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RESUMO 

 

 

PAIVA, B. R. "Utilização da PCR na identificação de espécies 

de leishmânias e do hábito alimentar em flebotomíneos 

(Díptera: Psychodidae) de regiões do Mato Grosso do Sul, 

Brasil". 144 f. (Tese de Doutorado) - Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

 

 As leishmanioses são protozooses de alta prevalência em 

regiões tropicais como o Brasil, transmitidas por vetores flebotomíneos, 

cujos reservatórios são compostos por diferentes espécies animais. No 

vetor, os parasitos assumem uma forma flagelada indistinguível entre as 

espécies e outros tripanossomatídeos. A doença apresenta amplo espectro 

pela existência de varias espécies de leishmânias e por diferenças na 

susceptibilidade individual dos hospedeiros. Tanto para o prognóstico 

individual como também nas investigações epidemiológicas, levando-se em 

conta futuras medidas de controle desta doença, a identificação espécie 

especifica é de crucial importância. Um fator importante na rede causal é 

a determinação da preferência alimentar dos vetores, permitindo assim a 

intervenção adequada no controle da doença e de seus reservatórios. 

Atualmente, técnicas moleculares como a PCR, permitem diagnosticar a 

infecção, identificar a espécie infectante no vetor e seus hospedeiros, 

assim como o hábito alimentar dos flebotomíneos. Observou-se um 

aumento significativo de notificações de leishmaniose tegumentar e 

visceral no Estado do Mato Grosso do Sul, sendo que até o presente 

momento, pouco se conhece a respeito de sua etiologia. Neste sentido, em 

colaboração com pesquisadores do Mato Grosso do Sul e por meio da 

técnica de PCR, temos como objetivo: determinar a infecção natural dos 

flebotomíneos capturados em campo; identificar as espécies de 



leishmânias provenientes de amostras humanas e caninas e isoladas em 

hamster; padronizar reação que determine a fonte alimentar de 

flebotomíneos; em Campo Grande e Bela Vista. Para a identificação de 

leishmânia, foi utilizada como alvo seqüências de mini – exon e nos casos 

positivos para subgênero Viannia utilizou-se a técnica de RFLP. Para 

identificação de fonte alimentar foi utilizado como alvo regiões 

conservadas do gene citocromo b. Na capital Campo Grande, a captura foi 

realizada no período de 2003 a 2005. Entre os anos de 2003 - 2004 a taxa 

mínima de infecção (TM) foi de 1,6%, sendo identificado L.(V.) braziliensis, 

já para o período de 2004 - 2005 a TM foi de 0,38%, para L.(L.) 

amazonensis, cuja maioria das espécies pertencia à Lu. longipalpis. Cinco 

amostras humanas provenientes de Campo Grande e outros municípios e 

isolados em hamster foram identificadas como L.(V.) braziliensis. No 

município de Bela Vista, no período entre 2004-2006, a maioria das 

espécies capturadas pertencia à espécie Bi. flaviscutelata. Destes, foi 

possível identificar TM de 0,6% de L. (L.) amazonensis e taxa de 0,24% 

para outros tripanossomatídeos. De um total de 10 amostras de cães 

isoladas em hamsters, 2 foram identificadas como L.(L.) amazonensis. A 

PCR para identificação de fonte alimentar foi capaz de identificar sangue 

de humano, galinha, camundongo, cavalo, gambá, capivara, porco, 

cachorro doméstico e cachorro do mato. Para validação da técnica, foram 

utilizados flebotomíneos capturados em Campo Grande (MS). Verificou-se 

que 68% dos insetos capturados alimentaram-se em galinha. Acreditamos 

que os resultados advindos deste projeto possam contribuir no desenho de 

futuras medidas de controle desta doença no Estado do Mato Grosso do 

Sul. 

 

Palavras-chave: Leishmanioses. Identificação de leishmânia. Insetos 

vetores. Preferência alimentar. PCR. Mato Grosso do Sul. 



ABSTRACT 

 

 

PAIVA, B. R. " PCR-based leishmania species and blood meal 

identification in sand flies (Diptera: Psychodidae) from Mato Grosso 

do Sul, Brazil." 144 p. Thesis (Doctor of Philosophy)-Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2009. 

 

 

 Leishmaniases protozooses have a high incidence in tropical 

regions such as Brazil and they are transmitted by sand fly vectors, their 

reservoirs consisting of different animal species. Flagellate forms in the 

vector are indistinguishable among the leishmania species as well as 

among other trypanosomatides. The disease presents a large spectrum 

due to the several leishmania species and also to different individual 

susceptibilities of hosts. Both for the individual prognosis as well as for 

epidemiological investigations in the future control measures of the 

disease the specific species identification is of crucial importance. An 

important factor in the causal net of the disease is knowledge of the 

vector’s food source preferences, thus allowing an adequate intervention to 

control the spreading of the disease as well as of the reservoirs. Nowadays 

molecular techniques such as PCR allow an infection diagnosis, 

identification of the parasite infection in the vectors and hosts as well as 

the sand flies feeding habits. A significant increase of tegument and 

visceral leishmaniasis notifications was detected in Mato Grosso do Sul 

State (MS) and so far little is known about their etiology. In collaboration 

with Mato Grosso do Sul researchers we aim at the following goals, 

applying PCR techniques: determine the natural infections of field 

captured sand flies; identify leishmania species originating from human 

and canine isolates in hamsters; standardize the reaction to determine 

feeding source from sand flies captured in Campo Grande and Bela Vista. 



For leishmania species identification mini-exon sequences were used as 

target and in cases positive for Viannia subgenus the RFLP was applied. 

For food source identification citochrome b gene conserved regions were 

used as targets. Captures in Campo Grande were performed between 2003 

to 2005. Between the years 2003 -2004 the minimum infection rate (MR) 

of 1.6% was found for L.(V.) braziliensis, while for the period 2004-2005 

MR for L.(L.) amazonensis was 0.38% and the majority of sandfly species 

were identified as Lu. longipalpis. Five human isolates from Campo Grande 

and other municipalities were identified as L.(V.) braziliensis. The majority 

of specimens captured in Bela Vista municipality between 2004-2006 were 

Bi. flaviscutelata. From these a MR of 0.6% were identified as L .(L.) 

amazonensis and 0.24% for other Kinetoplastidia species. From a total of 

10 canine isolates 2 were identified as L.(L.) amazonensis. Standardization 

of PCR for food source identification was capable to distinguish the origin 

of several blood sources: human, chicken, mouse, horse, opossum, 

capybara, pig, domestic and bush dogs. Sandflies captured in Campo 

Grande (MS) were used to validate the technique. A percentage of 68% 

from these captures had fed on chicken. We believe that results shown in 

this project may contribute to the design of future control measures of this 

disease in the State of Mato Grosso do Sul. 

 

Key words: Leishmaniasis. Identification of leishmania. Insect vectors 

Feeding preferences. PCR. Mato Grosso do Sul. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Gerais da Leishmaniose 

 

As leishmanioses constituem importante problema de saúde 

pública, sendo endêmicas em diversos países do mundo. São doenças 

parasitárias causadas por protozoários da ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae e gênero Leishmania (BRYCESON, 1996). 

 

Uma grande variedade de mamíferos silvestres e domésticos como 

roedores, canídeos, edentados e marsupiais são hospedeiros vertebrados 

da Leishmania. Seus vetores compreendem insetos hematófagos, 

conhecidos como flebotomíneos (GALATI, 1995). O homem é considerado, 

em geral, hospedeiro acidental pouco importante na manutenção do ciclo 

biológico, exceto nos casos notificados na Índia e em pacientes com AIDS 

na península ibérica (MOLINA, 1999). 

 

As leishmanioses são endêmicas em 88 países, acometendo 12 

milhões de pessoas, sendo que 350 milhões estão expostas à infecção. 

Brasil, Índia, Bangladesh e Sudão são responsáveis por 90% dos casos 

notificados de leishmaniose visceral (Figura 1). Brasil, Peru e Bolívia 

respondem por 90% dos casos de leishmaniose cutâneo-mucosa enquanto 

que Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia Saudita e Síria são responsáveis 

por 90% dos casos de leishmaniose cutânea (Figura 2). As infecções 
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humanas são encontradas também em 16 países da Europa, 

incluindo França, Itália, Grécia, Malta, Espanha e Portugal. Sua 

incidência vem aumentando para cerca de dois milhões de casos mundiais 

ao ano (World Health Organization, 2008). 

 

No Brasil, casos de Leishmaniose são notificados em várias regiões 

geográficas, sendo encontrada atualmente em todos os Estados 

brasileiros, sob diferentes perfis epidemiológicos. Ao longo do período de 

1985 a 2003, 523.975 casos autóctones de Leishmaniose Tegumentar 

foram notificados apresentando coeficientes de detecção entre 10,45 a 

21,23 por 100.000 habitantes, com tendência ao crescimento e expansão 

para novos municípios. A região Norte apresenta coeficientes mais 

elevados (93,84/100.000hab.), seguidas pelas regiões Centro-Oeste 

(42,70/100.000hab.) e Nordeste (26,50/100.000 hab.). Entretanto, a 

maior freqüência de notificação de doença encontra-se na região nordeste 

com 37,2%. A Leishmaniose Visceral que estava limitada a áreas rurais e 

a pequenas localidades urbanas, atualmente encontra-se em franca 

expansão para grandes centros, distribuída em 19 estados da Federação, 

atingindo quatro das cinco regiões brasileiras. Nos últimos dez anos, a 

média anual de casos foi de 3.383 casos com incidência de 2,0 casos/ 100 

mil hab. Em 2003 a região Nordeste contribuiu com 65% dos casos no 

país (GUIA DE VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2005). 
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Figura 1. Distribuição Mundial da Leishmaniose Visceral. 

 

 

Figura 2. Distribuição Mundial da Leishmaniose Tegumentar. 

Fonte: WHO, acesso 2009. 

 

 

A doença relaciona-se com a atividade profissional à medida que o 

homem penetra em áreas florestais e em ambientes silvestres para 
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desmatamento, construção de estradas, açudes, garimpo etc., e 

dependendo de alguns fatores como contato com áreas onde há 

mosquitos, tipo de moradia e tempo de exposição às picadas dos 

mosquitos, está torna-se domiciliar (FALQUETO e SESSA, 1991; 

BRYCESON, 1996). 

 

A parasitose afeta o sistema mononuclear fagocitário, apresentando 

uma variedade de síndromes e não apenas uma forma clínica (GARNHAM, 

1987) Suas principais formas clínicas são: leishmaniose visceral (LV) e 

leishmaniose tegumentar (LT). 

 

Atualmente as espécies de leishmânias que infectam o homem são 

classificadas em complexos e agrupadas em dois subgêneros: (Viannia) e 

(Leishmania) (HERWALDT, 1999). 

 

São representantes do subgênero (Viannia) as leishmânias do 

complexo L.(V.) braziliensis e do subgênero (Leishmania)  os complexos 

L.(L.) mexicana e L.(L.) donovani (MAGILL, 2000). 

 

A leishmaniose visceral se manifesta por febre, cefaléia, anorexia, 

esplenomegalia e hepatomegalia, associada à desnutrição e possíveis 

problemas imunológicos. Quando não tratada precocemente, pode evoluir 

para óbito em 80 a 90% dos casos. No Brasil, a maioria dos casos, tem por 

agente etiológico a L. (L.) infantum chagasi (BRYCESON, 1996). 
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A leishmaniose tegumentar, no Brasil, geralmente é causada por 6 

diferentes espécies do subgênero Leishmania e Viannia (L.(L.) 

amazonensis, L.(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L.(V.) shawi, L.(V.) naiffi 

e L.(V.) lainsoni), ocorre frequentemente em áreas expostas do corpo como 

face, membros e pescoço. No local da picada surgem lesões cutâneas que 

podem evoluir para diversas formas: cutânea localizada, disseminada, 

difusa e mucosa (NADIM FAHIH, 1968; AMATO, 1993). 

 

O quadro clínico e a evolução dependem da espécie causadora e da 

condição imunológica do hospedeiro (FALQUETO e SESSA,1991). 

 

 

1.2. Biologia do parasito 

 

O protozoário leishmânia é transmitido quase que exclusivamente 

pela picada do mosquito flebotomíneo (GREVELINK e LERNER, 1996). 

 

Estes agentes apresentam duas formas durante o seu ciclo de vida: 

a forma amastigota oval ou arredondada de 2 a 5 µm, sem flagelo exterior, 

com um núcleo e cinetoplasto, de vida intracelular, encontradas em 

hospedeiros vertebrados e as formas promastigotas de corpo móvel e 

delgado de 10 a 20 µm x 1.5 a 3.5 µm, com flagelo anterior de 

comprimento semelhante, citoplasma delimitado por membrana 



PAIVA, Byanca (2009)      - 28 - 

trilaminar, contendo núcleo, corpo basal e cinetoplasto, encontradas em 

hospedeiros invertebrados e em meios de cultura artificiais. As 

características morfológicas das formas promastigotas são muito similares 

entre as várias espécies o que impede sua correta identificação sob 

microscopia óptica (MAGILL, 2000). 

