineos identificados como vetores de Phlebovirus séo: Lutzomyia trapidoi,
Lutzomyia ylephiletor, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia
panamensis e Lutzomyia sanguinaria (ADLER; THEODOR, 1926). No Velho Mundo a
infeccdo por Phlebovirus tem sido associada a presenca de flebotomineos no sul da
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Europa, Africa, Oriente Médio e Asia Central e Ocidental (TESH et al., 1976) e as
espécies envolvidas sdo: Phlebotomus papatasi, P. perniciosus e P. perfiliewi
(MAROLI et al., 2013).

Os flebotomineos também estdo envolvidos na transmissdo de bartoneloses
(MAROLLI et al., 2013; TICONA et al., 2010). Nos humanos, tal doenca provoca uma
enfermidade conhecida como doenca de Carrion. Este patdgeno é transmitido pela
picada de flebotomineos do género Lutzomyia (por exemplo, Lutzomyia verrucarum e
Lutzomyia peruensis pescei) (SANCHEZ CLEMENTE et al., 2012), distribuindo-se na
regido ocidental da Cordilheira dos Andes, Equador, Coldmbia e Peru, sendo relatada na
Bolivia e no Chile (SANCHEZ CLEMENTE et al., 2012). Outros estudos mostram que
no Peru outras especies podem também estar envolvidas na transmissdo da doenca,
assim como Lutzomyia noguchii e Lutzomyia peruensis (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Existem aproximadamente mais de 800 espécies de flebotomineos, destes apenas
98 especies de Lutzomyia estdo comprovados com capacidade de transmitir LTA
(MAROLI et al., 2013). No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da
LTA sdo: Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu.
wellcomei e Lu. migonei (RANGEL & LAINSON, 2009). O encontro de infeccdo
natural de Lu. neivai (PITA-PEREIRA et al., 2009) e Lu. fischeri (ROCHA et al., 2010),
reforcaram a suspeita de participacdo destas espécies na veiculacdo de Leishmania (V.)
braziliensis.

Os dados sobre a ecologia de Lu. whitmani séo ainda incipientes, principalmente
no Nordeste do Brasil, ndo obstante a importancia da doenca nessa regido. A falta de
conhecimento sobre a ecologia de Lu. whitmani limita a possibilidade de elaboracdo de
novas medidas de controle e a elaboragdo de modelos preditivos que possam fornecer
informac0es sobre as areas e periodos de maior risco de transmissdo (MIRANDA, et al.,
2013).

Diferentes zoonoses assumiram um papel importante na saude pablica por causa
do processo de urbanizacdo das doencas. Isso devido as alteracbes no ambiente e ao
movimento migratério da populacdo da periferia para os centros urbanos. Muito
embora, as taxas de incidéncia dessas zoonoses tenham aumentado na area urbana, ndo
podemos afirmar que as mesmas diminuiram nas areas rurais, ja que esta mantem ainda
condi¢cBes necessarias de prevaléncia dos vetores e patdgenos. A leishmaniose € um

excelente exemplo desse fendmeno. Esta doenca, ultimamente tem se apresentado como
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um importante problema de satde publica em diversos paises, ndo apenas por causa da
invasdo de area antes livres da mesma, mas também pela emergéncia de focos antigos
da doenca (GALLEGO, 2004).

2.6.1 Diagnostico da infeccdo natural de flebotomineos por Leishmania spp.

Diversas espécies de flebotomineos tém sido incriminadas como vetores de
Leishmania e essa associacdo é feita de acordo com a espécie dominante em uma area
endémica. Os estudos de transmissdo em laboratdério permanecem dificeis, assim como
0 entendimento sobre os locais de procriacdo. Sem estas informacdes torna-se dificil
determinar os fatores que definem a distribuicdo geografica e ecoldgica de varios
vetores e, consequentemente, da doenca. Rossi et al., (2008) afirmam que estudos sobre
a prevaléncia de infeccdo por Leishmania em flebotomineos sdo importantes
indicadores sobre a intensidade da transmissdo do parasito.

O método classico utilizado para identificacdo do parasito no intestino do
flebotomineo tem sido a dissec¢do do trato digestorio, seguido do exame microscopio
direto. Neste caso, a positividade das amostras deve ser confirmada posteriormente com
o isolamento do parasito em meio de cultura, que é frequentemente susceptivel a
contaminacdo, ou através de inoculagdo em animais de laboratorio (hamster). Esta
confirmacdo € essencial, uma vez que os flebotomineos podem também albergar
algumas espécies de Trypanosoma e Endotrypanum, que passam por um estagio de
promastigota indistinguivel de Leishmania spp. dificultando o diagndstico microscépio
pela semelhanca (RODRIGUEZ et al., 1994; TESH; MODI, 1984). Um fator limitante
para esta técnica é a dificuldade de processar grande nimero de espécimes capturados
nas areas de elevada transmissibilidade (ARANSAY et al., 2000; PEREZ et al., 2007),
uma vez que o procedimento é laborioso e exige experiéncia e pericia técnica do
profissional.

