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RESUMO

As Leishmanioses sao doencgas infecto-parasitarias causadas por
protozoarios do género Leishmania, que acometem cerca de 12 milhdes de
individuos em 88 paises em todo o mundo. A transmissdo do parasito ao homem,
assim como para outros mamiferos, ocorre através da picada de insetos fémeas
pertencentes a subfamilia Phlebotominae. Devido ao surgimento de novos casos
dessa parasitose no norte do Estado de Santa Catarina, um amplo estudo clinico e
epidemiologico vem sendo desenvolvido no intuito de minimizar e até eliminar a
transmissao do parasito. Assim, o presente estudo objetivou detectar a presenca de
Leishmania spp. em flebotomineos capturados na cidade de Picarras e caracterizar
as amostras de Leishmania isoladas de pacientes provenientes dos focos de LTA no
litoral norte do Estado. Para tanto, foram capturados nos meses de mar¢o, nos anos
de 2006 e 2007, em armadilhas luminosas tipo CDC, cerca de 3.000 exemplares de
flebotomineos na cidade de Picarras, norte do estado de Santa Catarina,
pertencentes as espécies Nyssomyia neivai, Lutzomyia migonei e Lutzomyia fisheri,
sendo 98% de Ny. neivai. Para pesquisa da infeccao natural, 886 fémeas de Ny.
neivai e 23 fémeas de Lu. migonei foram divididas em 107 pools (102 de Ny. neivai
e 5 de Lu. migonei) de aproximadamente 10 individuos e submetidos a extracéo de
DNA segundo Collins e colaboradores, 1987. Os iniciadores PhS1 e PhS2 e 150 e
152 foram utilizados para amplificagdo de DNA de Phlebotominae e o kDNA de
Leishmania sp., respectivamente. Todos os 107 pools examinados apresentaram a
banda de 220pb especifica de Phlebotominae e 11 (9,8%) apresentaram também a
banda de 120pb especifica de Leishmania sp. A identificacdo especifica dos
produtos de PCR foi feita através de Southern Blot usando sondas para Le.
braziliensis e Le. amazonensis, conjugadas com peroxidase através do Kit ECL,
confirmando a presenca de Le. braziliensis nos 11 pools positivos. Para a
determinacao especifica de Leishmania sp. presente nas amostras de pacientes, foi
utilizada a técnica da PCR-RFLP. DNA dos pacientes foram amplificados utilizando-
se iniciadores 150 e 152 e foram submetidos a digestao com a enzima Haelll e Aval,
separadamente. Foram testados 124 pacientes, um apresentou padrao de bandas
compativel com a espécie Le. amazonensis, os outros 123 apresentaram padréo de
restricdo igual ao de Le. braziliensis. Estes resultados mostram pela primeira vez a
infeccdo natural de Ny. neivai por Le. braziliensis no Brasil e sugerem a presencga de
dois ciclos de transmissdo da parasitose no estado, devido a confirmacdo da
existéncia de Le. amazonensis nos pacientes.

Palavras-chave: Leishmania, Leishmaniose, Flebotomineo, PCR
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1. INTRODUCAO
1.1 As Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencgas infecto-parasitarias causadas por varias
espécies de protozoarios do género Leishmania que acometem cerca de 12 milhdes
de individuos em 88 paises de todo o mundo, sendo que aproximadamente 350
milhdes de pessoas vivem em areas de risco de transmissdo (MURRAY et al., 2005).
A transmissdo do parasito ao homem, assim como para outros mamiferos ocorre
através da picada de fémeas pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psichodidae e

Subfamilia Phlebotominae (Figura 1).

Figura 1: O inseto vetor da Leishmaniose pertencente a Ordem Diptera e Subfamilia
Phlebotominae (fonte: www.usp.br/agen/capa/imgs2003/146.jpg)

A doenca humana apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas
com diferencas marcantes na gravidade e impacto na saude. A Leishmaniose
Visceral (LV), também conhecida como Calazar, € a forma mais grave das
leishmanioses (MURRAY et al., 2005), sendo uma disseminacao crdnica da infeccao
para o figado, baco e medula 6ssea, que pode ser fatal se o paciente nao for
submetido a tratamento especifico (LINN, et al., 2008). No Brasil, existem registros
de calazar endémico na regido norte, nordeste, sudeste e centro oeste. Na regiao,

nao ha registros de casos autéctones de LV (GENARO, 2003). No Brasil a



Leishmaniose Visceral tem como agente etiolégico a Le. chagasi (GENARO, 2003) e
€ transmitida pelo vetor da espécie Lu. longipalpis (WILLIAN, 2003).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca de carater
zoondtico, considerada uma enfermidade polimérfica e espectral da pele e das
mucosas (HEPBURN, 2000), sendo que diferentes espécies de Leishmania estao
intimamente associadas com as variadas manifesta¢gdes clinicas da doenca (LEIFSO
et al., 2007).

Na leishmaniose cutanea a lesdo inicia-se por uma papula que aumenta de
tamanho e finalmente ulcera. A leséo tipica é indolor e apresenta bordas salientes
com fundo necrético, granuloso e umido (Figura 2A).

A leishmaniose mucosa (Figura 2B), manifestacdo mais severa da LTA, pode
ocasionar destruicdo de cartilagens e tecidos moles, com possivel desfiguracdo da
face e perda do septo, palato e pavilhdo auditivo. Esta manifestacdo da doenca pode
ocorrer em 1 a 10% dos casos de infec¢ao por L. braziliensis, mesmo apés 1-5 anos
da cura das lesbes cutaneas (MURRAY et al., 2005). Nos casos mais graves, 0
paciente pode morrer por complicagdes respiratérias, dificuldades de alimentacao ou
infecgdes secundarias (HEPBURN, 2000).

A forma difusa da doenca (Figura 2C) é rara e ocorre em pacientes infectados

pela L. amazonensis (MURRAY et al., 2005).

Figura 2: Diversidade de manifestagdes clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA). (A) Lesao cutanea tipica; (B) Forma mucosa; (C) Forma difusa. Fontes:
A - foto original - Laboratério de Protozoologia
B - www.biomedcentral.com/content/figures/1471-2334-6-139-4-1.jpg
C - www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes/kinet.html



No Brasil as leishmanioses ocorrem de forma endémica em todas as regides
devido ao grande numero de espécies relacionadas e a sua ampla distribuicdo
(Figura 3). A continua invasdo da mata para atividades de agricultura, caga de
animais, exploracdo de minerais ou abertura de estradas faz com que o homem
acabe inserido no ciclo silvestre da doenca. Atualmente, um novo cenario
epidemioldgico esta se estabelecendo, no qual a doenca vem se disseminando
também em areas urbanas, principalmente devido a destruicdo constante dos
habitats naturais dos vetores e reservatérios (COSTA, et al., 2007). Estima-se que
ocorram a cada ano entre 35-50 mil novos casos da doenca no Brasil (GONTIJO et

al., 2003) e 1,5 milhdes novos casos em todo o mundo (WHO, 2008).
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Figura 3: Distribuicio das principais espécies de Leishmania na transmissdo da LTA (Fonte:
Ministério da Saude -2005).

Estudos realizados em diferentes regides do pais apontam que a forma
cutdnea das leishmanioses é causada por 10 diferentes espécies do género
Leishmania, sendo Le. braziliensis o agente etiolégico mais freqliente associado a
um grande numero de espécies de flebotomineos (SILVEIRA et al., 2004),
resultando em ciclos de transmissdo com caracteristicas ecoepidemioldgicas

distintas nas diferentes regides geograficas (COSTA et al., 2007).



Dentre as espécies de flebotomineos conhecidas (~500), 30 tém sido
encontradas naturalmente infectadas pelo parasito, podendo ser consideradas como
potenciais vetores da doenca (WHO, 2008).

No Brasil as principais espécies envolvidas sao Lutzomyia whitmani, Lu.
wellcomei, Lu. pessoai, Lu. intermedia, Lu. umbratilis, Lu. flaviscutellata, entre
outras. Algumas dessas espécies possuem relacdo estreita com espécies de
Leishmania, sendo portanto vetores especificos de algumas das formas clinicas das
leishmanioses (GENARO, 2003). Flebotomineos do complexo Lutzomyia
(Nyssomyia) intermedia [Ny. intermedia (LUTZ; NEIVA, 1912) e Ny. neivai (PINTO,
1926)] (ANDRADE FILHO et al. 2004) estao amplamente distribuidos na América do
Sul e muito bem adaptados a ambientes alterados (GOMES et al., 1982). A espécie
Lu. intermedia encontra-se nos estados mais quentes do Brasil, enquanto que Ny.
neivai tem sua presenca associada a localidades mais frias, de Minas Gerais ao sul
do Brasil (MARCONDES et al., 1997; ANDRADE FILHO et al. 2004).