 

As formas amastigotas ingeridas no repasto sanguíneo pelo 

flebotomíneo transformam-se em promastigotas no interior do seu tubo 

digestivo. Durante 4 a 7 dias, estas escapam da matriz peritrófica, migram 

até as porções anteriores do intestino, começando um processo de 

diferenciação e multiplicação até sua maturação, onde pode-se observar a 

presença das formas metacíclicas infectantes migrando até a proboscíde 

do inseto que serão inoculadas no próximo repasto sanguíneo (SACKS e 

KAMHAWI, 2001). No mamífero, após a penetração macrofágica e 

formação do vacúolo parasitóforo as promastigotas se diferenciam em 

amastigotas, multiplicam–se por divisão binária, rompem a célula, 

liberando milhares de formas amastigotas que serão fagocitadas por novas 

células. Estas células infectadas podem se multiplicar gerando células 

filhas infectadas. Um novo hospedeiro vetor ao promover seu repasto 

neste mamífero ingere estas formas amastigota, reiniciando o ciclo (Figura 

3) (BRYCESON, 1996; ASHFORD, 2000). 
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Figura 3. Ciclo de vida da Leishmânia. 

Fonte: www.susanamendez.com/LeishmaniaFacts/LifeCicle.html. 

 

 

1.3 FLEBOTOMÍNEOS 

 

Os flebotomíneos pertencem à Ordem Diptera, Família Psychodidae, 

Subfamília Phlebotominae. 

 

Este vetor possui 1-4 mm de comprimento é piloso, cor de palha ou 

castanho claro (Figura 4), seu vôo é curto, baixo e saltitante, encontrado 
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em áreas temperadas e intertropicais, não se afastam muito de seus 

criadouros, mesmo podendo se deslocar até cerca de 1 km, a maioria não 

vai além de 250 m (YOUNG e DUNCAN, 1994; CASANOVA et al, 2005). 

 

 

 

Figura 4. Flebotomíneo. 

Fonte: www.mundoeducacao.com.br/doencas/leishmaniose-1.htm. 

 

Tanto as fêmeas quanto os machos podem alimentar-se de seiva e 

sucos vegetais, porém só a fêmea é hematófaga e seu repasto sangüíneo 

pode ser feito em diversos vertebrados (mamíferos, aves, répteis e 

anfíbios). O sangue ingerido serve como fonte de proteínas e aminoácidos 

para estimular a oviposição. O número de ovos produzidos está 

diretamente relacionado à quantidade de sangue ingerido (READY, 1979). 

Normalmente promovem um único repasto, mas em algumas espécies 
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foram observados dois repastos antes da oviposição; tal comportamento 

ocorreria pelas variações climáticas, altas temperaturas e baixa umidade, 

prejudicando a oviposição, sendo necessário um segundo repasto para 

reposição hídrica (BRAZIL e BRAZIL, 2003). 

 

A cada oviposição a fêmea deposita entre 40-70 ovos e suas larvas 

desenvolvem-se em criadouros ricos em material orgânico, calor, umidade 

e ao abrigo de luz. O ciclo completo dura cerca de 30 a 90 dias e a fase 

adulta compreende de 15 a 30 dias (CIMERMAN, 1999). A atividade da 

fêmea geralmente se inicia ao entardecer e se prolonga até o começo da 

madrugada, entretanto algumas espécies podem picar também durante o 

dia (WHO-OMS, 1998). As diferentes espécies de flebotomíneos possuem 

hábitats e hábito alimentar preferênciais. Sua diversidade encontra-se nas 

florestas tropicais, mas também em ambientes modificados, como áreas de 

cultivo e urbanização. (YOUNG e DUNCAN, 1994). 

 

Cerca de 900 espécies estão distribuídas pelos continentes. Das 470 

espécies conhecidas nas Américas, 60 são reconhecidas como vetoras ou 

vetoras em potencial. As vetoras reconhecidas apresentam distribuição 

geográfica que coincide com a da doença, existem em alta densidade, são 

antropofílicas, têm contato com reservatórios, infectando-se e 

transmitindo o parasito ao passo que as vetoras em potencial são 

capturadas nas áreas endêmicas, muitas vezes em simpatria com as 

demais, porém até o momento, estas não foram encontradas infectadas 
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naturalmente, restando-nos apenas o encontro de evidências 

epidemiológicas (KILLICK – KENDRICK, 1981; CIPA GRUOP, 1999). Dois 

gêneros apresentam maior importância na epidemiologia da leishmaniose: 

Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo) (REY, 2001).  

 

O ciclo de vida das várias espécies de leishmânia no vetor é 

semelhante, mas existem diferenças quanto à distribuição da infecção em 

seu tubo digestório. No subgênero (Viannia) as promastigotas colonizam 

todo o intestino, incluindo piloro e íleo, permanecendo aderidas pelo 

flagelo ao epitélio intestinal onde se dividem e migram através do 

estômago em direção ao aparelho bucal, sendo esta distribuição 

denominada peripilária. Já no subgênero (Leishmania), apresentando 

distribuição suprapilária, multiplicam-se aderidas ou não às paredes do 

estômago, colonizando também o esôfago e faringe. O tempo necessário 

para que o ciclo se complete varia entre 3 a 5 dias dependendo das 

espécies envolvidas (SHAW e LAINSON, 1987).  

 

Existem evidências de que as interações entre os flebotomíneos e as 

leishmânias possuam um caráter espécie específico (Quadro 1) (KILLICK-

KENDRICK, 1985). 
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Quadro- 1 Espécies vetoras freqüentes no Brasil. 

Leishmânia Vetor 

L.(L.)infantum chagasi Lutzomyia. longipalpis 

L. (L.)amazonesis Bichromomyia. flaviscutelata 

L.(V.)braziliensis Nyssomyia whitmani, 

Psychodopygus wellcomei, 

Migonemyia migonei e Nyssomyia 

intermedia 

L.(V.)guyanensis Nyssomyia umbratilis, Nyssomyia 

anduzi e Nyssomyia whitmani 

L.(V.)naiffi Psychodopygus ayrozai, 

Psychodopygus paraensis 

L. (V.)shawi Nyssomyia whitmani 

L.(V.)lainsoni Lu.ubiquitalis 

Fonte: PETERS, W. e KILLICK-KENDRICK (1987). 

 

 

Para que o completo desenvolvimento da leishmânia ocorra no vetor, 

esta tem que transpor diversas barreiras tais como: susceptibilidade às 

enzimas digestivas do inseto, incapacidade de escape da matriz peritrófica, 

ineficiência na ligação da forma promastigota as células epiteliais do 

intestino e diferenciação defeituosa prejudicando a migração das formas 

metacíclicas infectantes. O inseto vetor, por sua vez, não sairá ileso visto 

que as leishmânias, ao romper estas barreiras, acabam por inibir a ação 
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de suas enzimas digestivas e as formas metacíclicas acabam por danificar 

sua válvula esofágica, prejudicando funções como, digestão, oviposição, 

alimentação entre outros (SACKS e KAMHAWI, 2001; KAMHAWI, 2006). 

 

 

1.4 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da leishmaniose é baseado em características clínicas 

e epidemiológicas. Testes parasitológicos, no caso da leishmaniose 

visceral, são realizados a partir de material coletado de sangue periférico 

ou aspirado de medula óssea, baço, líquor ou biópsia, sendo que a 

quantidade de parasitas em cada tecido varia muito. O método que 

apresenta maior sensibilidade é a análise do material obtido de baço, 

porém o procedimento é associado a vários riscos para o paciente. Desta 

forma, o material mais utilizado é o aspirado de medula óssea, que 

apresenta entre 65% a 85% de sensibilidade. Também são utilizados os 

métodos imunológicos, como a sorologia e a reação cutânea de 

Montenegro, porém não possibilitam diferenciar entre doença ativa e um 

contato prévio sem doença no momento do exame (BRYCESON, 1996). A 

detecção da infecção por PCR (polymerase chain reaction) é vantajosa, 

pois pequena quantidade de material aspirado é necessária (2.5 a 5.0 ml) 

enquanto que, para a visualização direta do parasito, devido à baixa carga 

parasitêmica, são necessários 50 a 500ml de aspirado (WEISS, 1995). 
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O diagnóstico de leishmaniose cutânea é baseado em características 

clínicas tais como: número de lesões (se indolores e não pruriginosas), 

áreas de exposição, tempo de evolução e resistência medicamentosa. 

Testes laboratoriais confirmatórios raramente são utilizados, pois ficam 

restritos a alguns laboratórios de referência (AVILES et al., 1999; 

GREVELINK e LERNER, 1996). 

 

Métodos clássicos como análise microscópica e isolamento do 

parasito “in vitro” ou “in vivo”, são difíceis e imprecisos, pois consomem 

tempo e pessoal treinado (MAGILL, 2000). 

 

Atualmente os métodos mais utilizados para o diagnóstico destas 

doenças são visualizações diretas por meio de esfregaços ou “imprinting” 

de tecido ou exame histopatológico da pele. O tecido é obtido por 

aspiração da lesão ou biópsia. Este também pode ser inoculado em 

hamsters (BRYCESON, 1996) embora a sensibilidade do método seja 

baixa. O diagnóstico microscópico também possui o inconveniente de 

possuir baixa sensibilidade, pois geralmente o número de parasitos nas 

lesões cutâneas é baixo e nas mucosas é menor ainda. Algumas destas 

técnicas foram aprimoradas pelo uso de imunohistoquímica (HANHAM et 

al., 1991). Outros métodos diagnósticos tais como a Reação de 

Montenegro e os sorológicos também são utilizados. A reação de 

Montenegro parece ser útil para diagnóstico em áreas não endêmicas 

(GREVELINK e LERNER, 1996). 
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A sorologia, realizada pelo método de ELISA (Ensaio 

imunoenzimático), exibe baixa sensibilidade e especificidade (SANCHEZ et 

al, 1992; GARCIA-MISS et al, 1990) já que não diferencia doença presente 

de passada, ou doença clínica de infecção subclínica, geralmente exibindo 

resultados falsos em imunocomprometidos, além do inconveniente de 

apresentar reações cruzadas com outros tripanossomatídeos (PIÑERO et 

al., 1999). 

 

Por tudo o que foi relatado anteriormente, devemos ressaltar a 

importância da identificação das várias espécies de leishmânias no 

prognóstico individual, bem como nas investigações epidemiológicas 

levando-se em conta futuras medidas de controle desta doença 

(GREVELINK e LERNER, 1996). 

 

Nos últimos anos, técnicas moleculares foram utilizadas como 

ferramenta para um diagnóstico mais rápido, sensível e específico e a 

técnica de PCR, “polymerase chain reaction” ou reação em cadeia de 

polimerase, foi descrita em vários trabalhos como eficaz na detecção e 

identificação de leishmânias (UEZATO et al., 1998). Como exemplo, alguns 

autores reportaram sensibilidade variando de 80% a 100%, com 

especificidade de 100% (DEGRAVE, 1994). 
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Esta técnica foi descrita associada ao ELISA (PCR-ELISA) por Piñero 

et al. (1999), obtiveram sensibilidade de 83% em amostras sangüíneas de 

pacientes com leishmaniose cutânea e nenhum falso positivo foi 

observado. Aviles et al. (1999) utilizando cultura de leishmânias como 

padrão ouro, compararam a técnica de PCR com outros métodos 

diagnósticos usuais. A sensibilidade da PCR foi de 92% enquanto que para 

microscopia, detecção histológica e ELISA obtiveram a sensibilidade de 

respectivamente 42%, 33% e 20%. Além disto, conseguiram identificar a 

espécie do parasito. Também Belli et al. (1998), utilizando material de 

escarificação dérmica, demonstraram maior sensibilidade com uso de PCR 

em relação às técnicas usuais obtendo 100% de sensibilidade e 

especificidade. Os autores conseguiram identificar Leishmania (V.) 

braziliensis em células mononucleares de indivíduos com lesões cutâneas 

ativas, por meio desta técnica. Pirmez et al. (1999) utilizaram PCR e 

hibridização, obtendo importante diferença na sensibilidade diagnóstica 

quando comparado com o isolamento de leishmânias a partir de lesões 

mucosas: 71% pelo PCR e 17% por técnicas convencionais. 