Outra metodologia consiste no uso de anticorpos monoclonais espécie-
especificos, em ensaios imunoenzimaticos, para a identificacdo da espécie de
Leishmania presente no vetor que permite a avaliacdo de um grande numero de
exemplares (ADINI et al., 1998).

Métodos moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém

sido frequentemente utilizados em estudos para deteccdo de infecgdo natural e tém
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aumentado a sensibilidade e especificidade da identificacdo de Leishmania spp.,
independente do numero, estagio e localizacdo do parasito no vetor (PEREZ et al.,
1994). Além de possibilitar maior rapidez na analise de uma grande amostragem
(BARKER, 1989; MICHALSKY et al., 2002), a técnica permite trabalhar com insetos
mantidos a seco, congelados ou conservados em etanol, sem interferir no desempenho
da reacdo (PAIVA et al., 2007).

Como métodos adicionais para caracterizacdo molecular das espécies de
Leishmania encontradas no vetor sdo utilizados as andlises de polimorfismos de
tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP), hibridizagdo com sondas especificas para
subgénero, complexo ou especie, realizacdo de um segundo ensaio de PCR com
iniciadores espécie-especificos e sequenciamento (GARCIA et al., 2007; JORQUERA
et al., 2005; MARTIN-SANCHEZ et al., 2006; PITA-PEREIRA et al., 2005).

Em pesquisas recentes tem sido utilizada também a PCR em tempo real, uma
técnica capaz de promover a quantificacdo da carga parasitaria e 0 monitoramento, em
tempo real, do produto amplificado para diferentes analises como em estudos de
infeccdo natural e interagdo parasito-hospedeiro (GOMEZ-SALADIN et al., 2005;
RANASINGHE et al., 2008).

2.7 Degradacédo ambiental e leishmaniose

Segundo Dujardin (2006), fatores como o desequilibrio socioecondmico de
expressiva parcela da populacéo, fluxos migratdrios, ocupacédo da terra para exploragédo
de agricultura e principalmente, a degradacédo continua do ambiente sdo apontados como
0s principais responsaveis para a disseminacdo da leishmaniose, pois o flebotomineo,
assim como em outros ciclos endémicos, habitava inicialmente as areas silvestres.
Migracdes desordenadas em direcdo a floresta ndo apenas afetam o meio ambiente por
causa do desmatamento, mas também permitem a introducdo de animais, como 0s cées
(SILVA et al., 2001).

A acdo do homem sobre o ambiente ocorre de diversas maneiras, através de
construcBes de rodovias, invasdes desordenadas de areas rurais e por meio de
desmatamento para fins lucrativos. Como consequéncias de tais acdes, podemos citar
fatores que intensificam o surgimento de doencas infecciosas. Dentre esses fatores estdo

a fragmentacdo da floresta, a introducdo de patdgenos, a poluicdo e a pobreza.
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Entretanto, os fatores mais importantes para a saude publica sdo as alteracdes no
ambiente fisico, as migra¢cdes humanas e de patdgenos, a agricultura e a urbanizacao
(PATZ et al., 2004).

A construcdo de novas estradas, por exemplo, ndo s6 promove o desmatamento,
mas também intensifica as atividades comerciais como a agropecuaria, a mineracao e a
exploracdo de madeira. Além disso, interrompe o fluxo e altera o pH da &gua, causa o
assoreamento e modifica o habitat e 0 nicho ecoldgico das espécies envolvidas no ciclo
do parasito. As atividades de degradacdo em areas nativas permitem o acesso de novas
espécies aldctones de mamiferos e de vetores, bem como permitem o acesso de
trabalhadores rurais e de turistas imunologicamente desprotegidos. Ao migrarem para
outras areas desmatadas ou nativas, as pessoas, 0s mamiferos ou ambos podem
transportar parasitos que irdo infectar vetores locais oferecendo condigfes para que
novas infeccOes possam acontecer (PATZ et al., 2000).

A estreita relacdo das acdes antrépicas com o crescimento de doencas tropicais,
incluindo as leishmanioses, é o desmatamento de areas nativas para fins comerciais
como a pecuaria, a agricultura e a exploracdo da madeira, ou ainda para construcéo de
moradias de infraestrutura precaria. O desmatamento provoca uma alteracdo ao
ambiente fisico através da fragmentacdo da floresta e apresenta como consequéncia
dessa fragmentacdo a alteracdo no numero de animais silvestres, que sdo fontes
alimentares dos flebotomineos. Assim, estes dipteros passam a ter outros alvos
alimentares como o cdo e 0 homem (PATZ et al., 2004).