No estado de Santa Catarina a fauna de flebotomineos € ainda pouco
conhecida, apesar de ja terem sido identificadas doze espécies. No oeste do estado
alguns estudos tém sido desenvolvidos a fim de identificar as espécies dos vetores
presentes, porém na regido costeira onde foram identificados novos focos de
Leishmaniose, pouco se conhece a respeitos desses insetos. Estudos preliminares
realizados por Marcondes e colaboradores (2005) no municipio de Pigarras-SC,
apontam a predominancia de Ny. neivai sugerindo essa espécie como possivel vetor

da Leishmaniose no estado de SC.

1.2 O Parasito
O género Leishmania compreende protozoarios digenéticos da ordem
kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (SHAW, 1994). Este parasito de ciclo

heteroxénico e muito complexo, apresenta formas promastigotas flageladas



extracelulares e formas amastigotas intracelulares obrigatérias, sendo estas ultimas
responsaveis por todas manifestacées clinicas da doenca (GENARO, 20083;
CHENICK, et al., 2006).

No hospedeiro vertebrado a Leishmania sp. se apresenta na forma de
amastigota esférica, imével e de tamanho aproximado de 2,5 um que se prolifera
dentro do fagolisossomo do macrofago hospedeiro (CUNNINGHAM, 2002) (Figura
4B). Nos flebotomineos, os parasitos vivem no meio extracelular, na luz do trato
digestivo. Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto sangtiineo, se
diferenciam em formas flageladas, morfolégica e bioquimicamente distintas das

amastigotas (GONTIJO et al., 2003) (Figura 4A).
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Figura 4: A - Microfotografia da forma promastigota de Leishmania spp. em cultura (corado
por Giemsa) (aumento de 1.000x). B — Microfotografia da forma amastigota intracelular
coradas com Giemsa (aumento de 1.000x). Fontes:

A - http://www.susanamendez.com/LeishmaniaFacts/Images/promastigote.jpg
B - foto original — Laboratério de Protozoologia

A infeccao por Leishmania sp. no hospedeiro mamifero ocorre quando uma
fémea de flebotomineo infectada regurgita as formas promastigotas metaciclicas
durante o repasto sanguineo sobre a pele lesionada. Estas formas sao fagocitadas
por macréfagos e, no interior do vacuolo parasitéforo, se diferenciam em formas
amastigotas que ali se multiplicam. Estes amastigotas podem ser liberados e séo

capazes de infectar novos macréfagos, disseminando o parasito. O flebotomineo se



infecta ao exercer sua hematofagia em um reservatério mamifero infectado.
Juntamente com o sangue ocorre a ingestdo de formas amastigotas livres ou
intramacrofagicas no tecido subcutaneo. As formas intracelulares séo liberadas no
trato digestivo do inseto, onde diferenciam-se em formas promastigotas prociclicas,
multiplicando-se por divisdo binaria. Estas formas prociclicas diferenciam-se para
formas metaciclicas infectivas e migram para a probédscide do inseto, de onde

poderdo infectar um novo hospedeiro mamifero (Figura 5).
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Figura 5: Ciclo biolégico da Leishmania sp. no hospedeiro invertebrado e mamifero (Fonte:
Center Diseases Control — CDC). 1- fémea de flebotomineo infectada regurgita as
formas promastigotas metaciclicas durante o repasto sanguineo sobre a pele lesionada,
2 — promastigotas sao fagocitados por macrdégago, 3 — dentro dos macréfagos, no
interior dos vacuolos parasitéforos, as formas promastigotas se diferenciam em
amastigota, 4 - amastigotas podem ser liberados e sdo capazes de infectar novos
macréfagos, disseminando o parasito, 5 - flebotomineo se infecta ao exercer sua
hematofagia em um reservatério mamifero infectado, 6 - juntamente com o sangue
ocorre a ingestdo de formas amastigotas livres ou intramacrofagicas no tecido
subcutaneo, 7 - amastigotas no trato digestivo do inseto se diferenciam em formas
promastigotas prociclicas, 8 — forma promastigota multiplicando-se por divisdo binaria e
irdo migrar para a probéscide do vetor. (fonte: CDC — Centro de Controle e Prevencao
de doencas — com modificacoes)



1.3 O Diagnéstico

Inimeras outras etiologias apresentam quadros clinicos semelhantes ao da
Leishmaniose, ndao permitindo a realizagdo de diagndstico clinico confiavel o que
pode ocasionar prejuizos significativos ao paciente (RANASINGHE et al., 2008). O
método padrao de diagndstico laboratorial para leishmaniose baseia-se na pesquisa
microscépica do parasito em preparacées coradas, confeccionadas a partir de
fragmentos de biopsia dos pacientes. Este método embora muito Gtil na fase inicial
da doenca é pouco eficaz no diagnostico das infecgdes crbnicas, ocasionando
freqientemente resultados falso negativos (MACHADO, 2004). Um dos avancos no
diagnéstico da leishmaniose foi oriundo da utilizacdo da técnica da Reacdao em
Cadeia da Polimerase — PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction) principalmente
nas infec¢des cronicas (WEIGLE et al.,, 2002, MURRAY et al., 2005). Além disso, a
amplificacdo de genes especificos do parasito, seguido da digestdao do produto
amplificado com endonucleases de restricdo, permite a identificagdo especifica da
Leishmania spp. a partir de amostras clinicas, sem necessidade de isolamento do
parasito (VOLPINI et al., 2004). Esta técnica, denominada de PCR-RFLP (do inglés
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorfism), permite a
diferenciacdo de espécies de Leishmania que podem provocar manifestacdes
distintas da doenca e eventualmente requerer diferentes tratamentos (ROTUREAU
et al., 2006). Além disso, metodologias deste tipo permitem o acompanhamento
clinico dos pacientes que apresentam recidivas apds tratamento especifico e a
identificagdo da Leishmania diretamente nos insetos vetores, sendo ferramentas
cruciais para o desenvolvimento de estudos epidemiol6gicos e programas de
controles (PAIVA et al., 2006).

O estudo das taxas de infecgédo natural dos flebotomineos por Leishmania sp.

€ tradicionalmente feito a partir da visualizagdo em microscopia optica do tubo



intestinal do inseto dissecado ou isolamento do parasito in vivo ou in vitro. Estes
métodos dispendem muito tempo, possuem baixa sensibilidade e eficacia,
diminuindo a precisdo dos dados obtidos (RANASINGHE et al, 2008). O
desenvolvimento de métodos acurados para a identificacao de Leishmania sp. nos
insetos vetores é importante para estudos epidemiol6gicos confiaveis e efetivo
controle da doenca (SILVA et al.,, 2008). Estudos recentes apontam a PCR como
uma metodologia molecular de grande relevancia para a pesquisa da infeccdo de
Leishmania sp. em reservatérios e flebotomineos (MIRANDA et al., 2002; SILVA et
al., 2002; PAIVA et al., 2006). A utilizacado de dois pares de iniciadores permite a
identificacdo de dois alvos de interesse, essa técnica € conhecida como PCR
Multiplex e proporciona além da identificacdo da infecgdo natural o controle da
extracdo do DNA, utilizando-se iniciadores especificos para genes presente somente

nos insetos, além dos iniciadores para detectar DNA de Leishmania sp. (referencia)

1.4 Situacao em Santa Catarina

Dados relacionados a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) em Santa
Catarina (SC) datam de 1987, quando foi detectado o primeiro foco de LTA na
regidao oeste do Estado, nos municipios de Quilombo e Coronel Freitas. Na ocasiao,
foram identificados 11 casos autoctones da doenca entre 14 trabalhadores rurais
infectados (SAO THIAGO; GUIDA, 1990). A partir da década de 90, inimeros casos
importados da forma cutdnea e mucocutdnea da doenca foram registrados nas
diferentes regides do Estado (LIMA FILHO; STEINDEL, 1998). A partir de 1997, um
novo foco de transmissdo da doenca foi identificado na regido do litoral norte do
estado (LIMA et al., 2000). No periodo de 1993 a 2004, foram registrados 86 casos
de LTA em Santa Catarina, dos quais 15 eram autéctones provenientes do municipio

de Picarras (MACHADO, 2004). Um novo surto da doenca vem ocorrendo em varios



municipios (Balneario Camboriu, Itapema, Aurora, Luis Alves, Blumenau e ltajai)
onde foram registrados 58 casos autoctones no ano de 2005 (Figura 6) (EGER-
MANGRICH et al., 2005), incluindo a primeira ocorréncia de LTA autéctone na llha
de Santa Catarina em 2007. Estes resultados revelam uma ampliacdo na distribuicao

geografica da doenca o que implica em impactos relevantes na saude publica e no

turismo.
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Figura 6- Casos de LTA diagnosticados no Laboratério de Protozoologia da UFSC de 1999
a 2008 em relacao a autoctonia. Fonte: Laboratério de Protozoologia.