 

As seqüências-alvo escolhidas para PCR foram inicialmente os mini-

círculos de kDNA (RODGERS et al., 1990), ideais para a amplificação do 

DNA, pois estão presentes no cinetoplasto da Leishmania em grande 

número de cópias e contêm uma região conservada de no mínimo 120 

pares de bases que podem ser evidenciadas em cada molécula (WEIGLE et 

al., 2002).  
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No intuito de obter maior sensibilidade e especificidade, são também 

utilizados marcadores que amplificam aleatoriamente seqüências de DNA 

(RAPD) (WILLIANS et al., 1990), genes de RNA ribossômico (ULIANA et al., 

1994); seqüências genômicas repetitivas (RODRIGUEZ et al., 1997); genes 

de RNA derivados de mini-exon utilizados para diferenciação de 

leishmânias do Velho e Novo Mundo (VAN EYS et al., 1992; FERNADEZ et 

al.,1994; HARRIS et al.,1998) e o gene da Glucose-6-Fosfatase 

Desidrogenase (G6PD) que identifica espécies de Leishmania (CASTILHO et 

al., 2003). O método também pode ser associado com outras técnicas 

como PCR–ELISA (SANCHES et al., 2001) e PCR-RFLP (VOLPINI et al., 

2001).  

 

Para fins epidemiológicos e de programas de controle de 

Leishmaniose, a identificação taxonômica do agente etiológico no inseto 

vetor é de extrema importância clínica e o uso de técnicas moleculares 

como a PCR, está permitindo grandes avanços na sensibilidade e 

identificação do parasito (CABRERA et al., 2002). 

 

A pesquisa de flagelados no tubo digestório do vetor e 

reconhecimento da espécie, normalmente é feita por microscopia, após 

dissecação segundo protocolo de Johnson e colaboradores (SILVA et al., 

2001) ou tentativa de isolamento do agente. Apesar de pequenas 

diferenças na localização do parasito no tubo digestivo do vetor, estes 
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parasitos assumem formas flageladas indistinguíveis entre as espécies de 

leishmânia, bem como de outras espécies de flagelados, como Crithidia, 

Trypanossoma e Endotrypanum (NEVES 1991), o que complica a 

identificação da leishmânia no vetor. 

 

O uso da PCR aumentou a sensibilidade e especificidade de 

identificação do parasito (CABRERA et al., 2002). Estudos epidemiológicos 

utilizando primers de kDNA identificaram menos de três parasitos por 

flebotomíneo (ARANSAY et al., 2000; MIRANDA et al., 2002). Jorquera et 

al. (2005) encontraram flebotomíneos naturalmente infectados por L.(V.) 

braziliensis e L.(L.) mexicana na Venezuela. Utilizando a técnica de PCR, 

Cáceres et al. (2004), puderam incriminar, a espécie Lutzomyia 

ayacuchensis como único vetor de leishmânia do subgênero Viannia nos 

Andes. Em um surto epidêmico na Índia (1990-1992) a presença de DNA 

de Leishmania (L.) donovani em vetores foi detectada pela reação de PCR, 

tendo como alvo seqüências de mini-exon e gpG3 mRNA (MUKHERJEE et 

al., 1997). Por meio de amplificações, a partir de seqüências de mini-exon, 

demonstrou-se que isolados de Lutzomyia tuberculata no Pará pertenciam 

ao subgênero Viannia (BRAGA et al., 2003). Leishmania (L.) infantum 

chagasi e L.(L.) amazonensis também foram identificadas em insetos de 

campo capturados em Dourados (MS), utilizando-se seqüências de mini-

exon (PAIVA et al., 2006). 
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Em nossos estudos, para a identificação de DNA de leishmânia, 

utilizamos seqüências deduzidas a partir de regiões do mini-exon 

encontrada em todos os Kinetoplastida. Esta região apresenta cerca de 

100 a 200 cópias no genoma nuclear, constituído de três partes: um exon 

que é altamente conservado entre as espécies, um intron moderadamente 

conservado entre as espécies pertencentes ao mesmo subgênero e uma 

região intergênica mais divergente entre as espécies, sendo ausente em 

hospedeiros vertebrados ou invertebrados (FERNANDES et al., 1994) 

considerada ideal para diagnóstico, sendo capaz de distinguir as várias 

espécies de leishmânia e outros tripanosomatídeos (PAIVA et al., 2006). 

 

 

1.5 Hábito Alimentar 

 

Uma vez que a circulação das leishmânias de um mamífero a outro, 

na natureza, é assegurada pela atividade alimentar dos flebotomíneos 

(KILLICK-KENDRICK e WARD, 1981), o estudo de seu conteúdo estomacal 

é de grande significado ecológico e epidemiológico, pois além de permitir 

descobrir sua preferência alimentar, pode também fornecer subsídios para 

a indicação de reservatórios potenciais de leishmaniose e o possível papel 

protetor ou atrativo que certos animais poderiam desempenhar em relação 

ao homem na área de transmissão destes parasitos (FERREIRA, 1945). 
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Métodos imunológicos para detecção de sangue ingerido em 

artrópodes são utilizadas desde 1900, quando a técnica de precipitina foi 

adaptada para a determinação da fonte alimentar em mosquitos e outros 

insetos. A técnica imunoenzimática (ELISA), foi posteriormente adaptada 

ao estudo do hábito alimentar em culicídeos, tornando-se uma alternativa 

para a identificação de sangue ingerido (EDRISSIAN e HAFIZI, 1982) e esta 

vem sendo aperfeiçoada ao longo dos anos (BLACKWELL et al., 1995; 

GOMES et al. 2001; MWANGANGI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008b). 

 

Vários métodos são utilizados para identificar ao nível de espécie a 

fonte alimentar dos insetos. Ensaios imunológicos (teste de precipitação, 

difusão em gel e ELISA) são amplamente utilizados, entretanto estas 

técnicas apresentam a possibilidade de reações cruzadas, requerem a 

produção de anticorpos específicos para as potenciais fontes e são 

incapazes de apontar reservatórios não esperados (HAOUAS et al., 2007; 

CHOW et al., 1993). 

 

Dada a problemática da detecção de proteínas em pequenas 

quantidades de sangue ingerido, técnicas moleculares, como a PCR, foram 

adaptadas à identificação das possíveis fontes alimentares, fornecendo 

assim, informações aos estudos de hábito alimentar de insetos vetores, 

incluindo carrapatos (ESTRADA - PEÑA et al., 2005), triatomíneos 

(BOSSENO et al., 2006), culicídeos, entre outros (KENT e NORRIS 2005; 

MOLAEI et al., 2008). Mais recentemente a identificação de hábito 
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alimentar por PCR está sendo utilizada em flebotomíneos, com o uso do 

gene prepronociceptin (HAOUOS et al., 2007) e regiões do citocromo b 

(SANT´ANNA et al., 2008). 

 

Muitos pesquisadores utilizam marcadores de genes mitocondriais 

tais com o citocromo b (cyt b) para detecção de hábito alimentar de vários 

vetores (COULSON et al., 1990; KIRSTEN e GRAY, 1996; KENT e NORRIS, 

2005; MOLAEI, et al., 2008). Entre as vantagens deste marcador, está sua 

localização no genoma mitocondrial (que não sofre recombinação) e a 

disponibilidade de seqüências completas no “Genbank”, permitindo uma 

comparação extensa entre as espécies (PERKINS e SCHALL, 2002). Alguns 

protocolos são baseados também em trabalho anterior de Irwin et al. 

(1991), onde os autores descrevem primers capazes de amplificar o gene 

citocromo b de vários mamíferos. 

 

Quando se trabalha com quantidades pequenas de DNA, o DNA 

mitocondrial torna-se molécula valiosa já que um número irregular de 

mitocôndrias pode estar presente em uma única célula, ocupando até 17% 

do volume total da célula. Embora os eritrócitos imaturos percam suas 

mitocôndrias durante os estados finais de maturação, outras células 

sanguíneas como leucócitos e mesmo o tecido epitelial, contribuem com 

números significativos de mitocôndrias (TYLER, 1992). 
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1.6 Leishmaniose no Mato Grosso do Sul 

 
O Estado do Mato Grosso do Sul, está situado ao sul da região 

Centro Oeste do Brasil, possui área total de 358.158,7 km2 e população de 

2.265.813 habitantes (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - 

IBGE, janeiro de 2009). Tem a cidade de Campo Grande como sua capital 

e é composto por 78 municípios (Figura 5), fazendo fronteira a oeste com a 

Bolívia, a oeste e sul com o Paraguai, limita-se a leste com Minas Gerais e 

São Paulo, ao sul com o Estado do Paraná e ao norte com Mato Grosso e 

Goiás (GOVERNO DO ESTADO DO MATO GROSSO DO SUL, 2009). 
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Figura 5. Mapa do Estado do Mato Grosso do Sul. 

Fonte: br.geocities.com/serraverde/pantanal/foto/mapa_municipios.gif. 

 

 

Dados de literatura apontam a presença de leishmaniose visceral 

em Mato Grosso, hoje Mato Grosso do Sul, desde o início do século XX, 

uma vez que o primeiro caso humano autóctone do continente americano, 
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diagnosticado em 1913, em Assunção, era procedente de Porto Esperança, 

município de Corumbá, MS (MIGONE, 1913; DEANE, 1956). Foram 

registrados, ainda, casos esporádicos da doença na zona rural de outros 

municípios, no transcorrer do século (ARRUDA et al., 1949; CHAGAS e 

CHAGAS, 1938; OLIVEIRA, 1938). 

 

Desde o início da década de 80, a presença de LV é notificada em 

Mato Grosso do Sul (MS), nos municípios de Ladário e de Corumbá, 

juntamente com a ocorrência de cães com aspectos sugestivos da doença, 

sendo diagnosticada infecção por L. (L.) infantum chagasi em 8,7% de 481 

cães examinados (NUNES et al.,1988). Em anos mais recentes, a doença 

vem atingindo os municípios de Dois irmãos do Buriti, Bodoquena, 

Miranda, Aquidauana, Anastácio, Antônio João e Campo Grande (NUNES 

et al., 2001). 

 

A partir de 1995 observa-se um processo lento de expansão da 

doença, abrangendo 11 municípios dos quais Aquidauana e Anastácio 

distam 270km de Corumbá. Em 1999 foram notificados 61 casos, com 9 

óbitos e metade das notificações em crianças com menos de 10 anos 

(CORTADA et al., 2004). 

 

Nos anos posteriores, a leishmaniose vísceral continua seu processo 

de expansão. Em 2007, 41 municípios haviam sido atingidos pela doença, 

sendo Campo Grande, Três Lagos, Aquidauana, Corumbá, Anastácio e 
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Brasilândia classificados como de transmissão intensa; Miranda e Terenos 

como transmissão moderada e o restante classificados como transmissão 

esporádica (MATO GROSSO DO SUL, 2007). 

 

Em 2002 surgiram as primeiras notificações de LV humana 

autóctone em Campo Grande, com 19 casos confirmados. Atualmente, a 

capital apresenta o maior número de casos, em 2006 foram confirmados 

165 casos com 11 óbitos, sendo registrados em 2007, 142 casos da 

doença, acometendo populações rurais e urbanas, jovens e adultos (MATO 

GROSSO DO SUL, 2007). 

 

Com relação à fauna flebotomínea em Corumbá as espécies mais 

encontradas foram Lutzomyia cruzi seguida por Lutzomyia forattini e 

Evandromyia corumbaensis, encontradas no intra e peridomicílio e com 

elevada antropofilia no caso das duas primeiras espécies, sugerindo a 

participação destas na veiculação da leishmânia (GALATI et al., 1997). Em 

1998, nesta mesma área, foram encontradas Lu. cruzi naturalmente 

infectadas e em 2003 a presença de Lu. longipalpis, acrescentou uma nova 

variável na epidemiologia da doença (SANTOS et al., 1998, 2003). 

 

Oliveira et al. (2003) demonstraram a presença desta espécie 

comprovadamente vetora de LV, na área urbana, ocorrendo em simpatria 

com Lu. cruzi, que demonstraram evidências de transmissão em Corumbá 

e Ladário (GALATI et al., 1997; SANTOS et al., 2003). 
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Nos últimos anos é evidente a adaptação de Lu. longipalpis em áreas 

urbanas, como Campo Grande (OLIVEIRA et al., 2006). 

 

Apesar do crescente número de casos, o conhecimento de vários 

aspectos epidemiológicos da Leishmaniose Tegumentar no Estado ainda é 

incipiente. De acordo com a Secretaria do Estado do Mato Grosso do Sul, 

casos de LT são notificados desde 1975 e atingem quase todos os 78 

municípios, com maior incidência em Aquidauana, Bodoquena, Bonito, 

Campo Grande, Coxim e Nioaque, o estado apresentou 4.567 casos da 

doença confirmados de 1990 a 2008 (SINAN/SVS/MS, 2008). 

 

Nunes et al. (1995) e em 2001, identificaram em Corguinho e em 

Bonito respectivamente, a presença de L.(V.) braziliensis em áreas de 

ocorrência da doença, mas desconhecem a real etiologia da maioria dos 

casos de LT em Mato Grosso do Sul. A doença acometeu ambos os sexos, 

com predomínio do sexo masculino, com idade acima de 20 anos e 

procedentes de área rural. 