O desmatamento e a queima da floresta alteram o clima local que afeta a
populacdo de insetos vetores de doencas infecciosas como a leishmaniose (KOVATS et
al., 2001). A alteracdo climatica pode influenciar na taxa de sobrevivéncia e reproducédo
dos vetores e como consequéncia, sua distribuicdo e abundancia, além de influenciar na
atividade alimentar mudando a frequéncia do repasto sanguineo. Essas alteracBes
também podem ocorrer com relacdo as taxas de desenvolvimento, sobrevivéncia e
reproducdo do patégeno dentro dos vetores (KOVATS et al., 2001). Uma das
consequéncias da alteracdo nos fatores climaticos sdo mudancas fisioldgicas que o vetor
pode sofrer, tal como um desequilibrio hidrico. Isto pode influenciar na concordéncia
gonotrofica, isto é, cada oviposicdo ser precedida por um repasto sanguineo (BRAZIL
& BRAZIL, 2003). Dessa forma, algumas espécies de vetores com caracteristicas

antropofilas podem realizar mais de uma hematofagia, aumentando as possibilidades de
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transmissdo de patogenos. Trata-se, portanto, de mudanca no comportamento do vetor
que confere grande importancia epidemioldgica (BRAZIL & BRAZIL, 2003).

Algumas espécies de vetores podem se adaptar com muita eficiéncia as novas
condicBes impostas pela degradacdo ambiental, € o caso da Lu. whitmani encontrada em
maior abundancia em areas devastadas em varios periodos do ano (COSTA et al.,
2007). As migracdes consequentes das grandes secas no Nordeste e também aquelas que
ocorreram dentro da propria regido, se caracterizaram pela saida dos moradores das
areas rurais para a periferia das grandes cidades como Natal, Fortaleza, Jacobina, Jodo
Pessoa, Petrolina, S&o Luis, Sobral, Teresina e Salvador. Contudo, as ocupagdes dessas
areas se deram sem as minimas condi¢fes sanitarias e econdémicas. Isso proporcionou as
condigcdes favoraveis para o desenvolvimento da LV uma vez que 0s imigrantes,
imunologicamente desprotegidos, além de desmatarem, trouxeram consigo Varios
animais domésticos que atuam como fonte alimentar para o vetor. Dentre esses animais,
0 cdo que, além de atrair o vetor, é reservatorio do agente etioldgico (WHO, 2002).

Pesquisa desenvolvida ao norte do Rio Amazonas, nos municipios de Silves e
Itacoatiara, no estado do Amazonas, mostrou que o numero de flebétomos fémeas
infectados diminuiu em consequéncia da exploracdo de madeira naquela area. Uma
hipdtese € que o desmatamento teria causado a morte imediata de muitos espécimes, e
provocado a migracdo para locais proximos que ofereciam melhores condicdes de
sobrevivéncia para os fleb6tomos. Uma hipétese alternativa € que esta préatica ao afetar
0 habitat de muitos vertebrados, que sdo fonte alimentar desses vetores, induziu-lhes a
migracao forcada para outras areas (PESSOA et al., 2007).

A incidéncia da LTA na regido Nordeste € verificada tanto nas areas com
resquicios de floresta de Mata Atlantica, nas quais se verifica vegetacdo abundante,
como em areas com predominancia de mata secundéaria e diversos tipos de plantacdes,
propicias a colonizagdo dos flebotomineos e mamiferos silvestres e sinantrépicos, mas
também em regibes desmatadas, com adaptacdo de vetores e reservatorios a ambientes
modificados, com transmissao peridomiciliar (MARZOCHI, 1992). A infeccdo atinge
mulheres, criancgas e, principalmente, adultos do sexo masculino, em alguns casos, todos
os individuos de uma mesma familia sdo acometidos pela doenga (BRANDAO-FILHO
etal., 1999).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
e Estudar a ecologia de flebotomineos em uma &rea rural endémica para

leishmaniose tegumentar americana no estado de Pernambuco.

3.2. Objetivos especificos

e Descrever as espécies que compdem a fauna de flebotomineos em uma area de
Mata Atlantica no municipio de Ipojuca;

e Estudar a dindmica sazonal de flebotomineos em &rea de Mata Atlantica em
Ipojuca;

e Avaliar a relagdo entre fatores climaticos e a dindmica diaria e mensal de
flebotomineos em Ipojuca;

e Identificar a taxa de flebotomineos infectados por L. braziliensis através de

biologia molecular.
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Ecology of sand flies in a low-density residential rural area, with mixed

forest/agricultural exploitation, in north-eastern Brazil

Abstract

Cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania braziliensis is endemic in Brazil, where
Lutzomyia whitmani is the most important vector involved in the transmission to
humans, particularly in the peridomestic environment. Herein, we assessed the ecology
of sand flies, including Lu. whitmani, in a low-density residential rural area with mixed
forest/agricultural exploitation in north-eastern Brazil, where cutaneous leishmaniasis is
endemic. Particularly, we hypothesized that sand fly abundance was correlated with
climatic variables. Sand fly collections were carried out monthly from August 2013 to
August 2014, using seven CDC light traps, for three consecutive nights, in three kinds
of environments: indoor, peridomicile and forest. Collected sand flies were identified
based on morphology and females of Lu. whitmani (n = 169), Lu. amazonensis (n =
134) and Lu. complexa (n = 21) were selected and tested by PCR for Leishmania
(Viannia) spp. In total, 5,167 sand flies belonging to 19 species were identified, being
that Lu. choti (43.2%) was the most frequent species, followed by Lu. amazonensis
(16.6%), Lu. whitmani (15.8%), Lu. sordellii (10.7%) and Lu. quinquefer (5.8%), which
together represented over 90% of the collected sand flies. All females tested by PCR
were negative. The number of sand flies collected daily was positively correlated with
temperature and negatively correlated with rainfall and relative humidity. Furthermore,
there was a positive correlation between daily number of sand flies and daily average
saturation deficit. This study points out that the number of sand flies captured daily is
correlated to climatic variables, including saturation deficit, which may represent a

useful parameter for monitoring sand fly populations in leishmaniasis-endemic areas.