A caracterizacdo das amostras de Leishmania sp. isoladas de pacientes
revela a presenca de duas espécies (L. braziliensis e L. amazonensis) responsaveis
pelos casos de LTA em Santa Catarina (GRISARD et al., 2000, MACHADO, 2004).

A expansao dos focos de transmissédo existentes e o aparecimento de novos
focos da parasitose associados ao crescente niumero de casos de LTA em Santa
Catarina tém grande importancia para a saude publica bem como para a economia
da regiao litoral norte, baseada principalmente no turismo.

Desta forma, a identificacdo de Leishmania sp. em flebotomineos para o
conhecimento da(s) espécie(s) vetor(es) locais da parasitose e a caracterizacdo do
parasito a partir de vetores infectados bem como de pacientes portadores possui
grande relevancia para o entendimento dos aspectos eco-epidemioldgicos da

parasitose da doenca na regido.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Pesquisar a infeccao natural por Leishmania sp. em flebotomineos capturados
no municipio de Pigarras, realizando a identificagdo especifica destas amostras, bem
como de bidpsias e cepas isoladas de pacientes provenientes de diferentes

municipios do Vale do ltajai.

2.2 Objetivos especificos

1) Pesquisar a infeccao natural por Leishmania sp. em flebotomineos provenientes
do municipio de Pigarras.

2) Identificar as espécies de Leishmania sp. presentes nos flebotomineos de campo.
3) Isolar as cepas de Leishmania sp. oriundas de bidpias e/ou aspirados de lesdes
dos pacientes.

4) ldentificar as espécies de Leishmania sp. isoladas de pacientes e a partir do DNA

das bidpsias.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo de Leishmania sp. utilizada como controle.

As cepas padroes de Le. braziliensis (2904) e Le. amazonensis (575)
utilizadas como padrées foram cultivadas nas mesma condi¢des descritas no item
3.2. Estas cepas foram mantidas rotineiramente através de passagens semanais.
Para os ensaios de identificacdo os parasitos obtidos na fase exponencial de
crescimento foram lavados duas vezes com solucdo tampao salina 1X (0,89 de
Cloreto de Sodio, 0,029 de Cloreto de Potéassio, 0,115g de Fosfato de sddio
dibasico, 0,02g de Fosfato de Potassio Monobasico, 100ml de agua ultrapura) (PBS)

e congelados a -20°C até a extragdo do DNA.

3.2 Captura de Flebotomineos

Trés mil espécimes de flebotomineos foram capturados em armadilhas
luminosas do tipo CDC pela equipe do Professor Carlos Brisola Marcondes, da
Universidade Federal de Santa Catarina, no periodo entre marco de 2006 e margo
de 2007 na cidade de Picarras, litoral norte do Estado de Santa Catarina, nos
bairros: Santo Antdnio (Regido 1), Centro (Regido 2), Nossa Senhora da Conceicao

(Regiao 3) Nossa Senhora da Paz (Regiao 4) (Figura 7).
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Figura 7: Mapa mostrando os sitios de captura dos flebotomineos (1-4) na cidade de
Picarras, Estado de Santa Catarina , Brasil e a Rodovia BR-101.

Os flebotomineos foram agrupados por armadilha e dia de captura, separados
quanto ao sexo, dissecados e identificados quanto a espécie através de caracteres
morfolégicos da genitalia pelo Prof. Carlos Brisola Marcondes. A identificacao prévia
mostrou a presenca das espécies que habitavam os locais de coleta: Ny. neivai, Lu.
migonei e Lu. fisheri, sendo 98% dos insetos da espécie Ny. neivai. Um total de 886
fémeas de Ny. neivai e 23 fémeas de Lu. migonei foram agrupadas em 107 pools
(102 pools de Ny. neivai e 5 de Lu. migonei) de aproximadamente 10 individuos, e

acondicionados em alcool 70%, para posterior extracdo do DNA.

3.3 Extracao de DNA de Flebotomineos

Grupos de 10 flebotomineos (fémeas) da mesma espécie, separados por data
e local de coleta, foram macerados em tubo eppendorf de 1,5 ml contendo 0,5 ml de
tampao de extracao (0,08 M NaCl, 0,16 M sacarose, 0,06 M EDTA, 0,5% SDS, 0,1 M
Tris-HCI, pH 8,6) acrescido de 100 ug/ml de proteinase K e posteriormente mantidos
por 2 horas a 65°C para subseqliente extracdo de DNA pelo método descrito por
Collins et al. (1987). Posteriormente, foi adicionado acetato de potassio na

concentragao final de 2M e a mistura foi mantida em banho de gelo por 30 minutos.
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A seguir, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 20 minutos e o
sobrenadante transferido para um novo tubo. A precipitacdo do DNA ocorreu pela
adicdo de 3 volumes de etanol 100%, permanecendo a -70°C por 30 minutos. Apds
um novo ciclo de centrifugacao a 12.000 x g por 20 minutos, o precipitado foi lavado
2 vezes com etanol 70% e mantido a temperatura ambiente para evaporacdo do
alcool. O DNA foi solubilizado em 30 ul de agua ultrapura e tratado com RNAse A a
10mg/ml por 1 hora a 37°C. A pureza e a quantificacdo do DNA foram determinadas
através de espectrofotometria a 260/280nm e as amostras foram armazenadas a -
20° C até o seu uso. Alguns grupos de 10 insetos machos também foram utilizados
para padronizacdo da extracdo de DNA e determinacao da sensibilidade da reacao

de PCR.

3.4 Limite de sensibilidade da PCR multiplex

Para determinar a sensibilidade da PCR, pools de 10 flebotomineos machos
artificialmente infectados com 2.000, 200, 20 e 2 espécimes de Leishmania sp.
obtidas através da dilugdo de cultura, foram submetidos a extracdo de DNA,
segundo Collins et al. (1987). Apbés a extracdo, o DNA foi diluido 10 vezes e
submetido a PCR multiplex, conforme descrito no item 3.5. Os produtos amplificados
foram resolvidos em gel de poliacrilamida 10% corados com brometo de etidio
visualizados com o auxilio de um transiluminador Macro Vue UV 20° (Hoefer
Pharmacia Biotech, San Francisco) e fotodocumentadas com o auxilio do programa

Doc-ItLS (UVP).
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3.5 Pesquisa da infeccao natural em flebotomineos por Leishmania sp.