 

Ressalta-se a identificação de Leishmania (L.) amazonensis em área 

de treinamento militar no ano de 2001, com o diagnóstico de nove casos 

da doença em militares procedentes do município de Bela Vista (DORVAL 

et al., 2006), revestindo-se de importância este achado, não só pela 

diversidade e gravidade das formas clínicas na parasitose causada por 

esta espécie, assim como pela expansão geográfica de sua área de 
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ocorrência. 

 

Em Campo Grande, os casos notificados como autóctones sugerem 

a ocorrência de transmissão urbana, mas é possível que ocorra confusão 

na interpretação do local de infecção (YARZON et al., 2003). 

 

Em estudos de fauna, Galati et al. (1996), encontraram em 

Corguinho e Assentamento Guaicurus, município de Bonito, Nyssomyia 

whitmani como espécie mais abundante em todos os ecótopos, sendo 

atribuído a esta espécie o papel de vetora de LT por sua elevada 

antropofilia, juntamente com o encontro de flagelados no intestino médio e 

posterior com taxa de infecção de 0,16%, em área de encontro de L.(V.) 

braziliensis (NUNES et al., 1995). 

 

No município de Campo Grande, Oliveira et al. (2003), relataram a 

ocorrência de três espécies incriminadas como vetoras de LT, Ny. 

whitmani, Bichromomyia flaviscutelata e Migonemyia migonei, capturadas 

em área urbana. 

 

Dorval (2006) em estudos epidemiológicos no município de Bela 

Vista, constatou a presença de Bi. flaviscutelata (vetor de L. (L.) 

amazonensis), assim como as espécies Lu. longipalpis e Ny. whitmani. 
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Em Mato Grosso do Sul, assim como em outras áreas brasileiras, 

tanto a forma tegumentar como a visceral de leishmaniose encontram-se 

em processo de expansão geográfica.  

 

Sendo assim, a fim de se verificar a infecção natural dos 

flebotomíneos e identificar as espécies de leishmânias em isolados de 

pacientes e de cão, pelas várias espécies de leishmânias que circulam nas 

áreas do Mato Grosso do Sul, utilizaremos a técnica da reação em cadeia 

de polimerase (PCR). Para avaliar a epidemiologia e ecologia dos vetores 

pretendemos padronizar uma técnica de PCR capaz de identificar a fonte 

alimentar de flebotomíneos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

Determinar a infecção natural por leishmânias em vetores e 

material biológico do estado do Mato Grosso do Sul assim como 

padronizar a identificação do hábito alimentar em espécies de 

flebotomíneos 

 

 

2.2 ESPECIFÍCOS 

 

Identificar gênero e espécie de leishmânias em: 

a) flebotomíneos capturados em campo;  

b) amostras humanas e caninas isoladas em hamster, por meio 

da técnica de PCR; 

 

c) padronizar, por meio da técnica de PCR, metodologia capaz de 

identificar o hábito alimentar de flebotomíneos capturados em 

campo.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Descrição das Áreas: CAMPO GRANDE E BELA VISTA 

 

Grande parte do material utilizado neste projeto é proveniente da 

área urbana do município de Campo Grande e do município de Bela Vista, 

Estado do Mato Grosso do Sul. 

 

 

3.1.1 Campo Grande 

 

Campo Grande, com 8.096 km2, está localizado na porção central do 

Mato Grosso do Sul, ocupando 2,26% da área total do Estado e com 

747.189 habitantes. Segundo dados do IBGE (2008), suas coordenadas 

geográficas são 200 26’ 34” latitude Sul e 540 38’ 47” longitude Oeste, e 

sua altitude varia entre 500 e 675 metros. A capital localiza-se na zona 

neotropical pertencente aos domínios da região fitogeográfica do Cerrado, 

o clima predominante é do tipo tropical chuvoso de Savana, sub-tipo AW 

(classificação de Köppen), com período definido de seca durante meses 

mais frios (média 18 0C) e um período chuvoso durante meses mais 

quentes, aproximadamente 25 0C. 
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3.1.1.1 Pontos de captura dos flebotomíneos 

 

 

As coletas foram realizadas em três regiões da capital com 

armadilhas tipo CDC (CENTER OF DISEASES CONTROL) no período de 

dezembro de 2003 a novembro de 2005, sendo estas: 

 

 Região Oeste: denominada de Mata do Zé Pereira, localizada 

na Vila do Zé Pereira, bairro criado por programa de desfavelamento; 

 

 Região Sul, Chácara Wood, Jardim Monte Alegre; 

 

 Região Central, Vila Bandeirantes. 

 

Os locais das capturas compreendem áreas de mata residual, 

próximos a residências, peridomicílio (várias espécies de árvores frutíferas, 

galinheiro, canil) e intradomicílio (casa de alvenaria), cujos critérios de 

seleção basearam-se na densidade e diversidade de flebotomíneos 

adquiridos a partir de estudos realizados por Oliveira et al. (2008a). 
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3.1.2 Bela Vista 

 

O município de Bela Vista situa-se na parte sudoeste do Mato 

Grosso do Sul, dista 349 Km de Campo Grande, ocupando uma área de 

5.315 Km2 e com população em torno de 22.868 habitantes (IBGE, 2008). 

Suas coordenadas geográficas são latitude Sul 220 06’ 32” e longitude 

Oeste 560 31’ 16”. Atualmente 80% do município está ocupado por 

atividades agrícolas e pecuaristas, restando apenas algumas formações do 

tipo Floresta Estacional Semidecidual. 

 

 

3.1.2.1 Local de captura 

 

As capturas neste município deram-se no 100 Regimento de 

Cavalaria Mecanizada (RCMEC), localizado nesta área desde 1906, com 

200 hectares, margeado pelo Córrego Candelão, onde cerca de 50 hectares 

são utilizados como centro de instrução para atividades de treinamento 

diurno e noturno. As capturas foram realizadas no período de fevereiro de 

2004 e janeiro de 2006, na mata (vegetação arbórea densa com pontos 

sujeitos a alagamento), utilizando armadilhas automáticas luminosas tipo 

CDC e Disney como também barraca Shannon (SHANNON 1939). 

 

A escolha do local de captura e estudos entomológicos foi realizada 

por Dorval (2006). 
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3.2 Amostragem 

 

3.2.1 Flebotomíneos capturados em campo 

 

As várias espécies de flebotomíneos utilizadas para identificação 

molecular de leishmânias foram fornecidas pelas Profas. Maria Elizabeth 

M. C. Dorval e Alessandra G. de Oliveira do laboratório de Parasitologia da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), sendo capturados 

em Campo Grande e Bela Vista, áreas onde casos de Leishmaniose 

Tegumentar e Visceral foram notificados. A nomenclatura adotada para a 

identificação dos insetos foi a preconizada por Galati (2003). 

 

Amostragem de Campo Grande: 

 

Dos 2.638 insetos capturados, a grande maioria foi identificada 

como Lutzomyia longipalpis. As demais espécies foram capturadas em 

menor numero e foram as seguintes: Nyssomyia antunesi, Micropygomyia 

quinquefer, Psathyromyia aragaoi, Ps. claustrei, Ps. hermanlenti, Pintomyia. 

christenseni, Pi. damascenoi, Evandromyia termitophila e Ev. cortelessi 

(Quadro 2). 
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Amostragem de Bela Vista: 

 

Obteve-se 825 insetos, sendo a maioria pertencente à espécie 

Bichromomyia flaviscutelata. As demais, em menor número foram: 

Brumptomyia brumpti, Ev. aldafacae, Ev. bourrouli, Ev. corumbaensis, Ev. 

sallesi, Ps. punctigeniculata (Quadro 3). 

 

Outras espécies comuns às duas áreas também nos foram enviadas: 

Lu. longipalpis, Bi. flaviscutelata, Br. sp, Br. avellari, Ev. lenti, Ev. 

teratodes, Sciopemyia sordelli, Ny. whitmani, Ps. campograndensis e Ps. 

shannoni. 
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Quadro 2- Espécies de flebotomíneos utilizados para identificação 

molecular de leishmânia de Campo Grande (MS), capturadas nos períodos 

de 2003-2004 e 2004-2005. 

Espécies Número (2003-2004) Número (2004-2005) 
Lu. longipalpis 427 1722 
Ev. termitophila 24 69 
Ny. antunesi 1 55 
Ps.claustrei 38 33 

Os. hermanlenti 13 30 
Ev. lenti 16 29 

Ps. aragaoi 8 27 
Ny. whitmani 11 25 
Mi. quinquefer 5 23 
Pi. christenseni 4 33 
Ev. cortelessi 5 9 
Ps. shannoni 4 5 

Ps. campograndensis 4 3 
Br. sp 2 0 

Sc. sordelli 1 1 
Bi. flaviscutelata 0 2 
Pi. damascenoi 0 2 
Ev. teratodes 0 1 
Br. avellari 0 6 

TOTAL 563 2075 
Fonte: Profa. Alessandra G. de Oliveira do laboratório de Parasitologia da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



PAIVA, Byanca (2009)      - 57 - 

 
 

Quadro 3- Espécies de flebotomíneos utilizados para identificação 

molecular de leishmânia de Bela Vista (MS), capturadas entre 2004 e 

2006. 

Espécies Número 
Bi. flaviscutelata 448 
Ev. bourrouli 98 

Ps. punctigeniculata 75 
Ev. lenti 51 

Br. brumpti 43 
Ps. shannoni 39 
Lu. longipalpis 34 
Br. avellari 16 
Sc. sordelli 7 

Ps. campograndensis 3 
Br. sp 3 

Ny. whitmani 2 
Ev. corumbaensis 2 

Ev. sallesi 1 
Ev. aldafacae 1 
Ev. teratodes 1 

TOTAL 825 
Fonte: Profa. Maria Elizabeth M. C. Dorval do laboratório de Parasitologia da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) 
 

 

Os flebotomíneos foram recebidos mortos em “pools” de 2 a 10 

insetos/tubo tipo eppendorf e alguns nos foram enviados individualmente. 

Estes estavam imersos em isopropanol e foram mantidos a 40C até o 

processamento. A taxa mínima de infecção natural destes insetos foi 

calculada pela formula: TM= n0 de grupos positivos (“pool”) x 100/ n0 total 

de insetos (PAIVA et al., 2006). 
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A constituição dos “pools” foi realizada de acordo com a espécie, 

local e data de captura. 

 

A nomenclatura adotada está de acordo com classificação de Galati 

(2003). 

 

 

3.2.2 Amostras de tentativas de isolamento 

 

Todas as amostras foram coletadas com consentimento prévio dos 

pacientes. Estes protocolos foram aprovados pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). 

 

Os aspirados e biópsias humanas são em sua maioria provenientes 

de Campo Grande e de alguns municípios vizinhos da Capital do MS. 

 

Após passarem por avaliação clínica, os pacientes foram 

encaminhados ao laboratório de Parasitologia da UFMS, onde sangue 

medular e biópsia de lesão foram semeadas em culturas e inoculadas em 

hamster. Estes animais permaneceram no laboratório sob observação pelo 

período de 4 a 6 meses, nos casos suspeitos de LV, e aproximadamente 1 

ano para LT. 
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As amostras dos cães provêm de Bela Vista (100 Regimento Militar), 

onde foram realizados, para fins de pesquisa, aspirados de medula e 

linfonodo como também biópsia de pele. Após eutanásia dos animais, os 

fragmentos de fígado, baço e linfonodo foram recolhidos e realizados 

procedimentos de isolamento como descrito acima. Todo este 

procedimento é realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses.  

 

Para a identificação molecular de leishmânia foram utilizados 

fragmentos de pele, fígado, baço e linfonodo dos hamsters inoculados, 

sendo 213 amostras humanas, coletadas nos anos de 2003 a 2005 e 10 

amostras de cães, coletadas nos períodos de 2004 a 2006. 

 

Todo o material foi enviado em tubos criogênicos imersos em 

tampão NET (NaCl 150mM, EDTA 50mM, Tris-HCl 100mM, pH 7,5) 

(CASTILHO et al., 2003), mantidos a aproximadamente 40C ate o 

processamento. 

 

 

3.3 Técnicas Moleculares 

 

3.3.1 Extração de DNA para identificação de Leishmânias 

 

Para a detecção da infecção natural de flebotomíneos por 

leishmânias, o DNA foi extraído a partir de “pool” de insetos ou 
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individualmente, onde, após maceração, os mesmos passaram por ciclos 

de congelamento e descongelamento e incubação com proteinase K (PAIVA 

et al., 2007). 

 

Para as amostras de tecidos dos isolados, utilizamos o protocolo de 

extração clássica com lavagens de TE (10mM Tris- HCl, pH 8.0/ 1mM 

EDTA pH8.0) e fenol/clorofórmio. Para purificação de DNA, utilizamos o 

Kit QIAamp DNA extraction - Qiagen (PAIVA et al., 2004). 