Keywords: Lutzomyia whitmani, ecology, cutaneous leishmaniasis, epidemiology.
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1. Introduction

Phlebotomine (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) are vectors of numerous
pathogens to animals and humans (Maroli et al., 2013). In particular, they are the
principal vectors of Leishmania parasites (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), the
causative agents of leishmaniasis, a group of diseases affecting annually over 1 million
people in 98 countries (Alvar et al., 2012).

About 56 species of sand flies have been proven or suspected to transmit Leishmania
parasites in the New World (Maroli et al., 2013). The distribution and transmission
dynamics of leishmaniasis are directly related to the presence and abundance of sand fly
vector populations. Thus, understanding the ecology of these insects is important for
refining the control strategies (e.g., insecticide spraying) currently in place.

In Brazil, one of the largest foci of leishmaniasis in the world (Alvar et al., 2012),
several sand fly species are involved in the transmission of Leishmania spp. to humans,
including are Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani,
Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia complexa and Lutzomyia
longipalpis (Rangel and Lainson, 2009; Maroli et al., 2013). Annually, near 30000 cases
of cutaneous leishmaniasis are notified to public health authorities and the majority of
them are caused by Leishmania braziliensis. Different sand fly species have been
implicated in the transmission of L. braziliensis, including Lu. whitmani, Lu.
intermedia, Lu. wellcomei, Lu. complexa, Lutzomyia neivai, Lutzomyia fischeri and
Lutzomyia migonei (Alvar et al., 2012; Maroli et al., 2013).

In different foci of cutaneous leishmaniasis caused by Le. braziliensis in Brazil, Lu.
whitmani is the principal vector involved in the transmission to humans, particularly in

the peridomestic environment, where this sand fly is mainly found nearby domestic
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animal shelters or in crop plantations (Rangel and Lainson, 2009). Nonetheless, the
knowledge on the ecology of this important vector remains fragmentary and this may
impair the establishment of effective control strategies, as basic information on the
abundance and seasonal dynamics of any sand fly species is fundamental to decide
which strategy to use, and where and when apply it. Furthermore, studies conducted in
different Brazilian regions have indicated some differences in the ecological behaviour
of Lu. whitmani (Ready et al., 1998; Campbell-Lendrum et al., 1999a,b,2000), with
some populations being associated to primary and secondary forests and others being
more adapted to human-modified environments (Costa et al., 2007; Rangel and Lainson,
2009). In the present study, we assessed the ecology of sand flies, including Lu.
whitmani, in a low-density residential rural area with mixed forest/agricultural
exploitation in north-eastern Brazil, where cutaneous leishmaniasis by L. braziliensis is
endemic. In particular, we hypothesized that the abundance of sand flies was correlated

with climatic variables, such as temperature and relative humidity.

2. Material and methods
2.1. Study area

The municipality of Ipojuca (08°23'56"S, 35°03'50") is located in the Metropolitan
region of Recife, Pernambuco State, north-eastern Brazil. The climate is tropical with
dry summer. The raining period starts in December/January and lasts until September,
with annual average temperature of 26°C (range, 25-27°C) and average relative
humidity of 78% (range, 74-82%). The vegetation is predominantly represented by the
Atlantic forest and the municipality is crossed by the Ipojuca River. The specific area
chosen for this study was a rural area dominated by sugar cane plantations with some

remnants of Atlantic forest (Fig. 1). The municipality is also an important industrial
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pole in Pernambuco, whose activities are mainly concentrated in the port of Suape and
its surrounding industrial district.

According to the Information System on Disease Notification (SINAN), 32 human
cases of CL were reported in Ipojuca between 2009 and May 2014. Incidentally, little
information is available on the sand fly fauna and species of Leishmania circulating in

sand flies, animals and humans in Ipojuca.

2.2. Collection and identification of sand flies

Sand fly collections were carried out from August 2013 to August 2014, in a locality
known as “Engenho Fortaleza”. Seven CDC light traps were installed monthly, for three
consecutive nights, from 5:00 pm to 6:00 am. Each trap was positioned at 1.5 m above
the ground, in three kinds of environments: indoor, peridomicile and forest (Table 1). In
the forest, collection sites were typically near animal burrows, trunks of large trees,
shaded and humid areas. All traps were placed on trees, except the ones from the sites 1
and 5, which were placed on the inner wall of a house and on the roof of a horse stable,
respectively.