Para a detecgao da infeccao de flebotomineos por Leishmania sp. através da
PCR foram utilizados os iniciadores: 150 5°-GGG(G/T) AGGGGCGTTCT
(C/G)CGAA-3 e 152 5°-(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT (A/T)TTACACCAACCCC-3
dirigidos para a regidao conservada do minicirculo de kDNA de Leishmania sp.
gerando um produto de 120 pb (VOLPINI et al., 2004). Adicionalmente, na mesma
reacdo, foram utilizados os iniciadores dirigidos ao gene da cacofonia de
Phlebotominae (PhS1 - 5 GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3 e PhS2 - 5
CCACGAACAAGT TCAACATC 3) que geram um produto de 220 pb (PEIXOTO et
al., 2001), caracterizando uma PCR do tipo Multiplex que é uma reagcao de
amplificacdo utilizada para possibilitar a detecgcdo de mudltiplas sequéncias-alvo
simultaneamente na mesma amostra. A reacao foi realizada em um volume final de
20ul contendo: 1U de Taqg DNA polimerase (Biotools®, RJ, Brasil), 200uM de cada
dNTP, 10pmoles de cada iniciador, 10ng do DNA molde e o tampao da reacéao
(10mM Tris-HCI pH 9,0, 1,5 mM MgCl. e 50mM KCI). A amplificacdo das amostras
aconteceu nas seguintes condicoes térmicas: desnaturacdo inicial a 94°C por 4
minutos, seguidos de 35 ciclos com temperatura de desnaturacdo de 94°C por 1
minuto, ligacao dos iniciadores a 55°C por 1 minuto, extenséo a 72°C por 1 minuto e
uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Como controles negativos da reacéao foram
utilizados 10 ng de DNA de flebotomineos machos e agua e, como controle positivo,
10 ng de DNA de amostras padrdes de Le. amazonensis e Le. braziliensis.
Posteriormente, trés microlitros do produto da reacdo foram misturados ao tampéao
de amostra 2x (0,025g Azul de bromofenol e 0,025g de Xilenocianol e 15% de Ficol
diluidos em agua ultrapura) e submetidos a eletroforese em gel de acrilamida a 10%

a 85 V por uma hora, sendo as bandas visualizadas ap6s coloracao pelo brometo de
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etideo ou nitrato de prata com o auxilio de um transiluminador Macro Vue UV 20®

(Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco) e fotodocumentadas com o auxilio do

programa Doc-ItLS (UVP).

3.6 Ensaios de hibridizacao

As amostras de DNA de flebotomineos que apresentaram resultado positivo na
PCR foram amplificadas como descrito no item 3.5 e os produtos da reagao submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 2%. Ainda no gel as amostras foram submetidas a
desnaturacao em solucao de 1,5M NaCl e 0,5M NaOH por 25 minutos. Posteriormente
o DNA foi transferido por capilaridade para membranas de nylon (Sigma) e fixado
através de exposicao a luz UV em UVC 500 Crosslinker (GE Healthcare) com energia
de 1200 X 100 pJd/cm?.

Para a preparacdo das sondas, os fragmentos de 120 pb obtidos a partir da
amplificacdo de amostras controle de Le. braziliensis e Le. amazonensis foram
submetidos a precipitacdo com isopropanol 75% e lavado com etanol 70%, para
retirada de nucleotideos nao incorporados. Os produtos de PCR purificados foram
desnaturados e conjugados com peroxidase utilizando o Kit ECL Direct Nucleid Acid
Labelling and Detection System (GE Healthcare) para serem utilizados como sonda. As
membranas foram hibridizadas com as respectivas sondas em tampéao de hibridizacao
(GE Healthcare), por 12 horas a 42°C, lavadas trés vezes em tampao SSC 0,5 x
contendo 0,4% SDS e 6M uréia e duas vezes em tampao SSC 2x a 42°C. Os sinais
positivos foram detectados por quimioluminescéncia a partir da adicdo a membrana do
reagente de deteccdo ECL (GE Healthcare) por um minuto, seguido da exposicao do
filme (Hyperfilm™ ECL — GE Healthcare) por quinze minutos a temperatura ambiente,

conforme recomendacéao do fabricante.
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3.7 Isolamento de Leishmania sp. a partir de amostras clinicas

Biopsias e aspirados de lesdes de pacientes provenientes de diferentes
municipios do estado de Santa Catarina foram semeadas em 2 ml de meio
Schneider (Sigma) suplementado com 5% de Soro Bovino Fetal (SBF) inativado a
65°C, 2% de urina humana estéril, 10pug/ml de Penicilina (Sigma) e 10ug/ml de
Estreptomicina (Sigma) e cultivados a 26°C. Semanalmente uma aliquota da cultura
era retirada e examinada a fresco em microscopio 6ptico. As culturas positivas foram
amplificadas em meio Schneider's Insect (Sigma) e parte da amostra foi
criopreservada em nitrogénio liquido e incorporada ao banco de cepas do
Laboratorio de Protozoologia. A outra parte foi lavada duas vezes em tampéao salina

fosfato pH 7,2 e o sedimento armazenado a -20°C para estudos de identificacéo.

3.8 Extracao de DNA de amostras de Leishmania sp., provenientes de cultura e

bidpsia.

Macerados das bidpsias e os sedimentos celulares referentes as culturas
padrbes e dos parasitos isolados a partir de amostras clinicas foram adicionados de
500 pl de tampéao de lise (10mM Tris pH 7,4, 10mM NaCl, 25mM EDTA, 1% SDS,
100 pg/ml proteinase K) e tiveram o DNA extraido pelo método fenol/cloroférmio
(SAMBROOK et al., 2001). Ap6s a precipitacao do DNA com acetato de sédio 2M e
etanol 100%, gelado, o precipitado foi lavado duas vezes em etanol 70%, sendo o
DNA solubilizado em 50ul de agua ultrapura e tratado com RNAse A a 10 mg/ml por
1 hora a 37°C para subsequente quantificacdo através de espectrofotometria a

260/280nm e armazenamento a -202C até o seu uso.
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3.9 PCR-RFLP

Para a determinacéo da espécie de Leishmania nas amostras de pacientes, 0
DNA, tanto dos isolados quanto de cultura (18) quanto o das bidpsias (124) extraido
pelo método de fenol-cloroférmio, foi amplificado por PCR utilizando-se os
iniciadores 150 e 152. A reacdo de amplificacdo ocorreu nas condicdes semelhantes
as descritas no item 3.5, com alteracdo somente no volume final de 30 ul e
diminuicdo na temperatura de ligacdo dos iniciadores para 50°C. Como controle
negativo da reacao foi utilizada agua no lugar de DNA e como controles positivos
foram utilizados 10 ng de DNA de amostras de cepas padroes de L. amazonensis e
L. braziliensis. O produto de PCR foi precipitado com isopropanol para uma
concentracao final de 75%, através de centrifugacédo a 14.000 x g por 20 minutos e
lavado com alcool 70%. Por fim, o produto purificado foi solubilizado em 15ul de
agua ultrapura e cinco microlitros foram digeridos através das enzimas de restrigéao
Haelll, cujo sitio de restricao esta presente no DNA de Le. braziliensis ou Aval, cujo
sitio de restricdo esta presente no DNA de Le. amazonensis (VOLPINI et al., 2004),
por 4 horas a 37°C. Os fragmentos digeridos por cada enzima foram separados
individualmente em um gel de poliacrilamida 10%, submetido a 85 V por uma hora e
meia, corados com brometo de etideo ou nitrato de prata, visualizados com o auxilio
de um transiluminador Macro Vue UV 20® (Hoefer Pharmacia Biotech, San

Francisco) e fotodocumentadas com o auxilio do programa Doc-ItLS (UVP).
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4. RESULTADOS

4.1 Determinacao do limite de sensibilidade da PCR multiplex:

Nos ensaios de sensibilidade, pools de 10 flebétomos machos foram
misturados com diferentes quantidades (2.000, 200, 20 e 2) de promastigotas de Le.
braziliensis oriundas de cultura e submetidos a extragao de DNA. O DNA extraido foi
submetido a amplificacédo através da PCR multiplex, sendo possivel detectar o kDNA
em todas as concentracbes de Le. braziliensis na presenca do DNA de 10

fleb6tomos, inclusive na correspondente a duas Leishmanias (Figura 8).

220pb —»

120pb —»

Figura 8 — Gel de poliacrilamida a 10% corado com brometo de etideo, revelando os
produtos de amplificacdo via PCR do teste de sensibilidade com DNA de 10
flebétomos e quantidades diferentes de Le. braziliensis. PM — padrdao de peso
molecular (pUC 18 digerido com a enzima Haelll); 1 2.000 parasitos; 2 — 200 parasitos;
3 — 20 parasitos; 4 — 2 parasitos; 5 — Controle negativo (Agua); 6 — Controle positivo -
DNA de Flebotomineo; 7 — Controle positivo - DNA de Leishmania spp.

4.2 Aplicacao da técnica da PCR para deteccao de Leishmania spp. em

amostras de campo:

Apés a determinagédo das espécies e diferenciacao das fémeas coletadas em

campo, estas foram divididas em 107 pools de aproximadamente 10 individuos (5
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pools de Lu. migonei e 102 de Ny. neivai). Dentre estes, 11 grupos (9,8%) que
estavam distribuidos em 7 armadilhas distintas foram positivos, ou seja, foi
visualizada a banda correspondente ao KDNA de Leishmania sp. Todos 0s pools
positivos, tanto os de insetos capturados em 2006 quanto em 2007, sdo oriundos da
mesma regido de captura, cuja localizacdo é o Bairro Nossa Senhora da Conceicao
no municipio de Picarras. Os grupos que apresentaram a banda especifica para
Leishmania sp. foram todos provenientes de flebotomineos da espécie Ny. neivai.
Interessantemente, quatro grupos positivos pertenciam a uma mesma armadilha e
foram coletados em uma mesma noite.