 

 

3.3.2 Identificação do gênero e espécies de leishmânias em tecidos e 

em flebotomíneos 

 

As linhagens de Leishmania (Viannia) braziliensis 

(MHOM/BR/1975/M2903), Leishmania (Viannia) guyanensis 

(MHOM/BR/1975/M4147), Leishmania (Leishmania) amazonensis 

(IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania (Leishmania) infantum chagasi 

(MHOM/BR/1974/PP75(M2682), utilizadas como controle, são mantidas 

em nitrogênio liquido ou em cultivo em suspensão em meio M199. 

 

As amostras foram amplificadas com primers, que tem como alvo 

seqüências de mini exon capazes de identificar as espécies de leishmânia 

(PAIVA et al., 2006 e 2004). Nos casos em que os primers gênero específico 

(PG) resultaram fragmentos positivos para o subgênero Viannia, além da 
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amplificação com primers específicos para este subgênero (PV), enzimas 

HaeIII e NcoI (MARFURT et al. 2003) foram utilizadas para a diferenciar as 

espécies de leishmânias.  

Segue abaixo as seqüências de primers utilizadas para as reações: 

 

PG  

LG1-(22 mer)tttattggtatgcgaaacttcc 

LG2-(25 mer)gaaactgatacttatatagcgttag 

 

 

PV 

LV1-(18 mer)cgtcttccggcaacattt 

LV2-(20 mer)cgttagttggaagcccaagg 

 

A reação foi realizada em volume final de 25 ul, utilizando-se os 

primers PG e PV, seguindo o seguinte protocolo: 5 ul de DNA, 0,2 ul Taq 

DNA polimerase (5 U/ul), 2,5 ul tampão 10x, 2 mM de MgCl2, 2 ul 

dNTPmix (25 mM); 1 ul de cada primer (10 uM) e 2,5 % de formamida.  

 

Condições de reação com PG: 95 oC por 5 minutos, para 

desnaturação inicial, seguida de 35 ciclos de 95 oC por 1 minuto, 50 oC 

por 30 segundos, 73 oC por 1 minuto e um ciclo final de 72 oC por 6 

minutos. 
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A reação com PV seguiu as seguintes condições: 95 oC por 5 

minutos, para desnaturação inicial, seguida de 35 ciclos de 95 oC por 1 

minuto 55 oC por 30 segundos, 73 oC por 1 minuto e um ciclo final de 

72oC por 6 minutos. 

 

Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose a 1,8 % corado 

com brometo de etídeo (0,5 ug/ml), sob luz UV(ultravioleta). As amostras 

positivas com os primers PG resultaram em fragmentos de: 260 pb (L.(L) 

amazonensis); 230 (L. (V) braziliensis e L.(V) guyanensis), 360(L.(L) chagasi) 

e 410 pb para outros tripanossomatídeos (Crithidia fasciculata e 

Endotrypanum shaudini) (PAIVA et al., 2006). As amostras positivas para o 

subgênero Viannia (PV) resultaram em fragmentos de 177 bp (PAIVA et al., 

2004).  

 

Foram utilizados padrões de peso molecular de 100 pb e 50 pb 

(Invitrogen e Fermentas respectivamente) e controles positivos e negativos 

(amostras sem DNA ou sabidamente negativas) em todas as reações de 

PCR. 

 

3.3.2.1 RFLP (Restriction fragment length polymorphism) para 

diferenciação de leishmânias do subgênero Viannia 

 

Foram digeridos 5 µl do produto de PCR (PG) com 1 U de Hae III e 

posteriormente outra reação foi realizada com 1U de NcoI (Amersham 
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Biosciences) por 1 hora a 37 0C. Após a dupla digestão, os fragmentos 

foram separados em gel de agarose 2.5 % ou gel de poliacrilamida 10 % 

corado com nitrato de prata. 

 

3.4 Padronização da técnica de PCR para hábito alimentar 

 

3.4.1 Repasto Sanguíneo 

 

A fim de se padronizar a técnica de PCR para a detecção do hábito 

alimentar dos flebotomíneos, as seguintes amostras sanguíneas de 

animais foram utilizadas: humano (Homo sapiens), camundongo (Mus 

musculus), cão (Canis familiares), galinha (Gallus domesticus), cavalo 

(Equus caballus), gambá (Didelphis marsupialis), cachorro do mato 

(Cerdocyon thous), porco (Sus scrofa domestica) e capivara (Hydrochaeris 

hidrochaeris), cedidas por pesquisadores colaboradores (Adolfo Lutz, 

Butantã, FIOCRUZ, DEPAVE, SUCEN e IMT). Todas as amostras de 

sangue estavam conservadas em EDTA e mantidas a -20 0C. Utilizamos 

também DNA de flebotomíneo como controle negativo.  

 

 

3.4.2 Vetores 

 

Para a padronização da técnica foram utilizados as seguintes 

espécies ingurgitadas: 14 espécimes de Nyssomyia intermedia 
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provenientes de colônia, fornecidos pelo laboratório de Entomologia da 

Faculdade de Saúde Pública da USP, 15 espécimes de Aedes aegypti de 

colônia cedidos pelo laboratório de Mosquitos Geneticamente Modificados 

do Instituto de Ciências Biomédicas da USP, 5 espécimes de Anopheles 

kerteszia cruzii capturados em campo (Petar, Vale do Ribeira – SP, 2007) e 

56 exemplares de Lutzomyia longipalpis de campo, capturados em Campo 

Grande (MS) em uma única armadilha instalada em um galinheiro. Todos 

os insetos chegaram identificados, imersos individualmente em 

isopropanol e mantidos a 4 0C. 

 

 

3.4.3 Extração de DNA 

 

A extração de DNA de sangue total foi realizada com Kit comercial 

Wizard®Genomic DNA Purification Kit Promega (Madison, USA). 

 

A extração de DNA de sangue foi realizada a partir de um volume 

inicial de 300 µl, já para os flebotomíneos, 100 µl de cell lysis solution 

(solução 1) foi adicionado para cada tubo contendo um inseto seco. Este 

foi macerado e adicionado mais 800 µl da solução 1. A partir deste passo, 

seguiu-se as instruções do fabricante, sendo o DNA final hidratado em 20 

µl de TE. 
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A extração de DNA que é realizada para identificação de leishmânia 

em insetos também foi testada para este fim. 

 

 

3.4.4 Identificação de DNA das fontes de alimentação dos 

flebotomíneos 

 

Para a identificação das fontes alimentares, utilizamos a 

metodologia descrita por Kirstein e Gray (1996). Os autores utilizaram a 

técnica de PCR-RFLP onde fragmentos do DNAmt foram amplificados 

utilizando-se primers degenerados que tem como alvo regiões conservadas 

do gene citocromo b seguidos de digestão por várias enzimas de restrição. 

 

Os primers utilizados foram: 

 

cytb1 – (23 mer)ccatgaggacaaatatcattctg 

cytb3 – (23 mer)gggtgttcd(g/a)actggy(c/t)tgb(g/t/c)ccy(c/t)cc 

 

A reação com volume final de 25 µl foi composta por 1 U de Taq 

DNA polimerase, 2,5 µl de tampão 10X, 200 µM de dNTPs, 2 mM de 

MgCl2, 1 µM de primer e 5 µl de DNA. A PCR foi realizada com 

desnaturação inicial de 94 0C por 3 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94 

0C por 1 minuto, 55 0C 2 minutos, 72 0C 1 minuto e meio e extensão final 
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de 72 0C por 5 minutos. O fragmento de 630 pb foi visualizado em gel de 

agarose 1,5 % corado com brometo de etídeo sob luz UV. 

 

Uma alíquota de 5 µl do produto de 630 pb foi digerida com 1.5 U de 

HaeIII e DdeI (Promega) por 1 hora a 37 0C, sendo o perfil visualizado em 

gel de agarose 2 %. 

 

 

3.4.5 Clonagem e sequenciamento das fontes alimentares 

 

Para confirmar os perfis de restrição o DNA amplificado das fontes 

alimentares foi clonado, seqüenciado e suas seqüências submetidas ao 

programa restriction mapper (http://www.restrictionmapper.org/) com as 

enzimas utilizadas na reação. 

 

Nos procedimentos citados acima foram utilizados os Kits 

comerciais: para clonagem TOPO TA Cloning ® Kit for Sequencing 

(Invitrogen), extração de DNA de Plasmídeo GFXTM Micro Plasmid Prep Kit 

(GE Healthcare) e sequenciamento Big Dye Terminator v.3.1 (Applied 

Biosystems). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Padronização RFLP para subgênero Viannia 

 

A procura de sítios de restrição existentes nos produtos 

amplificados do subgênero Viannia revelou que L. (V.) braziliensis possui 

sítio específico para enzima HaeIII, inexistente em L. (V.) guyanensis. A 

enzima NcoI, não diferencia as duas espécies, pois possuem o mesmo sítio 

de restrição (Figura 6). 

 

A figura 6 mostra o perfil de restrição dos amplificados de 230 pb 

gerados a partir dos primers gênero específicos PG. Verifica-se que a 

enzima HaeIII mostra duas bandas, uma de 110 e outra de 120 pb 

aproximadamente, para L.(V.)braziliensis, já a enzima NcoI cortou as 

seqüências de L.(V.)braziliensis e L.(V.)guyanensis em duas posições 

iguais, gerando bandas de 175 e 55 pb (Tabela1). Sendo assim, a enzima 

NcoI foi descartada para experimentos posteriores.  
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Figura 6: PCR-RFLP Viannia. Gel de agarose a 2,5%. 1- Pm 100pb, 2- L.(V) 
braziliensis + HaeIII, 3- L.(V.) braziliensis + NcoI, 5- L.(V.) 
guyanensis + HaeIII, 6- L.(V.) guyanensis + NcoI. 
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Tabela 1: Perfil de restrição PCR-RFLP mini-exon, para amplificados 

espécie especifico PG. 

 HaeIII NcoI 

L.(V.)braziliensis(230pb) 110 e 120pb 175 e 55pb 

L.(V.)guyanensis(230pb) Não corta 175 e 55pb 

 

 

Os perfis de restrição gerados foram confirmados pelo programa 

restriction mapper (www.restrictionmapper.org). 

 

 

4.2 Identificação de Leishmânias 

 

4.2.1 Flebotomíneos capturados em Campo Grande 

 

Na capital Campo Grande, durante todo o período de captura (entre 

2003-2005) a taxa mínima de infecção (TM) detectada foi de 0,64%. 

 

No período entre 12/2003 e 08/2004 em um total de 563 insetos 

processados a TM foi de 1,6% para todas as espécies e 0,94% somente 

para Lu. longipalpis, sendo que todos os espécimes estavam infectados por 

L.(V.)braziliensis. Os flebotomíneos positivos na PCR gênero especifica (PG) 

apresentaram amplificação de 230 pb (Figura 7) e para subgênero Viannia 
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(PV) fragmento de 177pb (Figura 8). O RFLP com HaeIII gerou duas 

bandas de 110 e 120 pb (Figura 9). 

 

 

 

Figura 7: Perfil de amplificação PG dos flebotomíneos de Campo Grande (MS) do 
10 período. Gel de agarose a 1,8%, Pm 100pb, c+ L.(V.)braziliensis. 
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A 

 

B 

Figura 8: Perfil de amplificação Viannia (PV) dos flebotomíneos de Campo Grande 
(MS) do 10 período (A e B). Gel de agarose a 1,8%, Pm 100pb, c+ 
L.(V.)braziliensis. 
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Figura 9: PCR-RFLP flebotomíneos de Campo Grande-MS do 10 período. Gel de 
poliacrilamida a 10%, 1-Pm 100pb, 2-8 flebotomíneos positivos para 
Viannia e 9- controle sem digestão com HaeIII. 

 

 

Do total de 2.075 flebotomíneos testados entre o período de 

09/2004 e 11/2005, todos resultaram positivos para L.(L.) amazonensis. A 

TM foi de 0,38% para todas as espécies testadas, sendo que para Lu. 

longipalpis está foi de 0,29%. Os positivos para PG apresentaram 

amplificações de 260pb (Figura 10) e negativos para PV.  

 

 



PAIVA, Byanca (2009)      - 73 - 

 

Figura 10: Perfil de amplificação PG dos flebotomíneos de Campo Grande (MS) 
do 20 período. Gel de agarose a 1,8%, Pm 100pb e c+ L.(V.) 
braziliensis. 

 

 

Os flebotomíneos infectados por L. (V.) braziliensis foram capturados 

nas regiões Sul e Oeste e os infectados por L.(L.) amazonensis procederam 

da região Oeste da Capital, sendo capturados nos seguintes habitats: 

intradomicílio, peridomicílio e mata (Figura 11 e Tabela 2). 
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Figura 11: Mapa de Campo Grande com as localizações dos flebotomíneos 
infectados. 