The collected specimens were kept in 70% ethanol and later identified using
morphological keys for American sand flies (Young and Duncan, 1994). The thorax and
abdomen (excluding the last three segments that were used for morphological
identification) of selected females were separated and kept in 70% ethanol until DNA

extraction and PCR testing.

2.3. DNA extraction and PCR testing
DNA was individually extracted from 324 specimens belonging to three species: Lu.

whitmani (n=169), Lu. amazonensis (n=134) and Lu. complexa (n=21). DNA was
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extracted using Chelex 100®, as described elsewhere (Coombs et al., 1999). In brief,
100 pl of 5% Chelex 100® (diluted with DNA free water) was added to each 1.5 ml tube
containing each individual female sand fly. The specimens were macerated and left at
56°C for 1 h. After that, the material was transferred to a 2 ml tube and left at 94°C for
30 min. Finally, these tubes were centrifuged at 15.000 g for 6 min and the supernatant
was collected and transferred to clean tubes, which were frozen at —20°C.

Extracted DNA samples were tested and subjected to PCR amplification. We used
the primers Bl (5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) and B2 (5-
CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’), which target the conserved region of kinetoplast
minicircle Leishmania (Viannia) spp. DNA (Bruijn and Barker, 1992). PCR reactions
were run performed in a 25 pL volume containing 14 ul of water type I, 2.5 ul of ANTP
(2 mM), 0.5 pl of Tag DNA Polimerase (5 U/ul), 1.5 ul of MgCl; (50 mM), 2.5 ul of 10
x PCR buffer, 2.5 ul each primer (100 pmol/ul) (Invitrogen) and 2 pl of the template
DNA. The amplification conditions consisted of 35 cycles (94°C, 1 min; 65°C, 1 min;
72°C, 1 min), preceded by an initial denaturation step of 5 min at 94°C. Positive (DNA
from cultured promatigotes) and negative (DNA extracted from male sand flies)
controls were included in each PCR run. The products were analyzed in 1.5% agarose
gels, being stained with ethidium bromide (10 pg/ml) and visualized under a UV

transilluminator, using 100 bp DNA ladder (Invitrogen) as a molecular weight marker.

2.4. Meteorological data
Data on monthly average temperature (°C), relative humidity (%) and rainfall (mm?)
for the whole period of study were provided by the Instituto de Tecnologia de

Pernambuco (ITEP). The saturation deficit (SD) was calculated as follows: SD = (1 —
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RH/100) x 4.9463 x €% * T \where RH is relative humidity and T is temperature

(Otranto and Dantas-Torres, 2013).

2.5. Diversity indices and abundance

Diversity indices were calculated using PAST version 2.16 (Hammer et al., 2001). In
particular, we considered the number of taxa (S), number of individuals (n), Shannon’s
diversity index (H’) and Pielou’s equitability index (J’). The standardized index of
species abundance (SISA) was calculated as described elsewhere (Roberts and Hsi,

1979).

2.6. Data analysis

Normality of data was assessed using Lilliefors test using BioEstat software, version
5.3 (Ayres et al., 2000). Then, correlation between climatic variables and the number of
specimens collected monthly was assessed using Pearson’s (r) or Spearman’s (Is)
correlation coefficients, as appropriate. The number of sand flies of each species
collected according to months or collection sites was compared using Kruskal-Wallis.
The significance level was 5%. Statistical analyses were performed using BioEstat

software, version 5.3 (Ayres et al., 2000).

3. Results

In total, 5,167 sand flies were collected from 39 actual nights and 273 trap-nights,
yielding 19 sand flies per trap-night. Nineteen species of sand flies were identified
(Table 2), being that Lu. choti (43.2%) was the most frequently collected species,
followed by Lu. amazonensis (16.6%), Lu. whitmani (15.8%), Lu. sordellii (10.7%) and

Lu. quinquefer (5.8%), which together represented over 90% of the collected sand flies.
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According to the standardized index of species abundance (see Table 2), Lu. choti was
the most abundant species in the study, followed by Lu. sordellii, Lu. quinquefer, Lu.
evandroi, Lu. longispina, Lu. whitmani and Lu. amazonensis.

In general, number of males (53.2%) was roughly equivalent to the number of
females (46.8%), with sex ratio of 1.1:1. A strong positive correlation between the
monthly number of males and females collected during the study (r = 0.7493; P =
0.0032) was observed. No statistically significant difference was found between the
number of males and females collected monthly, either in general or according to
species (data not shown).

Sand flies were present during all months of the study, being more numerous in
November (n = 793) and December 2013 (n = 807) (Fig. 2), when the temperature and
relative humidity ranged from 26°C to 27°C and from 74% to 77%, respectively. There
was no significant correlation between the number of sand flies collected monthly and
the climate variables. However, the number of sand flies collected monthly tended to be
negatively correlated with monthly average rainfall (r = —0.2027, P = 0.5066) and
relative air humidity (r = —-0.3976, P = 0.1784) and positively correlated with
temperature (r = 0.4619, P = 0.112). This tendency was confirmed using daily data, that
is, the number of sand flies collected daily was positively correlated with temperature
(rs = 0.5971, P < 0.0001) and negatively correlated with rainfall (rs = -0.5936, P <
0.0001) and relative humidity (rs = —0.4310, P = 0.0061) (Fig. 4)..