A banda de 220 pb, referente ao gene da cacofonia do inseto, foi observada
em todas as amostras amplificadas.

Os resultados foram visualizados em gel de poliacrilamida 10%, corados com

brometo de etideo ou prata e fotodocumentados (Figura 9).

220pb —»

120pb —»

Figura 9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado pela prata, revelando a
amplificagdo do DNA de Leishmania sp., em amostras de flebotomineos capturados
nos focos de transmissdo. PM — Padrao de Peso Molecular (pUC18 digerido com a
enzima Hae lll); 1 — Controle positivo - DNA de flebotomineo; 2 — Controle positivo -
DNA de Leishmania spp.; 3 a 5 — Amostras de campo positivas; 6 — Amostra de campo
negativa; 7 — Controle negativo (Agua).
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4.3 Southern Blot:

A técnica de Southern Blot foi utilizada para a confirmacdo das amostras
positivas e determinacdo da espécie de Leishmania sp. relacionada a cada amostra
de flebotomineos, utilizando-se sondas direcionadas para os produtos amplificados
de 120pb de Le. amazonensis e de Le. braziliensis. O resultado da hibridizacdo das
membranas com as sondas especificas confirmaram a infeccao natural de Ny. neivai

por Le. braziliensis (Figura 10).

AMW1234557391011121314MW

220pb
120pb

Figura 10 — A — Gel de agarose 2.0% corado com brometo de etideo dos produtos de
amplificacao resultantes dos “pools” de flebotomineos para pesquisa de Leishmania
sp. PM — Padrao de Peso Molecular (pUC 18 digerido com a enzima Haelll). 1 a 9 —
amostras de campo, 10 — Controle positivo - DNA Le. amazonensis, 11 — Controle
positivo - DNA Flebotomineo + DNA Le. braziliensis, 12 — Controle positivo - DNA Le.
braziliensis, 13 — Controle negativo (Agua), 14 — Controle positivo- DNA de
Flebotomineo, B — Membrana hibridizada com sonda especifica de Le. braziliensis, C —
Membrana hibridizada com sonda especifica de Le. amazonensis
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4.4 PCR — RFLP:

No total, 124 bidpsias de pacientes foram analisadas, dentre as quais em 18
também foi possivel o isolamento de Leishmania sp. a partir do aspirado da leséo,

totalizando entao, 142 amostras.

Tanto as amostras provenientes de bidpsias quanto as culturas isoladas
tiveram seu DNA extraido e foram submetidas a amplificacdo pela PCR multiplex,
apresentando a banda esperada de 120pb. Este resultado confirma a aplicagéo da
técnica tanto para amostras isoladas quanto diretamente do material coletado
inicialmente para diagnéstico, reforcando a robustez e a sensibilidade do método

empregado.

Apés a digestdo com as enzimas Aval e Haelll (Figuras 11 e 12), 123
pacientes (dos quais 17 também foram testados as culturas) apresentaram padrdes
de bandas correspondentes a Le. braziliensis e um a Le. amazonensis. A amostra
cujo resultado apontou infeccdo por Le. amazonensis também possuia material
isolado de Leishmania sp. obtido a partir de aspirado de lesdo. Desta forma, tanto
para DNA proveniente da biépsia quanto para o DNA oriundo de aspirado o padrao

de digestéo foi igual ao controle de Le. amazonensis.

120 pb —»
80 pb —»

Figura 11 — Gel de poliacrilamida 10% corado com brometo de etideo, representativo dos
produtos de PCR obtidos a partir de amostras clinicas digeridos com a enzima Aval.
PM - Padréao de Peso Molecular (pUC 18 digerido com a enzima Haelll), 1 a 4 -
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amostras de pacientes, 5 — Controle positivo - Le. amazonensis, 6 — Controle positivo —
Le. braziliensis.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8

120 pb —»
80pb —

40 pb —»

Figura 12 — Gel de poliacrilamida 10% corado com brometo de etideo, representativo dos
produtos de PCR obtidos a partir de amostras clinicas digeridos com a enzima Haelll.
PM — Padrdao de Peso Molecular (pUOC 18 digerido com a enzima Haelll), 1 a 6 -
amostras de pacientes, 7 — Controle positivo - Le. braziliensis, 6 — Controle positivo —
Le. amazonensis.
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5. DISCUSSAO

No Brasil, observa-se que a LTA esta em franca expansao geografica, uma
vez que casos da doenca ja foram notificados em todos os Estados (COSTA et al.,
2007). Embora tenha sido registrada uma diminuicao no nimero de casos na década
de 50, nos ultimos vinte anos constatou-se um significativo crescimento, tanto em
magnitude como em expansao geografica. Além disso, a doenca que originalmente
estava altamente associada com o contato do individuos com a mata, atualmente
também é registrada em focos periurbanos e urbanos (COSTA et al., 2007).

No Sul, de 1980 a 2003, registraram-se 12.304 casos da doenca, dos quais,
99,3% no Estado do Parana, com notificacdo em 289 dos 399 municipios,
especialmente no norte e oeste (LIMA et al., 2002).

Em Santa Catarina, novos focos tém surgido a partir da década de 90, com o
auge de casos positivos autoctones em 2006. Recentemente foi confirmado no
Laboratério de Protozoologia o primeiro caso de transmissao autéctone da doenca
no municipio de Florian6polis (dados nao publicados).

Em virtude do crescente numero de casos de LTA no Estado e a falta de
dados epidemiol6gicos, clinicos e vetoriais, nosso grupo vem desenvolvendo
diferentes estudos interinstitucionais e multidisciplinares que possam contribuir para
a compreensao e controle dos focos de LTA no Estado. Estudos de caracterizacéo
clinica, biolégica e epidemiolégica sdao fundamentais para que possam ser
elaboradas estratégias de ag¢ao e prevencgao individualizadas, visto que os padrdes
de transmissao, espécies vetores, espécies de Leishmania, resposta ao tratamento
podem apresentar-se de forma muito distinta em diferentes regides.

Assim, com o intuido de ampliar o conhecimento da epidemiologia da doenca e
possibilitar possiveis medidas de controle, o presente estudo permitiu realizar a

identificacdo dos locais onde os flebotomineos capturados no municipio de Picarras
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estavam naturalmente infectados por Leishmania sp., a determinacao da espécie de
envolvida na transmissa@o da doenca no local e ainda as espécies de Leishmania sp.
presentes em amostras de pacientes de casos autéctones da doenga provenientes
de todo o estado de SC. Este trabalho foi possivel devido ao fato do Laboratério de
Protozoologia, onde foi desenvolvido o estudo, ser referéncia no diagnéstico de
Doenca de Chagas e de Leishmaniose em Santa Catarina, recebendo assim
amostras de pacientes oriundas de todo o Estado.

A utilizacdo de métodos moleculares possibilitou maior rapidez, possibilitando
o teste de vaérios individuos em um curto espaco de tempo. Além disso, a
sensibilidade da técnica utilizada foi considerada satisfatoria, sendo possivel a
deteccdo da banda de 120pb correspondente a Leishmania sp. em uma amostra de
DNA extraido de 10 flebotomineos, com apenas 2 parasitos. Mesmo depois da
manipulagdo decorrente da técnica de extracdo de DNA, onde geralmente ocorre
uma perda da quantidade de material, foi possivel identificar o DNA do parasito.
Assim, pode-se considerar que a técnica de extracdo utilizada foi bastante eficiente
para o isolamento do DNA genbémico das duas espécies, permitindo a deteccéo do
DNA de dois parasitos na presenca do DNA de 10 flebétomos.

Em todo o Brasil estudos dessa natureza séo realizados visando identificar
espécies de vetores e de parasitos envolvidos na transmissdo da Leishmaniose em
cada local. O presente estudo revelou, nas amostras obtidas no municipio de
Picarras, pela primeira vez a infecgao natural de Ny. neivai por Le. braziliensis no
Brasil (MARCONDES et al., in press).