 

 

Observa-se que houve um intervalo de 6 meses entre as capturas 

dos flebotomíneos infectados por L.(V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis. 

 

Foram processados 234 flebotomíneos individualmente e 314 em 

“pools” de 2 a 10 insetos, sendo que nos foram enviados 830 insetos no 

primeiro ano e 1.245 no segundo ano. Dentre os pools positivos a metade 

possuía 1 inseto por tubo. 
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Tabela 2: Espécies de flebotomíneos infectados provenientes de Campo 

Grande, durante o primeiro e segundo período de captura. 

2003-2004(“pools”) 

L.(V.) braziliensis 

2004-2005(“pools”)  

L.(L.) amazonensis 

*#Lu.longipalpis (4), intra e 

peri 

*#Lu.longipalpis (5), intra e 

mata 

*Ny. whitmani (1), peri #M. quinquefer (1), mata 

*Ev. lenti (1), peri #Pi.christenseni (2), peri 

*Ps. claustrei (1), mata  

#Ps. aragaoi (1), mata  

*M. quinquefer (1), mata  

Total: 9 positivos Total: 8 positivos 

*individual, # pool 

 

 

4.2.2 Isolados de casos humanos de Campo Grande e outros 

municípios 

 

Dos 213 casos que se tentaram isolar em animais 5 foram 

identificados como L.(V.) braziliensis, demonstrando amplificações para PG 

(Figura 12), PV (Figura 13) e digestão com HaeIII (Figura 14). 
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Figura 12: Perfil de amplificação PG das amostras humanas. Gel de agarose a 
1,8% agarose, Pm 100pb e c+ L.(V.)guyanensis. 
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Figura 13: Perfil de amplificação PV das amostras humanas. Gel de agarose a 
1,8%, 1-Pm 100pb, 2-7 amostras positivas, 9-Pm 100pb, 13-c+ 
L.(V.)guyanensis, 15-br. 
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Figura 14: PCR-RFLP amostras humanas. Gel de poliacrilamida a 10%, 1-Pm 
100pb, 2-8 amostras positivas para Viannia e 9- controle sem 
digestão com HaeIII. 

 

 

Dos 5 positivos 2 eram provieram de Campo Grande, e os restantes 

de Corguinho (70 km da capital), Dois Irmãos de Buriti (72 km) e Água 

Clara (184 km) (Tabela 3). 
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Tabela 3: Descrição dos isolados humanos identificados como positivos 

para L.(V.) braziliensis, segundo procedência e ano de coleta. 

Descrição paciente, forma 

clínica e material analisado 

(Hamster). 

Procedência e ano 

Pediátrico, masculino. 

Forma clínica: L V. 

Material: baço 

Campo Grande, 2004 

Pediátrico, feminino. 

Forma clínica: L V. 

Material: fígado 

Campo Grande, 2005 

22 anos, feminino. 

Forma clínica: L T. 

Material: pele, baço e linfonodo 

Corguinho, 2003 

72 anos, masculino. 

Forma clínica: L T. 

Material: pele 

Dois Irmãos de Buriti, 2003 

48 anos, masculino. 

Forma clínica: L T. 

Material: pele 

Água Clara, 2004 

* LV-Leishmaniose Visceral, LT- Leishmaniose Tegumentar. 
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4.2.3 Flebotomíneos capturados em Bela Vista 

 

Dos 825 flebotomíneos capturados na mata durante o período de 

2004 a 2006, a taxa mínima de infecção por L.(L.) amazonensis foi de 0,6% 

para todas espécies e 0.2% somente para Bi. flaviscutelata. Para outros 

tripanossomatídeos a TM foi de 0,24% (Figura 15), sendo encontradas 

infectadas Bi. flaviscutelata, Ny. whitmani entre outros (Tabela 4). Nenhum 

flebotomíneo foi encontrado infectado por leishmânias do subgênero 

Viannia (PV). 
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Figura 15: Perfil de amplificação PG flebotomíneos Bela Vista (MS). Gel de 
agarose a 1,8% agarose, 1-Pm 100pb, 2-6 flebotomíneos, 7-
L.(L.)amazonensis, 8-br, 9-Pm 100pb, 10-16 flebotomíneos (13 
flebotomíneos positivo para outros tripanossomatídeos). 

 

 

Foram processados 61 flebotomíneos individualmente, sendo que 

destes, 3 foram positivos. Outros 129 foram dispostos em “pools” de 2 a 

10 insetos, dentre estes 2 foram positivos (Tabela 4). 
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Tabela 4: Flebotomíneos infectados capturados em Bela Vista. 
 

“Pools” infectados por L (L.) 

amazonensis 

“Pools” infectados por Crithidia 

sp. ou Endotrypanum sp. 

Bi. flaviscutelata (1) Ps. shannoni (1) 

*Ny. whitmani (1) *Brumptomyia sp. (1) 

*Sc. sordelli (1)  

*Ps. punchgeniculata (1)  

Br. brumpti (1)  

Total de positivos: 5 Total de Positivos: 2 

*individual 

 

 

4.2.4 Isolados de cães de Bela Vista 

 

De um total de 10 amostras isoladas, 2 amostras foram 

identificados para L.(L.) amazonensis, sendo positivos para PG (Figura 16) 

e negativos para PV. 
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Figura 16: Perfil de amplificação PG dos isolados de cães de Bela Vista (MS). Gel  
de agarose a 1,8%, 1-Pm 100pb, 2-8 amostras de cães, 9-Pm 
100pb, 10-12 amostras de cães, 14-c+ L.(V.)braziliensis, 16- br. 

 

 

Os órgãos coletados para analise dos 10 hamsters foram: baço, 

fígado e linfonodo, sendo que nos 2 positivos o material do órgão que 

apresentou amplificação foram baço e linfonodo respectivamente. Segundo 

os veterinários, alguns cães apresentaram a forma visceral da doença. 
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4.3 Padronização hábito alimentar: 

 

4.3.1 Fontes alimentares 

 

A PCR para identificação de hábito alimentar, a partir de citocromo 

b, foi capaz de amplificar banda de 630 pb e identificar por RFLP 9 fontes 

alimentares, sendo elas de humano, galinha, camundongo, cavalo, gambá, 

capivara, porco, cachorro doméstico e cachorro do mato (Figura 17, 18, 19 

e Tabela 5). Os amplificados foram clonados, seqüenciados (anexo) e 

confirmaram seus perfis de restrição (restriction mapper). Bandas geradas 

abaixo de 100 pb foram descartadas da diferenciação e as consideradas 

para diferenciação estão com valores aproximados. 
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Figura 17: Perfil de amplificação PCR habito alimentar. Gel de agarose a 1,5%. 
1- Pm 100pb, 2- humano, 3- porco, 4- camundongo, 5- galinha, 6- 
cavalo, 7- cachorro do mato, 8- gambá, 10- capivara, 11- cão, 12- 
flebotomíneo ñ ingurgitado, 14- branco. 

 

 

Para se identificar as diversas fontes alimentares, os amplificados de 

630 pb foram cortados com as enzimas de restrição HaeIII (Figura 18) e 

DdeI (figura 19). 
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Figura 18: RFLP HaeIII fontes alimentares. Gel de agarose a 2%. 1- Pm 50pb, 2- 
humano, 3- porco, 4- camundongo, 5- galinha, 6- cavalo, 7- 
cachorro do mato, 8- gambá, 9- capivara, 10- controle s/ HaeIII, 11 
e 12- Pm 100pb, 13- cão. 
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Figura 19: RFLP DdeI fontes alimentares. Gel de agarose a 2%. 1- Pm 50pb, 2- 
humano, 3- porco, 4- camundongo, 5- galinha, 6- cavalo, 7- 
cachorro do mato, 8- gambá, 9- capivara, 10- controle s/ DdeI, 11 e 
12- Pm 100pb, 13 e 14- cão, 16- controle s/ DdeI. 
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A identificação da fonte alimentar é dada pelo tamanho dos 

fragmentos gerados pelos cortes com as enzima de restrição (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5: Padrão RFLP das fontes alimentares 

Fontes alimentares Hae III DdeI 

Humano 600pb 450pb 

Porco 140, 500pb 460pb 

Camundongo 180, 450pb 150, 400pb 

Galinha 600pb 150, 400pb 

Cavalo 550pb 120, 160, 170pb 

Cachorro do mato ñ corta 140, 150, 180pb 

Gambá 240, 350pb 230, 400pb 

Capivara 240, 400pb 130, 280pb 

Cão 580pb 120, 140, 170pb 

 

 

4.3.2 Validação da técnica em insetos 

 

Para a padronização da PCR foram utilizados flebotomíneos e Aedes 

aegypti de colônia alimentados no 10 dia e Anopheles kerteszia cruzii 
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capturadas em campo, sendo avaliado o modo de conservação e extração 

de DNA. 

 

O método de conservação com isopropanol, como é feito para 

identificação de leishmânia, apresentou bons resultados, já a extração de 

DNA mais prática e que gerou melhores amplificações foi o método de 

extração de sangue com o Kit da promega (Figura 20). Os Anopheles 

kerteszia cruzii de campo não apresentaram amplificação em nenhum dos 

testes. 

 

 

 

Figura 20: Padronização PCR Hábito alimentar de insetos. Gel 1,5% agarose. 1- 
Pm 100pb, 2-6 Aedes aegypti de colônia, 7-11 Anopheles kertezia 
cruzzi de campo, 12-16 Ny. intermedia de colônia, 17- branco. 

 

 

630pb 
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4.3.3 Flebotomíneos capturados em campo 

 

Ao final da padronização, foi possível identificar alimentação de 

galinha em 68% de insetos capturados em Campo Grande (MS). Após 

amplificação (Figura 21) e RFLP, os perfis gerados de 600 pb para digestão 

com HaeIII (Figura 22) e de 150 e 400 pb para digestão com DdeI (Figura 

23) foram comparados com as 9 fontes já conhecidas, sendo compatível 

com o perfil de galinha. 

 

 

 

Figura 21: Perfil de amplificação hábito alimentar flebotomíneos de campo. Gel 
de agarose a 1,5%, 1-Pm 100pb, 2-26 flebotomíneos de campo, 28-
c+ inseto de colônia ingurgitado, 29-br . 
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Figura 22: RFLP HaeIII Hábito alimentar flebotomíneos de campo. Gel de agarose 
a 2%, 1-Pm 100pb, 2-9 flebotomíneos de campo. 
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Figura 23: RFLP DdeI Hábito alimentar flebotomíneos de campo. Gel de agarose 
a 2%, 1-Pm 100pb, 2-17 flebotomíneos de campo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 
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A correta identificação das espécies de flebotomíneos reconhecendo 

os possíveis vetores, o conhecimento de seus hábitos alimentares bem 

como a identificação da espécie de leishmânias que acometem seus 

hospedeiros vertebrados e invertebrados em uma área endêmica de 

Leishmaniose, são fundamentais para a compreensão da epidemiologia da 

doença, auxiliando na adoção de medidas de prevenção e controle da 

desta parasitose (MICHALSKY et al., 2002). 

 

A leishmaniose no Estado de Mato Grosso do Sul, como em outras 

áreas brasileiras, encontra-se em processo de expansão geográfica. Nos 

últimos anos, o Estado sofreu várias modificações ambientais como: 

construção de gasodutos, destruição de áreas de cerrado, movimentos de 

grupos ligados a projetos agropecuários, industrialização e turismo (SILVA 

et al., 2007; NUNES et al., 2008) e como conseqüência destas 

modificações ocorreu a dispersão e a adaptação de reservatórios naturais 

do parasito e seus vetores em ambientes antrópicos (LAINSON e SHAW, 

2005). 

 

Em nossos estudos, identificamos infecção espécie específica por 

leishmânia em flebotomíneos e mamíferos como também padronizamos 

técnica para identificação de hábito alimentar destes insetos no Estado do 

Mato Grosso do Sul. 



PAIVA, Byanca (2009)      - 94 - 

As PCRs que identificaram leishmânias gênero específico (PG) e 

subgênero Viannia específico (PV) separaram as pertencentes aos três 

Complexos (mexicana amazonensis, braziliensis e donovani), mas não 

distingue as espécies pertencentes ao mesmo complexo. Para tal foi 

padronizada uma PCR-RFLP capaz de diferenciar as duas espécies de 

leishmânia do complexo braziliensis mais freqüentes no Brasil (L.(V.) 

braziliensis e L.(V.) guyanensis). 

 

Foram utilizadas duas enzimas de restrição HaeIII e NcoI, 

selecionadas com base no protocolo descrito por Marfurt et al. (2003). A 

digestão dos produtos amplificados pelos primers PG para as duas 

espécies revelou que L.(V.) braziliensis possui sítio especifico para a 

enzima HaeIII, o que não ocorre com a L.(V.) guyanensis; já a enzima NcoI, 

não diferencia as duas espécies, pois possuem o mesmo sítio de restrição. 