No significant correlation was found between the number of sand flies collected
monthly and the monthly average saturation deficit (r = 0.5170, P = 0.0703), but the
trend was towards a positive relationship between these variables. Indeed, considering
daily data, there was a positive correlation between daily number of sand flies collected

and daily average saturation deficit (r = 0.4821, P = 0.0019).
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The monthly number of sand flies collected varied according to collection site
(Kruskal-Wallis, P < 0.0001). In particular, most of the sand flies were collected in two
sites, being one in the forest (site 3; 30.7%) and other in a horse stable (site 5; 27.6%)
(Fig. 3).

Lutzomyia choti, Lu. amazonensis and Lu. whitmani were the species most frequently
collected in the study. In particular, most specimens of Lu. choti (1387 out of 2232)
were collected in the forest, and occurred with Lu. amazonensis (857 out of 859). On
the other hand, Lu. whitmani was most frequently collected in the peridomicile (806 out
of 815), particularly, in the horse stable (n = 584).

The diversity of sand flies varied according to the collection site (Table 3). The
highest species richness was found in three collection sites (sites, 3, 4 and 6),
corresponding to forest areas. Secondly, a relatively high number of species was found
in three sites, corresponding to a horse stable (site 5) and two trees (sites 2 and 7)
located in the peridomiciliary area of three houses nearby the forest. Interestingly, six
species were found in all collection sites, i.e., Lu. choti, Lu. longispina, Lu. sordellii, Lu.
whitmani, Lu. evandroi and Lu. quinquefer. The species diversity (H’) was greater in the
collection sites 7, 4 and 6, respectively, whereas the equitability (J’) was greater in the
sites 7, 1 and 6, indicating that individual sand flies were more equitably distributed
among different species in these collection sites (Table 3).

In total, 324 females of Lu. whitmani (n = 169), Lu. amazonensis (n = 134) and Lu.
complexa (n = 21) were individually tested by PCR for Leishmania (Viannia) spp., but

all of them were negative.
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4. Discussion

In the present study, the ecology of Lu. whitmani and other sand fly species was
assessed in a low-density residential rural area with mixed forest/agricultural
exploitation in north-eastern Brazil, mainly characterized by the presence of sugar cane
plantations and fragments of Atlantic rainforest. The main climatic feature of this area is
its elevated annual rainfall average. We hypothesized that the abundance of sand flies
was correlated with climatic variables. Indeed, the number of sand flies collected daily
was positively correlated with temperature and negatively correlated with rainfall and
relative humidity. We also found a positive correlation between daily number of sand
flies collected and daily average saturation deficit. These findings suggest that even in
areas where the climatic variables remain more or less constant during the whole year,
the sand fly population dynamics is still influenced by climatic variables, such as
rainfall.

It is acknowledged that sand flies are influenced by climate and other factors (Tarallo
et al., 2010; Costa et al., 2013; Gaglio et al., 2014), such as host presence and landscape
features (e.g., vegetation coverage). A recent research conducted in southern Italy also
suggested the usefulness of saturation deficit for studies on sand fly ecology (Dantas-
Torres et al., 2014). This index is frequently used in studies on tick ecology.
Interestingly, the abundance of ticks is negatively correlated with saturation deficit.
Saturation deficit (a measure of the drying power of the air, defined as the difference in
vapour pressure between the saturation and actual water vapour pressure) increases with
warmer drier weather, which adversely affects the questing activity of ticks, such as
Ixodes ricinus (Knap et al., 2009; Dantas-Torres and Otranto, 2013). On the other hand,
the relationship between sand flies and the saturation deficit appears to be the exactly

the opposite (Dantas-Torres et al., 2014; present study). In Europe, the sand fly season
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begins in late spring and lasts until autumn factors (Tarallo et al., 2010; Dantas-Torres
et al., 2014; Gaglio et al., 2014). During this period the dry and hot climate favour the
abundance of sand flies. In our study area, the positive correlation between daily
number of sand flies collected and daily average saturation deficit may be explained by
the lower number of sand flies collected during rainy nights (=low saturation deficit).
Further studies are advocated to evaluate the threshold above which the sand fly
population peaks up. This threshold value would be useful for sand fly population
monitoring in areas of Leishmania transmission.

Lutzomyia choti was the dominant species in this study. There is little information on
this sand fly species, mainly regarding its avidity for human hosts and role in
Leishmania transmission. Nonetheless, this sand fly is frequently found in high numbers
in remnants of Atlantic rainforest in Pernambuco (Andrade et al., 2005; Silva and
Vasconcelos, 2005), where L. braziliensis transmission occurs. Furthermore, in a study
conducted in an area of Atlantic rainforest in Pernambuco, several specimens of Lu.
choti were attracted to human baits (Balbino et al., 2005), which may suggest its
attractiveness to this host. Additional studies would be valuable to assess the host range
and the infection by Leishmania parasites of this sand fly in areas of L. braziliensis
transmission.