Nas capturas feitas tanto em 2006 quanto em 2007 flebotomineos positivos
foram encontrados no mesmo local (Bairro Nossa Senhora da Conceicéo). Os locais
escolhidos para captura foram determinados com base em um trabalho prévio, onde

foi realizado um inquérito intradérmico para LTA no municipio de Picarras, que
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revelou 15,6% dos escolares daquela regido estavam com reacdo positiva, apesar
de nenhum deles apresentar lesbées caracteristicas (SIMON & FERNANDES, 2006;
EGER, et al., 2008). Os locais que apresentaram maiores taxas de Reacao de
Montenegro positiva em escolares foram os bairros Nossa Senhora da Conceicéo,
Nossa Senhora da Paz e Santo Anténio (SIMON & FERNANDES, 2006; EGER, et
al., 2008). Desta forma, além desses locais foram realizadas capturas de

flebotomineos no bairro centro, que esta situado entre essas localidades (Figurai13).

Figura 13 - Mapa do municipio de Pigarras apresentando areas demarcadas em cor
laranja onde houve maior prevaléncia de estudantes reatores ao teste
intradérmico de Montenegro (segundo SIMON & FERNANDES, 2006).

Dos flebotomineos capturados em 2006 nas referidas areas, todos foram

analisados no presente estudo. Os que foram capturados em 2007 somente um

terco dos flebotomineos foi submetido a deteccéo da infeccao por Leishmania sp,
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sendo todos provenientes do bairro Nossa Senhora da Conceicdo. Todos os pools
positivos encontrados tanto de 2006 quanto de 2007 foram de insetos capturados no
bairro Nossa Senhora da Conceicéo, provavelmente devido a essa discrepancia no
namero de flebotomineos testados entre as quatro regides.

Todas as areas onde foram feitas coletas apresentavam caracteristicas
propicias para a transmissdo da doenga, como o fato de estarem localizadas perto
de locais onde foram detectados casos humanos da doenca (15 casos de
leishmaniose nos ultimos 5 anos segundo Machado, 2004), com potenciais
reservatérios e proximidade com areas de mata degradada (SIMON & FERNANDES,
2006).

A presenca de pequenas areas de matas residuais peridomiciliares nos
bairros onde foram realizadas as coletas pode ser um fator de risco para a
transmissdo de LTA. O risco de infeccao, classicamente atribuido as formas de
ocupacgao dos ambientes florestais pelo homem, vem ressurgindo com outra feicao
em areas onde focos ativos da doenca sobreviveram em pequenas matas residuais,
havendo urbanizacdo da LTA. Neste padrdo de transmissao observa-se a adaptacao
dos agentes e vetores aos novos ambientes, com envolvimento de animais
domésticos (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).

Estudos recentes realizados por Coérdoba-Lanus et al. (2006), apontam a
infeccao natural de Ny. neivai nas provincias de Tucuman e Salta na Argentina,
sendo que nesses locais a espécie em questdo é responsavel por 95% das
infecgdes. O fato de existir Ny. neivai infectados por L. (Viannia) sp. em regides tao
distantes, quanto Argentina e Picarras (mais de 1600 km de Buenos Aires para
Picarras / Salta), e distintas (Litoral / Andes) sugere a existéncia de similaridade na

biologia e provavelmente no papel epidemioldgico deste espécie no ciclo da LTA.
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A deteccao de infeccdo dos flebotomineos (Lu. neivai) por Leishmania
braziliensis em 9,8% dos pools examinados, corrobora os resultados descritos por
Cérdoba-Lanus et al. em 2006 na Argentina, onde os autores encontraram 9,1% dos
pools de flebotomineos da espécie Ny. neivai positivos para Le. braziliensis. Miranda
e colaboradores, em 2002, utilizando PCR especifico para Leishmania sp,
encontraram 8,9% dos grupos coletados, positivos para o parasito.

Embora flebotomineos ndo tenham sido utilizados como bioindicadores, a
espécie Ny. neivai é freqientemente encontrada préxima de domicilios e parece
estar associada a areas muito modificadas. Estudos preliminares no municipio de
Picarras indicaram que Ny. neivai é a espécie predominante no peridomicilio onde a
vegetacao esta degradada. (MARCONDES et al., 2005). A presenca desta espécie
na area peridomiciliar, sua a predominancia no local (98%), acrescido do encontro
de infeccdo natural e a ocorrencia de casos humanos de LTA, sugerem fortemente
que Ny. neivai seja o vetor de Le. braziliensis na regido. Entretanto, estudos
adicionais visando o isolamento e a transmissdo do parasito em modelos
experimentais sdo necessarios para incriminar definitivamente a espécie como a
responsavel pela transmissao da LTA.

Cabe salientar que as regides de coleta estdo situadas préximo da costa
maritima, a qual é intensamente visitada turistas. Desta forma, a presenca de
flebotomineos infectados na regido constitui um risco para transmissao da parasitose
0 que podera ocasionar em curto e médio prazo impacto econémico local. O
aumento nos casos de leishmaniose poderia ndo sé afetar diretamente o turismo na
regidao, mas também constituir uma rota de saida da Leishmaniose para fora das
areas endémicas. Apesar de 0 homem nao ser considerado fonte de infeccéo

tradicional para os flebotomineos, essa possibilidade ainda existe devido ao parasito
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estar presente no sangue periférico, mesmo em pacientes considerados
clinicamente curados.

A identificacdo das espécies de Leishmania sp. isoladas dos pacientes
demonstrou a presenca de duas espécies em Santa Catarina: Le. amazonensis e Le.
braziliensis, corroborando dados anteriores no Estado (GRISARD et al., 2000,
MACHADO, 2004). O DNA de Leishmania sp. amplificado a partir de amostras
clinicas dos pacientes apresentaram o mesmo padrao de digestdo com as enzimas
Haelll e Aval tanto para a amostra proveniente de cultura isolada do paciente,
quanto para a biopsia, confirmando a presenca do parasito antes do isolamento,
afastando a possibilidade de contaminacéo de cultura.

O subgénero Le. amazonesis foi observado primeiramente na regiao
Amazébnica. A sua distribuicdo tem aumentado pelo territério brasileiro, com casos
autéctones sendo descritos na regiao sudeste, em locais onde a doenga humana é
relativamente rara (Brasil, Ministério da Saude, 2000). Estudos recentes feitos no
estado de Sao Paulo demonstraram em casos autéctones de LTA a presenca da Le.
amazonensis (MEDEIROS et al., 2008).

No presente estudo, todos os insetos positivos foram da espécie Ny. neivai e a
estavam infectados pela espécie Le. braziliensis. A presenca de Le. amazonensis
em pacientes sugere que outras espécies de vetores podem estar envolvidas na
transmissdo da parasitose. O vetor principal dessa espécie no Brasil séo
flebotomineos das espécies Lu. flaviscutellata (WILLIANS, 2003). Martins et al.,
(2008), descreveram a espécie Lu. withmani infectada artificialmente por Le.
amazonensis, sugerindo que ela também seja um possivel vetor, apesar de nunca
ter sido encontrada naturalmente infectada. No estado de Santa Catarina, nenhuma
dessas espécies de flebotomineos foi encontrada nas coletas feitas em 2006 e 2007

na cidade de Picarras. A Lu. migonei, outra espécie também encontrada em Santa
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Catarina, aparece na literatura segundo Williams, 2002 infectada somente por Le.
braziliensis, sem nenhum registro de infeccdo por Le. amazonensis. A espécie Ny.
neivai representa cerca de 98% dos flebotomineos coletados e ela esta associada
ao parasito Le. braziliensis que foi detectado em 123 pacientes, ja o vetor da Le.
amazonensis nao foi ainda determinado. Considerando, que casos autéctones de
LTA por Le. amazonensis foram descritos em pacientes do Oeste do
Estado e da regidao do litoral norte e do Vale do ltajai, o vetor envolvido na
transmissdo deve apresentar uma distribuicdo geografica ampla. Desta forma,
estudos adicionais para o conhecimento da fauna de flebotomineos do Estado
necessitam ser ampliados para outras regides.