Estes perfis foram confirmados pela submissão das seqüências obtidas 

destas amplificações juntamente com as enzimas ao programa restriction 

mapper.  

 

Os diferentes padrões de bandas resultantes da digestão variam de 

acordo com: mutações nas seqüências de reconhecimento da enzima de 

restrição escolhida, número dos fragmentos gerados e na variação de 

tamanho da região intergênica do mini exon, podendo uma mesma 

espécie, de cepas diferentes, produzirem perfis distintos (MARFURT et al., 

2003). 
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Taxas de infecção por flagelados em flebotomíneos com o uso da 

metodologia convencional (dissecção) no Brasil variam de 0,06% a 0,8% e 

são consideradas baixas e menos específicas quando comparadas a outros 

estudos onde foram realizadas tanto a identificação convencional como a 

molecular (PAIVA et al., 2006). 

 

Um estudo realizado na Venezuela, detectou infecção por flagelados 

em 2,2 % dos flebotomíneos capturados em campo, enquanto que o PCR 

demonstrou taxa de infecção de 7,7% para L. (V.) braziliensis 

(RODRIGUEZ et al., 1999). No Peru à presença de flagelados foi detectada 

em 0,49% das Lu. ayacuchensis e 1,42% das Lu. noguchii, no entanto, o 

PCR identificou Leishmania (Viannia) na maioria destas Lu.ayacuchensis, 

demonstrando assim que está espécie é a única envolvida na transmissão 

da doença nesta área (CACERES et al., 2004). 

 

No presente estudo, a sensibilidade da técnica de PCR foi 

confirmada ao analisar-se flebotomíneos capturados em campo 

provinientes de duas regiões: Campo Grande, período de 2003-2005 e 

município de Bela Vista, período de 2004-2006. Verificamos que a taxa 

mínima de infecção por leishmânias foi de 0,6% para ambas as áreas. 

Quando estes mesmos insetos de Bela Vista foram dissecados esta taxa foi 

de apenas 0,1% (DORVAL, 2006). 
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No mesmo estado, com períodos de captura de insetos mais curtas, 

foram detectadas taxas de infecção por PCR e dissecção de 3,7 % e 1,24 % 

respectivamente em Dourados (PAIVA et al., 2006), 1 % (PITA - PEREIRA 

et al., 2008) e 0,39% (DOS SANTOS et al., 1998) em Corumbá e 1,23 % e 

0,22% em Bonito (SAVANI et al., 2009). Somente por PCR foram 

detectadas taxas de 1,9 % em Campo Grande (Silva et al., 2008). 

 

Verificamos, em Campo Grande, que espécies diferentes de 

leishmânias foram identificadas nos flebotomíneos capturados em anos 

diferentes. A espécie identificada entre o período de 12/2003 e 08/2004 

foi L.(V.)braziliensis exibindo taxa mínima (TM) de infecção de 1,6% 

enquanto que entre 09/2004 a 11/2005, os insetos apresentaram 

infecção por L.(L.) amazonensis com TM de 0,38%. O número de insetos 

capturados nos dois períodos foi diferente sendo de 563 e 2.075 

respectivamente, com predomínio de Lu. longipalpis em ambos os 

períodos.  

 

 A LT é endêmica no Mato Grosso do Sul, atingindo praticamente 

todos os seus 78 municípios, Campo Grande é a quarta cidade do estado 

com maior incidência, apresentando 15 novos casos em 2006 

(SINAN/SVS/MS, 2008). L.(V). braziliensis, L.(L). amazonensis e L.(L). 

chagasi já foram identificadas no Estado (NUNES, 2001, NUNES et al, 

1995, DORVAL et al, 2006). Em Campo Grande já foram identificados 
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animais com Leishmaniose Tegumentar associados à infecção por L.(L.) 

amazonensis (SOUZA et al., 2005). 

 

No município de Campo Grande, Oliveira et al. (2003) relataram à 

ocorrência de três espécies incriminadas como vetoras de LT, Ny. 

whitmani, Bichromomyia flaviscutelata e Migonemyia migonei, capturadas 

em área urbana. 

 

Foram identificadas infectadas por L.(V.) braziliensis e L.(L.) 

amazonensis, Lu. longipalpis vetora reconhecida de L.(L.) infantum chagasi 

e infectada por L.(V.) braziliensis, Ny. whitmani vetora reconhecida de L.(V.) 

braziliensis. Outros flebotomíneos que não são reconhecidos, até o 

momento, na transmissão da Leishmaniose, também demonstraram 

infecção. Estes foram encontrados infectados por terem se alimentado em 

hospedeiros infectados, mas não participando da transmissão da doença 

propriamente dita. 

 

De acordo com Oliveira et al. (2006) Ny. whitmani é a terceira 

espécie mais abundantes na capital e encontra-se bastante adaptada 

tanto em ambientes silvestres quanto aos antrópicos. 

 

Lu. longipalpis foi encontrada infectada por ambas espécies, 

resultados semelhantes também foram relatados por Paiva et al.(2006) e 

Savani et al. (2009) no Estado do Mato Grosso do Sul. 
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A capacidade deste flebotomíneo de se infectar por estas espécies foi 

demonstrada por Silva et al., 1990 e a capacidade de transmitir L. (L.) 

amazonensis foi obtida por meio de repasto sangüíneo em hamster 

(SHERLOCK, 1996). 

 

Apesar das interações entre parasita e vetor serem espécie 

específica, a Lu. longipalpis é considerada um vetor permissivo, pelo fato 

da LPG (proteína de superfície lipofosfoglicana) das formas promastigotas 

não precisarem se aderir ao epitélio intestinal para se desenvolverem no 

vetor (VOLF E MYSKOVA, 2007). Em áreas onde Bi. flaviscutelata está 

ausente, ou onde ambas vivam em simpatria, Lu. longipalpis pode 

substituir esta espécie e ser considerada vetor de L. (L). amazonensis 

(SAVANI et al., 2009). 

 

O encontro de Lu. longipalpis infectada por estas espécies no intra e 

peridomicílio apresenta informação adicional no entendimento da 

epidemiologia da doença nesta região. 

 

Algumas armadilhas são mais indicadas do que outras para a 

captura de determinadas espécies de insetos, verificamos que durante 

todo o período de captura em Campo Grande, foram capturados apenas 

dois exemplares de Bi. flaviscutelata na região Oeste. Este fato foi 
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atribuído ao uso de armadilhas luminosas que não são as mais indicadas 

para captura destas espécies (OLIVEIRA, 2006). 

 

Entre os flebotomíneos encontrados infectados por L.(V). braziliensis 

e L.(L.) amazonensis observa-se que houve um intervalo de 6 meses, 

correspondentes aos meses mais frios do ano (abril-agosto), onde, de 

acordo com estudos de sazonalidade, são épocas em que se verifica 

redução da quantidade de insetos capturados (OLIVEIRA et al., 2008a). 

 

Enquanto na região Sul da capital os flebotomíneos foram 

identificados infectados por L. (V.) braziliensis, na região Oeste estes foram 

identificados infectados por L. (V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis. 

 

A região sul é composta por chácaras com mata residual, casas de 

alvenaria, árvores frutíferas, canil e galinheiro, já a região Oeste é um 

bairro recém criado por um programa de desfavelamento da prefeitura 

(OLIVEIRA et al., 2008a). A Capital, como todo o Estado, sofreu mudanças 

ambientais e estas criaram condições favoráveis à dispersão tanto dos 

vetores como dos hospedeiros. 

 

A expansão e a prevalência crescente de Leishmaniose em áreas 

urbanas vêm ocorrendo devido a migrações humanas e transporte de cães 

infetados de regiões endêmicas para áreas urbanas empobrecidas onde a 

Lu. longipalpis já existe. Embora, geralmente localizadas às margens das 
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grandes cidades brasileiras, estas áreas de ocupação (favelas) estão se 

espalhado ao longo da zona urbana (LAINSON, 1989). 

 

Apesar do número de flebotomíneos utilizados para identificação de 

leishmânia não representarem o número total de insetos capturados em 

Campo Grande, pois alguns exemplares foram utilizados para outros 

estudos, foi observado um maior rendimento nas coletas do segundo 

período, este fato foi atribuído a fortes chuvas nos 4 meses (10/04 – 

01/05). Outros fatores não sofreram variações significativas. Como a 

maioria dos insetos, os flebotomíneos apresentam grandes picos após 

períodos com elevados índices pluviométricos (OLIVEIRA, 2006). 

 

Das amostras humanas de Campo Grande e outros municípios 

provenientes de isolamento em hamster, 5 foram identificadas como L.(V.) 

braziliensis, sendo 2 de Campo Grande, e os restantes de Corguinho (70 

km da capital), Dois Irmãos de Buriti (72 km) e Água Clara (184 km). 

 

No passado, alguns isolados de cultura deste Centro de diagnóstico 

foram identificados por meio de perfil isoenzimático, descrito por Cupolilo 

(1994), como L (L.) amazonensis, L (V.) braziliensis e L. (L.) infantum 

chagasi (comentário pessoal Profa. Dra. Maria Elisabeth Dorval) e como 

descrito acima estas espécies já foram identificadas no estado em 

humanos, cães e flebotomíneos (DORVAL et al, 2006; NUNES et al, 1995; 

NUNES et al., 2001; SAVANI et al., 2009). 
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Os pacientes em sua maioria apresentavam Leishmaniose 

Tegumentar, como o caso de Corguinho, onde L (V.) braziliensis já foi 

identificada em casos humanos e em flebotomíneos (NUNES et al., 1995; 

GALATI et al., 1996). 

 

Em Campo Grande, esta espécie foi identificada em material 

proveniente de duas crianças com Leishmaniose Visceral. Em animais de 

laboratório e eventualmente no homem, podem ocorrer quadros 

visceralizantes determinados também por espécies com tropismo 

preferencial cutâneo mucoso (ALMEIDA et al., 1996). 

 

Em defesa desta hipótese existem relatos da doença cutânea 

disseminada no homem em linfonodos, células sanguíneas e vísceras 

profundas (COSTA et al., 1986; MORAES et al., 1993; MARTINEZ et al., 

1992; SOUZA et al., 1989). 

 

Leishmaniose Visceral causada por L.(V.) braziliensis já foi descrita 

tanto em pacientes imunodeficientes (SILVA et al., 2002; GONTIJO et al., 

2002) como em imunocompetentes (SAMPAIO et al., 1997; SOUZA et al., 

1989). A habilidade desta espécie de produzir manifestações clínicas de 

amplo espectro pode ocorrer por diversos fatores, incluindo características 

intrínsecas do próprio parasita e do sistema imune do hospedeiro 

(GONTIJO et al., 2002). 
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A escassez de relatos de L. (V.) braziliensis e Leishmaniose Visceral, 

seja talvez devida às poucas tentativas de isolamento e dificuldades 

associadas à cultura, como a baixa quantidade de parasitas nas vísceras 

(ALMEIDA et al., 1996). 

 

De acordo com Silva et al. (2008), os casos notificados em Campo 

Grande, podem ser de áreas rurais ou de outros municípios, mas a 

infecção urbana não deve ser descartada, pois espécies de importância 

médica como Ny. whitmani, vetor de L.(V.) braziliensis, estão presentes 

nesta região (OLIVEIRA, 2006). 

 

Diante de tudo que foi dito as três espécies de leishmânias circulam 

na região, lembrando que de acordo com Weigle e Saraiva (1996), diversas 

espécies deste parasito podem circular em uma região, ocasionando 

quadros clínicos também diversos. 

 

O pequeno número de isolados positivos deve ter sido em 

decorrência da baixa sensibilidade destas técnicas. Sabe-se que a 

positividade de isolamento de leishmânias em animais de laboratório varia 

de 38 % a 52 % (WEIGLE et al., 1987). 

 

Outro aspecto crucial é a maneira apropriada de preservação do 

DNA do material a ser utilizado, que consiste na facilidade de transporte 
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das amostras de um local para outro, mantendo sua integridade por 

longos períodos. Para tanto, devem ser mantidas condições de 

conservação, visando à manutenção de sua integridade por longos 

períodos, tais como, temperatura, material seco ou em algum tipo de 

reagente e tubos adequados de transporte com boa vedação. 

 

As amostras que foram encaminhadas para nosso Laboratório 

chegaram em tubos criogênicos, que demonstraram não ser adequados 

para o envio de material de um local para outro, pois a vedação do mesmo 

não suportou o transporte, a maioria das amostras chegaram 

praticamente sem o tampão de conservação.  