Some species (i.e., Lu. choti, Lu. longispina, Lu. sordellii, Lu. whitmani, Lu.
evandroi and Lu. quinquefer) found in this study were collected in all environments
studied. It may indicate their adaptability to human dwellings, but we should emphasize
that most of the houses investigated were nearby fragments of Atlantic rainforest. In this
scenario, the control of sand flies in the houses may be troublesome as the forest will act
as refugia for forest-adapted species. As a consequence, the houses treated with

insecticides will tend to be re-infested as soon as the control measures are interrupted.
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None of the females tested for Leishmania was DNA-positive, although cutaneous
leishmaniasis is endemic in the study area. The usually low infection rate in sand flies is
acknowledged (Oliveira-Pereira et al., 2006; Neitzke et al., 2008; Rocha et al., 2010).
For instance, in a study conducted in Parand, southern Brazil, only one female of Lu.
whitmani was infected among 2487 dissected, being all specimens PCR-negative
(Neitzke et al., 2008). The relatively low number of specimens tested by PCR may also
have reduced the likelihood of finding a positive female in this study. As such, these
negative results do not rule out the involvement of these species in the transmission of
L. braziliensis, particularly because Lu. whitmani and Lu. complexa have been
incriminated as vectors of this parasite in Brazil (Rangel and Lainson, 2009).

A previous study demonstrated that Lu. whitmani was mainly found with
peridomiciliary locations and associated negatively with denser vegetation areas
(Donalisio et al., 2012). The present study reinforces this assertion and further indicates
that Lu. whitmani is mainly found in the peridomestic environment, even in low-density
residential rural areas with mixed forest/agricultural exploitation. It also indicates that in
these areas, forest-adapted sand fly species may be found in peridomiciliary locations,
as the houses are frequently constructed nearby the forest. Finally, it points out that the
number of sand flies (including Lu. whitmani) captured daily is significantly correlated
to climatic variables, including saturation deficit, which may represent a useful

parameter for studying of sand fly populations in leishmaniasis-endemic areas.
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Figure 1. Predominant landscapes of the study area: Atlantic rainforest (A) and sugar

cane plantations (B).
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Figure 2. Number of specimens collected according to month of collection. Only the

five most abundant species are shown.



Percentage (%)
N - N N w w B
o (&)} o a (o] [4)] o
1 1 1 1 1 1 J

a
1

i

1

Site 1 Site 2

Site 3

Site 4

Site 5 Site 6

Site 7

Figure 3. Percentage of sand flies collected according to collection site.

A

30

25 | g
(0]
5 20
©
@ 15
g y = 0,0071x + 24,978
8 10 R2 = 0,23733

5 .

D T T

0 200 400 600
Number of sand flies

C

100

PR
z 80 (b
b= .
E 60 -
P 0,0265x + 82,996
(] y=-0, 5
2 40 1 R2 =0,12753
o
[0}]
o 20 -
0 \ -
0 200 400 600

Number of sand flies

Rainfall

Saturation deficit

60
50
40
30
20
10

o N OB OO 0 O

*

y =-0,0743x + 21,268
R?=0,18693

0

400

200
Number of sand flies

600

Q
RS 0,0087x + 4,0106

R#=0,15974

0

200 400
Number of sand flies

600

64

Figure 4. Correlation between daily number of sand flies collected and temperature (A),

rainfall (B), relative humidity (C) and saturation deficit (D).



Table 1

Coordinates and description of the collection sites included in this study.

Site Coordinates Altitude  Description Presence of animals near to the traps?

Site 1 08°23'10"S 152 m Inside of a house Dogs and cats
35°10'46" W

Site 2 08°23'08" S 155 m Tree near the house Chickens, dogs and cats
35°10'47" W

Site 3 08°23'07"S 149 m Forest Animal burrows ®
35°10'44" W

Site 4 08°23'02" S 115 m Forest Animal burrows ®
35°10'49" W

Site 5 08°23'00" S 123 m Horse stable near a house Dogs, cats and horses
35°10'44" W

Site 6 8°22'55" S 143 m Forest Animal burrow ?
35°10'36" W

Site 7 8°22'50" S 117 m Tree near the house Chickens, dogs and cats

35°10'45" W

65



66

Table 2
Sand fly species collected according to sex and collection sites, 2013-2014, Pernambuco, north-eastern Brazil. The standardized index of

species abundance (SISA) is also provided.