Os dados obtidos no presente estudo sao de grande relevancia para orientar
os estudos de biologia e da dindmica de transmissdo nos focos da doenca e ainda
aumentar o conhecimento de aspectos epidemioldgicos relevantes da parasitose na
regidao. Estas informacbdes serdo encaminhadas para a Divisdo de Vigilancia
Epidemiolégica do Estado para ajudar na criacdo de um mapa detalhado da
distribuicdo dos casos clinicos e identificar as areas de maior risco de transmissao

da doenca visando implementar as agdes de controle.
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6. CONCLUSOES

e A pesquisa da infeccdo natural dos flebotomineos capturados em Picarras
apontou a infecgao natural da espécie Ny. neivai por Leishmania braziliensis.

e Todos os flebotomineos positivos foram capturados no bairro Nossa Senhora
da Conceicao, localidade onde foram também encontrados casos humanos
de LTA;

e A técnica da PCR Multiplex, mostrou-se eficiente na detecgdo do kDNA de
Leishmania nos flebotomineos;

e Foi possivel isolar 18 cepas de Leishmania sp. a partir de aspirados e
biépsias da lesdo de pacientes;

e A LTA em Santa Catarina é causada pela Leishmania braziliensis e
Leishmania amazonensis, sendo a Le. braziliensis encontrada em 99,2% dos
casos;

e Tanto PCR-RFLP quanto Southern Blot se mostraram técnicas eficientes na
identificacdo da espécie de Leishmania sp. que estava infectando pacientes e

flebotomineos.
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Summary A study of the natural infection of Phlebotomine sand flies by Leishmania
(Viannia) was conducted in a focus of cutaneous leishmaniasis in Picarras, in the north-
eastern coast of the Brazilian state of Santa Catarina. Five hundred sixty-two female
Nyssomyia neivai, collected by miniature light traps near houses, were separated in 61
pools, and examined by PCR and southern blot hybridization. Eight pools, four of them
from the same light trap/night, were positive. This is the first finding of natural infection by
L. braziliensis of adequately identified Ny. neivai in Brazil. In this preliminary observation
we have observed the abundance and predominance of Ny. meivai among the captured
Phlebotomine species (98.5%), indicating Ny. neivai may be the dominant vector of
Leishmania of the subgenus Viannia in this area.

Key-words: Phlebotomine sand flies, Nyssomyia neivai, Leishmania (Viannia), Brazil,

cutaneous leishmaniasis.

* Corresponding Author: Tel.: +55 48 3721 5208, Fax: +55 48 3721 9258
E-mail address: cbrisola@mbox1.ufsc.br. (C.B. Marcondes)



1. Introduction

Phlebotomine sand flies of the Nyssomyia* intermedia species complex [Ny. intermedia
(Lutz & Neiva, 1912) and Ny. neivai (Pinto, 1926)] (Andrade Filho et al., 2004;
Marcondes, 1996) are widely distributed in South America and well adapted to altered
environments (Gomes et al., 1982). The species can be differentiated using morphological
characteristics (Andrade Filho et al., 2004; Marcondes, 1996), besides differences in
mitochondrial DNA (Marcondes et al., 1997). Morphology of spermathecae and its ducts,
as well as the number of cibarial horizontal teeth, distinguish the species of the Lu.
intermedia complex (Andrade Filho et al., 2004; Marcondes, 1996).

Ny. intermedia is collected mostly in wetter and warmer regions of Brazil, from the
east of Sdo Paulo state to the north (Goids, Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte,
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais and Rio de Janeiro states), besides a locality (Miranda
Municipality), in Mato Grosso do Sul state, while Ny. neivai is collected mostly in drier
and cooler areas in this country, from the west of the Minas Gerais state to the west (Mato
Grosso do Sul, Goias and Para states) and to the south of Brazil (the area in Sdo Paulo state
situated to the west of Serra do Mar, Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul states),
as well as nearby countries (Paraguay, Argentina and Bolivia) (Andrade Filho et al., 2004;
Marcondes et al., 1998). In Parand state, Ny. neivai is the predominant species in some
municipalities while Ny. whitmani predominates in others. The distribution in this state
appears to be related to the soil type, which is sandy in those areas with more Ny. neivai
(Teodoro et al., 2006).

Since 1997, cutaneous leishmaniasis has been reported in several municipalities in the

coastal north-eastern areas of the Santa Catarina State, in southern Brazil, where the disease

" Taxonomy for Phlebotominae of Galati (2003) is here adopted. Genera of sand flies were abbreviated as proposed by

Marcondes (2007).



had not been previously reported (Grisard et al., 2000). From March to May 2000, sand
flies were collected by CDC-like light traps at Pigcarras (Marcondes et al., 2005), and
collections were carried out in the same area again in March 2006, at which time females

were analysed by PCR.

2. Materials and methods

2.1. Collection of insects — Phlebotomine sand flies were collected in six nights of March
2006 (end of summer), near human domiciles in several localities (Concei¢do, Santo
Antonio, Centre and BR-101 km 102) (26°46’°47”S 48°41’45"W to 26°44°26”S
48°40°46”"W ", 18 m a.s.L.), in an area of about 2.5km?, in Pigarras Municipality (Figure 1)
by 12 CDC-like light traps. Insects were dissected, immersing the distal part of the
abdomen in sodium hydroxide at 10% for 12 hours; spermathecae and ducts were
examined, counting the number of rings and observing the “head” of the first, and checking
the ratio individual duct/common duct. Ny. neivai females were pooled, after identification.
Similar collections, utilising six traps for ten nights, were developed in the same area in
March-April 2000. No examination for Leishmania infection was developed in these
insects.

2.2. DNA extraction - Female flies were pooled in to groups of ten individuals, and
crushed with disposable pestles in 500ul of lysis buffer (0.08 M NaCl, 0.16 M sucrose,
0.06 M EDTA, 0.5% SDS, 0.1 M Tris-HCI, pH 8.6) (Collins et al., 1987) and incubated
with 5 ul of proteinase K (20mg/ml) at 65 °C for 2 hours. After adding potassium acetate to
a final concentration of 2M, the suspension was incubated for 30 min. at 4 °C, centrifuged
at room temperature for 10 min. at 12,000 x g and the supernatant was removed for

isopropanol precipitation of the DNA. The pellet was then washed twice at 12,000 x g in

** According to Google Earth



cold 70% ethanol and the pellet ressuspended in 30 pl of ultra-pure water containing of
RNAse A (10mg/ml), incubated at 37 °C for 1 hour and stored at -20 °C until use. Specific
primers for Phlebotomine sand flies (PhS1 - 5° GTG GCC GAA CAT AAT GTT AG 3’
and PhS2 - 5 CCACGAACAAGT TCAACATC 3’) directed to a sequence of 220 bp of
the Phlebotominae cacophony gene ORF (Peixoto et al., 2001) were used in PCR tests as
control of DNA extraction and to assess the absence of inhibitors. Different concentrations
(1,000, 100, 10 and 2) of L. braziliensis culture promastigotes were added to groups of ten
male flies and submitted to DNA extraction as described above and used for PCR
sensitivity assay.

L. (V.)  braziliensis (MHOM/BR/75/L.-2904) and L. (L) amazonensis
(IFLA/BR/67/PHS8) cultures in exponential growth phase were washed twice in 1 x PBS
and submitted to DNA extraction performed by standard phenol/chlorophorm method
Grisard et al., 2000). After extraction DNA was ressuspended in 50 pl of ultra-pure water

and incubated with RNAse A (10mg/ml) at 37 °C for 1 hour and stored at -20 °C until use.

2.3. PCR detection of Leishmania infection - Primers 150 (5°-
GGG(G/T)AGGGGCGTTCT (C/G)CGAA-3’) and 152 (5°-(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT
(A/TYTTACACCAACCCC-3* directed to the kDNA minicircle were used to detect
Leishmania in sand fly pools (Volpini et al., 2004). Briefly, the PCR reaction was
performed in a buffer containing 10mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,,
200 uM dNTP, 10 pmol of each primer, 1 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen) and 2ul
of DNA sample diluted at 1:10 and 1:100 in a final volume of 20 ul. DNA amplification
was performed in a Mastercycler Gradient apparatus (Eppendorf) using the following

thermal conditions: initial denaturation at 94 °C for 4 min., 30 cycles of 94 °C for 1 min.,



annealing at 57 °C for 1 min., extension at 72 °C for 1 min. followed by an final extension
step at 72 °C for 5 min.

Tubes containing Ny. neivai male DNA and no DNA were used as negative controls
and L.(V.) braziliensis and L. (L.) amazonensis DNA were used as positive controls. Three
microlitres of the PCR amplified products were resolved in 10% polyacrylamide gels
stained with ethidium bromide, visualized under UV light and digitally recorded.
Precautions to avoid cross-contamination were carried out during all PCR steps.

Two PCR amplified minicircle kKDNA fragments of standard L. (V.) braziliensis and
L. (L.) amazonensis strains were used as probes in subsequent southern blot assays. The
amplified fragments were isopropanol precipitated and labelled with horseradish
peroxidase using the ECL Direct Labelling and Detection System (GE Healthcare). After
resolving the PCR amplified products of each pool on 2% agarose gels, the products were
blotted onto a charged nylon membrane (Sigma). After UV cross linking, southern blot
hybridizations were carried out overnight at 42°C in Gold hybridization buffer (GE
Healthcare). Membranes were then washed three times in 0.5 x SSC/0.4% SDS, 6M urea
and then 2 x SSC at 42°C and the positive signals were detected by incubating the
membrane in ECL detection reagents for 1 min. and film was exposed for 15 minutes as

suggested by the manufacturer.

3. Results

From sixty-seven trap/nights, 27 were positive, with 2,304 insects, of which 620 were
females of Ny. mneivai, and most of this material was analysed. From the 61 pools (562
insects) analysed in this study, a 220 bp band specific for the Phlebotominae cacophony
gene was detected in all pools, indicating a DNA fidelity of and the absence of PCR

inhibitors. Sensitivity assays carried out using ten male Phlebotominae and different



concentrations of cultured Leishmania sp. promastigotes DNA showed that it was possible
to detect the specific kDNA PCR fragment corresponding to two promastigotes in the
presence of DNA of ten sand flies (Fig. 2). The specific 120 bp fragment of the Leishmania
sp. kDNA minicircle fragment amplified by PCR using primers 150/152 was obtained for 8
out of 61 pools tested (13.1%) (Table 1, Fig. 2A), with four of the positive pools from a
single trap and night. No amplification was observed in the negative controls in any assay.
Specific identification of the amplified fragment was confirmed by southern-blot
hybridization, using L. braziliensis and L. amazonensis specific probes (Fig. 2B and C).

Positive sand flies were collected from four distinct locations on both sides of BR-
101 highway which crosses the Brazilian territory from North to South, including the
Picarras Municipality (Figure 1). These points were well scattered within the area where
human cases where detected in this municipality. We have observed a great difference
between the numbers of captured Ny. neivai in this area when comparing collections in year
2000 to those in 2006 (85 vs. 2,269). From fifty-five trap/nights in 2000, 25 were positive
for sand flies, while in 2006 sixty seven trap/nights, 27 of which positive, were obtained.
Collections of 2000 were concentrated in Concei¢do, while those of 2006 were done on
both sides of BR-101 (Figure 1). Williams’ means (Bidlingmayer, 1969) for 2000 and 2006
were respectively 1.94 and 7.78 sand flies/trap/night.

Female sand flies of other species (Migonemyia migonei and Psathyromyia lanei)
(five insects) captured during the herein described field studies will be object of a future

study.

4. Discussion
Natural infection of Ny. intermedia by L. braziliensis had been observed in Rio de Janeiro

(Pita-Pereira et al., 2005; Rangel et al., 1984), and it was experimentally confirmed by



Rangel et al. (1992). Ny. intermedia s.. was reported to be naturally infected by
Leishmania at the Ribeira River Valley, in Sao Paulo state (Castro et al., 2005), and
infected with L. braziliensis (Silva and Gomes, 2001). The essential identification of the
species, in a region where both species occur (Marcondes et al., 1998) was not performed,
and they can only be considered as Ny. infermedia s.1.. Also, Ny. neivai was recently found
to be infected by L. (Viannia) sp. in the Argentinean North-western provinces of Salta and
Tucuman (Cordoba-Lanus et al., 2006).

Although the sister species of Ny. neivai (Ny. intermedia) had been reported as
naturally infected (Pita-Pereira et al., loc. cit.; Rangel et al., loc. cit.), the present work is
the first confirmed report of a Ny. neivai infected by L. (Viannia) sp. in Brazil. The
previous report of Ny. intermedia s.1. naturally infected by this protozoa species in Conchal,
Sdo Paulo state (Casanova et al., 1995) was published before the resurrection of Ny. neivai
(Marcondes, 1996). Considering that Conchal (22°19°49”S 47°10°21”W) is located west of
Serra do Mar, and the distribution of the species of this complex in Sdo Paulo State
(Andrade Filho et al., 2007; Marcondes, 1996), we may consider that these flies are most
likely Ny. neivai rather than Ny. intermedia, but a careful review of the collected material
should be performed to confirm this assertion.

The presence of positive sand flies in places over a relatively large collection area
(see the footnotes in Table 1) poses a serious public health problem. One of the locations (1
in Table 1 - 26°44°50.0 S 48°40°50.0 W) is situated at ca. 400 m from the seacoast, just
besides the second avenue. It has a house with a small orchard, corn, hens and dogs; it is
situated near a small creek, from which capybaras invade the corn plantation, disturbing the
dwellers. Due to the presence of infected sand flies in a place so near the beach, where
thousands of tourists live in the summer months, cases of cutaneous leishmaniasis can be

expected in people from outside the endemic region, to be adequately diagnosed.



Since a great number of migrants, mostly from Parand state, where cutaneous
leishmaniasis is frequent (e.g., Silveira et al., 1996) have established in the area, the source
of the protozoa remains unexplained. The distribution of infected sand flies in the area,
which is being more thoroughly studied, does not indicate a recent introduction by
migrants.

In the present study we found Ny. neivai as the predominant species in the
neighbourhood of human dwellings at Picarras municipality, where 15 cases of cutaneous
leishmaniasis have been reported in the last five years (Steindel - unpublished results).
Taken together with the finding of natural infection by Leishmania of the subgenus Viannia
sp., it is suggested that Ny. neivai may be the vector of Leishmania sp. in this area.
However, careful dissection of insect for detection of metacyclic promastigotes in their
midgut and inoculation of flagellates in hamsters’ footpads should be necessary to confirm
Ny. neivai as vector in this area. In Argentina, Ny. neivai is also a very predominant species
in foci of cutaneous leishmaniasis, usually constituting more than 95% of the total of
collected sand flies (Salomén et al., 2002, 2004). The finding of Ny. neivai infected by L.
(Viannia) sp. in such distant (more than 1,600 km from Picarras to Tucuman/Salta) and
distinct (Coastal/Andean) areas indicates the existence of similarity in the biology and
probably in the epidemiological role of this sand fly.

Even considering that Ny. umbratilis (Ward & Frahia, 1978), the most important
vector of L. guyanensis, is frequently collected in Recife, in the north-east of Brazil
(Balbino et al., 2005), this protozoon has been reported only in the Amazonian region of
Brazil and nearby countries (Falqueto and Ferreira, 2005). Thus, we may consider that Ny.
neivai is probably infected by L. (V) braziliensis in Picarras. However, cross hybridization
experiments with specific L. (V). guyanensis probes would be necessary to corroborate this

hypothesis.



In the north-west area of the Rio Grande do Sul state (Brazil), Silva and Grunewald
(1999) analysed by PCR 920 sand flies (40 of them Ny. neivai) of eight species, and
reported infection of Pintomyia pessoai (Coutinho & Barretto, 1940) and Pi. misionensis
(Castro, 1960) by L. (Viannia) sp. This is a forested area within a preserved park, where the
Phlebotominae fauna is quite diversified. Phlebotomine sand flies have not been used as
bioindicators, but the frequent finding predominant Ny. neivai populations near human
domiciles (e.g., Salomén et al., 2002, 2004; Teodoro et al., loc. cit.) seems to indicate that

this sand fly is highly associated with such modified areas.
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Legend to figures:

Figure 1: Map showing the sand flies capture sites (1-4) at the Picarras Municipality, Santa Catarina

State (SC), Brazil, as well as the localization of the Picarras City (star) and the BR-101 Highway.

Figure 2: Panel A = 2% agarose gel electrophoresis stained with ethidium bromide showing PCR
amplification of Leishmania braziliensis DNA in field captured sand flies. MW = molecular weight
marker (pUC 18 Haelll digested); lanes 1- 9 = Nyssomyia neivai samples; lane 10 = L. amazonensis
(579); lane 11 = Ny. neivai + L. braziliensis; lane 12 = L. braziliensis (1.2904); Lane 13 = no DNA
(Negative control); lane 14 = sand fly DNA. Panel B = Hybridization with L. braziliensis probe and

Panel C= Hybridization with L. amazonensis probe.
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