Species Males Females Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Site 6 Site 7 SISA
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Lu. choti 1151 (51.6) 1081 (48.4) 25 (16.1) 26 (7.3) 835 (52.6) 380(53.6) 785(55.0) 172(19.7) 9(148) 0.91
Lu. amazonensis 590 (68.7) 269 (31.3) 0(0) 0 (0) 391 (24.6) 80(11.3) 2(0.1) 386 (44.2) 0(0) 0.49
Lu. whitmani 477 (58.5) 338(41.5) 60(38.7) 146(41.2) 2(0.1) 7(1) 584 (40.9) 0(0) 16 (26.2) 0.63
Lu. sordellii 206 (37.3) 346 (62.7) 1(0.6) 5(1.4) 190 (12) 135 (19) 11 (0.8) 204 (23.4) 6(9.8) 0.80
Lu. quinquefer 132 (44)  168(56)  65(41.9) 146(41.2) 17(1.1)  14(2) 31(2.2) 17 (1.9)  10(16.4) 0.80
Lu. longispina 71 (48) 77 (52) 1(0.6) 6 (1.7) 73 (4.6) 24 (3.4) 1(0.1) 42 (4.8) 1(1.6) 0.68
Lu. evandroi 32(43.2) 42(56.8) 3(1.9 12 (3.4) 15 (0.9) 16 (2.3) 6 (0.4) 6 (0.7) 16 (26.2) 0.72
Lu. complexa 42 (66.7) 21(33.3) 0(0) 0 (0) 27 (1.7) 7(1) 1(0.2) 28 (3.2) 0 (0) 0.33
Lu. naftalekatzi 19 (40.4) 28(59.6) 0(0) 3(0.8) 14 (0.9) 26 (3.7) 0 (0) 4 (0.5) 0 (0) 0.38
Lu. brasiliensis 22 (73.3) 8(26.7) 0 (0) 8(2.3) 6 (0.4) 8(1.1) 6 (0.4) 2(0.2) 0 (0) 0.33
Lu. barrettoi barrettoi 1 (4.5) 21(95.5) 0(0) 0 (0) 11 (0.7) 8(1.1) 0 (0) 2(0.2) 1(1.6) 0.27
Lu. capixaba 1(9.2) 10(90.9) 0(0) 2 (0.6) 0 (0) 1(0.2) 0 (0) 8 (0.9) 0 (0) 0.18
Lu. shannoni sensu lato 0 (0) 5 (100) 0(0) 0 (0) 2(0.1) 1(0.1) 0 (0) 2 (0.2) 0 (0) 0.10
Lu. wellcomei 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2(0.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.03

Lu. furcata 2(100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(0.1) 0(0) 0 (0) 1(1.6)  0.10



Lu. aragaoi
Lu. ayrozai
Lu. walkeri
Lu. sallesi
Total

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

2(100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

2748 (53.2) 2419 (46.8) 155(3) 354 (6.9)

2(0.1) 0(0) 0(0)
0 (0) 1(0.1) 0(0)
0(0) 0(0) 0(0)
1(0.1) 0(0) 0(0)

1588 (30.7) 709 (13.7) 1427 (27.6) 873 (16.9)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

0(0)
0(0)
1(1.6)
0(0)
61 (1.2)
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0.03
0.02
0.08
0.01

n/a

n/a: not applicable.

Table 3

Diversity indices based on data obtained from monthly collections, 2013—-2014, Pernambuco, north-eastern Brazil.
Indices Sitel Site2 Site3 Site4 Site5 Site6 Site7

Species richness 6 9 15 15 9 12 9

Individuals (n) 155 354 1588 709 1427 873 61

Shannon (H’) 1168 1322 1376 1525 0.8805 1497 1.779

Equitability (J°) 0.6516 0.6015 0.5081 0.563 0.4007 0.6026 0.8094




6. CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo indica que Lu. whitmani é encontrada principalmente no
ambiente peridomiciliar, mesmo em areas rurais de baixa densidade residencial com

exploracdo mista de floresta e agricultura, no Nordeste do Brasil.

Os dados apontam que nos locais de coleta, espécies de flebotomineos adaptados
a &reas de mata podem ser encontradas em locais de peridomicilio.

A variacdo sazonal mostra que os flebotomineos estavam presentes em todos 0s
meses de estudo, sendo mais numerosos em novembro e dezembro. Lu. choti foi a
espécie mais frequente, seguido de Lu. sordellii, Lu. quinquefer, Lu. evandroi, Lu.
longispina, Lu. whitmani e Lu. amazonensis.

Por fim, salienta que o numero diario de flebotomineos (incluindo Lu. whitmani)
capturados € significativamente correlacionado com variaveis climaticas, incluindo
déficit de saturacdo que pode representar um parametro Util para o estudo das

populacdes de flebotomineos em &reas onde a leishmaniose é endémica.



7. APENDICES

Figura 1- Distribuicdo dos ecétopos onde foram instaladas armadilhas tipo CDC, em
Ipojuca, PE. Fonte: Miranda (2014).

Legenda: P1 — Intradomicilio; P2 — Peridomicilio (galinheiro casa 01); P3 — Mata 01;
P4 — Mata 02; P5 — Estabulo (casa 02); P6 — Mata 03; P7 — Peridomicilio (galinheiro
casa 03).
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Figura 2. Reagdes em cadeia da polimerase para
0 género Leishmania realizado em fémeas de
flebotomineos. PM (Peso molecular); C-
(controle negativo); C + (controle positivo); 1-9
(fémea Lu. whitmani).