 

O tampão de conservação utilizado pode ser o mais adequado para 

armazenar o material por um período curto, mas para longos períodos 

talvez não seja indicado. Para conservações mais longas, são utilizadas 

substâncias como o formol, porém dependendo da técnica utilizada para a 

detecção de infecção por leishmânias e outros parasitos, este pode ter 

menor sensibilidade (ANDRADE et al., 2001) e inclusão em parafina que 

apresenta maior estabilidade e parece manter a integridade do material 

por mais tempo, mas durante o processo de extração, pode-se ter perdas 

de DNA (AVILES et al., 1999). 

 

Com relação ao município de Bela Vista, no período de captura 

entre 2004 e 2006, encontrou-se Bi. flaviscutelata infectada e a taxa 
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mínima de infecção dos flebotomíneos por L. (L.) amazonensis foi de 0,6. 

Esta espécie de flebotomíneo é encontrada predominante em áreas 

florestais ao nível do solo e é preferencialmente zoofílica. É vetora 

reconhecida de L. (L). amazonensis, transmitindo esta espécie de 

leishmânia entre roedores. É resistente a mudanças ecológicas, 

sobrevivendo em áreas reflorestadas (READY et al., 1983). 

 

Foram notificados nesta mesma área, em 2001, nove casos 

humanos de Leishmaniose Tegumentar, causada por L. (L.) amazonensis, 

os pacientes em sua maioria, eram soldados freqüentadores do local das 

capturas de flebotomíneos (DORVAL et al., 2006). Durante o período deste 

estudo também foi isolada e identificada esta espécie de leishmânia em 

dois hamsters sentinelas das armadilhas utilizadas na captura dos insetos 

(DORVAL, 2006). 

 

Além da cobertura vegetal predominante, são relatados nesta área, a 

presença de pequenos roedores, marsupiais, primatas e carnívoros, que 

talvez estejam incriminados no ciclo de transmissão do parasito (LAINSON 

e SHAW, 1987). 

 

A taxa mínima de infecção de 0,24 % para outros 

tripanossomatídeos nestes flebotomíneos de campo, revela a existência de 

mais de um tipo de flagelado circulante, ressaltando a importância de 
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uma identificação espécie específica, para o conhecimento real das 

espécies envolvidas na transmissão da doença. 

 

Nos cães de Bela Vista foram identificados 2 positivos para L.(L.) 

amazonensis, em um total de 10 amostras de tentativas de isolamento. 

Alguns cães apresentavam a forma visceral da doença; este fato está de 

acordo com a identificação desta espécie em cães, com condições clínicas 

similares a Leishmaniose Visceral causada por L. (L.) infantum chagasi, em 

Araçatuba São Paulo (TOLEZANO et al., 2007). 

 

Os relatos acima ampliam o conhecimento da transmissão desta 

parasitose no município de Bela Vista. 

 

Em ambas as áreas de estudo, Campo Grande e Bela Vista, houve a 

identificação de leishmânia em flebotomíneos com preferência alimentar 

para animais de sangue frio Sc. sordelli e M quinquefer respectivamente 

(GALATI et al., 1996). Resultado semelhante foi descrito na Índia, onde 

Sergentomyia babu, de hábito alimentar semelhante, foi encontrada 

infectada por L.(L.) donovani (MURKHERJEE et al., 1997). 

 

Apesar destas espécies e outras que foram identificadas infectadas 

por leishmânias, até o momento, não estarem envolvidas na transmissão 

das leishmanioses, vale ressaltar que na falta das fontes alimentares de 
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preferência, o inseto adapta sua alimentação a outras fontes, mudando 

seu hábito alimentar. 

 

Na relação parasito–hospedeiro, o hábito alimentar do vetor é 

fundamental para a disseminação da leishmânia, sendo assim, seu 

conhecimento fornece informações ecológicas e se torna uma ferramenta 

necessária para a compreensão da epidemiologia da doença (FERREIRA, 

1945). 

 

A identificação do hábito alimentar dos vetores fornece não só 

informações sobre suas preferências alimentares, como a indicação de 

reservatórios potenciais. Em condições naturais o ciclo da leishmânia 

envolve um grande número de mamíferos, mais de 62 espécies 

(DEREURE, 1999) e das 1.000 espécies de flebotomíneos conhecidos, 20 

são confirmadas como vetores eficientes (LEGER, 1999). O estudo do 

padrão alimentar destas espécies, fornece informações sobre os possíveis 

reservatórios de maneira mais rápida, pois normalmente em uma área, o 

isolamento do agente é realizado a partir do material colhido de vários 

animais, o que consome mais tempo e em áreas onde existem muitos 

animais torna-se extremamente difícil (HAOUAS et al., 2007). 

 

Em nosso estudo foi padronizado uma PCR-RFLP para identificação 

de hábito alimentar, que foi capaz de diferenciar 9 fontes alimentares 

(humano, galinha, camundongo, cavalo, gambá, capivara, porco, cachorro 
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doméstico e cachorro do mato) e amplificar o DNA de sangue ingurgitado 

por insetos, identificando alimentação de galinha em 68 % flebotomíneos 

capturados em Campo Grande – MS. 

 

Este método já havia demonstrado boa eficiência em experimentos 

com carrapatos, diferenciando animais pertencentes a gêneros distintos 

(KIRSTEN e GRAY, 1996). 

 

A identificação do hábito alimentar nos flebotomíneos é geralmente 

feita com a utilização de técnicas sorológicas, mas por ser mais sensível e 

específica, recentemente a PCR foi padronizada para este fim. O primeiro 

método de PCR desenvolvido foi baseado na amplificação e 

sequenciamento do gene de cópia única prepronociceptin (PNOC) para 

identificação de hospedeiros reservatórios de leishmânias (HAOUAS et al., 

2007). Mais recentemente, Sant’anna et al. (2008), utilizando como alvo o 

gene mitocondrial citocromo b, identificou alimentação de humano, 

galinha e cachorro, revelando alimentação por galinha em 53,6 % de 

insetos capturados em campo. 

 

As principais dificuldades em desenvolver um método de 

identificação de fonte alimentar bem sucedido para flebotomíneos é que 

estes são insetos muito pequenos, ingerem quantidades mínimas de 

sangue (0,5 a 1 ul) e o processo de degradação progressiva do sangue 

ingerido é rápida (DABA et al., 2004). 
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De acordo com a classificação proposta por Svobodova et al. (2003), 

existem três níveis de digestão de sangue nos flebotomíneos: 0-18 h – 

sangue fresco vermelho claro, 18-24 h – sangue parcialmente digerido 

vermelho escuro e 24-72 h – sangue digerido marrom. 

 

Em nossos experimentos, foram identificadas alimentação em 68 % 

dos flebotomíneos ingurgitados, com uma perda de 32 % pelo processo de 

digestão, sendo observados, antes do processamento dos insetos, os três 

níveis de digestão. 

 

Experimentos realizados com a técnica ELISA (ensaio 

imunoenzimático) detectaram alimentação de sangue até 24 horas após o 

repasto (Marassa et al., 2004), já a PCR detectou alimentação até 48 horas 

após a alimentação (SANT’ANNA et al., 2008), apresentando percentual de 

detecção de 100 %, 86 % e 66 % para os níveis de digestão 1, 2 e 3 

respectivamente (HAOUAS et al., 2007). 

 

Apesar destes 68% de flebotomíneos de campo positivos para 

sangue de galinha não revelar totalmente o comportamento alimentar da 

Lu. longipalpis nesta área, pois estes flebotomíneos eram provenientes de 

uma única armadilha instalada em um galinheiro, este resultado valida a 

técnica para futuros estudos de campo. 
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As fêmeas de Lu.longipalpis já foram descritas como espécies de 

hábito alimentar eclético (ALEXANDER et al., 2002; MORRISON et al., 

1993; QUINNEL et al., 1992). Dentre as várias fontes alimentares desta 

espécie a galinha é uma fonte constante, sendo observado que a atração 

por estas aves eleva a densidade destes vetores nas proximidades dos 

galinheiros (SANT’ANNA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008 b; CARVALHO 

et al., 2000). 

 

Considerando os efeitos atrativos e protetores de certos animais com 

relação à transmissão da Leishmaniose, tanto a galinha como os cães são 

considerados fatores de risco (CORREDOR et al., 1989; ARIAS, 1996; 

MOREIRA et al., 2003). 

 

Galinheiros atraem ambos, fêmeas e machos que buscam 

companheiras, podendo este se tornar um criadouro (SVOBODOVÁ et al., 

2003). Eles também atraem reservatórios potenciais de leishmânia 

(raposa, gambá e roedores), estando alguns casos protegidos por cães, 

amplificando o número de hospedeiros do parasito (ALEXANDER et al., 

2002). 

 

Na literatura não existe nenhum relato de que aves sejam 

reservatórios de leishmânia, sendo consideradas refratárias à infecção. As 

galinhas possuem algumas características fisiológicas que impedem a 

infecção por leishmânia, que incluem a temperatura do corpo de 41 0C 
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(ZILBERSTEIN et al., 1994). De acordo com Schlein et al. (1983) certos 

componentes do sangue das aves inibiram o desenvolvimento de L. major 

em Phlebotomus papatasi. 

 

No processo de transmissão de leishmânia, em certas situações, 

estas aves são consideradas agentes zooprofiláticos (ALEXANDER et al., 

2002). Em algumas áreas endêmicas de Leishmaniose outros animais (boi 

e porco) também são considerados zooprofiláticos, pelo fato da preferência 

dos flebotomíneos por estes animais parecer reduzir a incidência de 

doença (MORRISON et al., 1993, GHOSH et al., 1990). 

 

O entendimento do papel de animais domésticos como a galinha, no 

ciclo de transmissão da Leishmaniose é muito importante, devendo ser 

bem avaliado, pois estes animais estão sempre muito próximos ao homem 

e proibir a criação em cidades brasileiras, removeria uma potencial fonte 

de alimento e renda para os habitantes de baixa renda (ALEXANDER et 

al., 2002). 

 

Acreditamos que os resultados e as discussões advindas deste 

projeto possam contribuir no desenho de futuros estudos e medidas de 

controle desta doença no Estado do Mato Grosso do Sul. 
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6 CONCLUSÕES 

 

1- A utilização da enzima de restrição HaeIII em produtos amplificados 

para gênero leishmânia, foi capaz de diferenciar L.(V.) braziliensis de L.(V.) 

guyanensis. 

 

 

Área urbana de Campo Grande 

 

2- No período entre 2003 e 2005 foram identificadas, taxas de infecção 

mínima de 1,6% para L.(V.) braziliensis e 0,38% de L.(L.) amazonensis em 

flebotomíneos capturados em peri e intradomicílio. 

 

3- Lu. longipalpis e Ny. whitmani foram identificadas infectadas por L.(V.) 

braziliensis na região sul da Capital. 

 

4- Lu. longipalpis foi identificada infectada por L.(V.) braziliensis e L.(L.) 

amazonensis.na região oeste. 

 

5- Isolados humanos foram identificados positivos para L.(V.) braziliensis 

em Campo Grande e outros municípios. 
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Área Militar de Bela Vista (MS) 

 

6- Foram detectadas, nos flebotomíneos, taxas mínimas de infecção para 

L.(L.) amazonensis de 0,6% e 0,24% para outros Tripanosomatídeos. 

 

7- Foram identificadas infectadas Bi. flaviscutelata e Ny. whitmani, vetores 

reconhecidos de Leishmaniose Tegumentar. 

 

8- Os isolados de cães foram identificados infectados por L.(L.) 

amazonensis. 

 

 

Padronização PCR-RFLP para hábito alimentar 

 

9- Foi capaz de diferenciar as amostras de sangue das nove fontes 

alimentares testadas. 

 

10- Amplificar DNA mitocondrial de sangue ingurgitados por insetos. 

 

11-Identificar a galinha como fonte alimentar em 68% dos flebotomíneos 

capturados em campo. 
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ANEXO 

Seqüências (clonagem) 

 

 

HUMANO 
 
CCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTAT
CCGCCATCCCATACATTGGGACAGACCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCT
ACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTCTTTACCTTTCACTTCATCTT
GCCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAGCACTCCACCTCCTATTCTTGCACGAA
ACGGGATCAGACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAATCACC
TTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCTTACTTCTCCTCCTTC
TCTCCTTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGGCGACCCAGA
CAATTATACCCTAGCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACATCAAACCCGAA
TGATATTTCCTATTCGCCTACACAATTCTCCGATCCGTCCCTAACAAACTAG
GAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCATCCTCATCCTAGCAATAATCCCCAT
CCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTCGCCCACTAAGCCAATCA
CTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATTCTAATCTGAATCGGGGGC
CAACCAGTAGAACACCC 
 
 
GAMBÁ 
 
CCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGCGCAACAGTTATTACTAACCTATTAT
CTGCTATCCCCTATATCGGAAATACATTAGTAGAATGAATTTGAGGAGGATT
CTCCGTTGACAAAGCCACCCTAACCCGATTTTTCGCATTCCACTTTATTCTT
CCATTTATCATTCTAGCTATAGTAGTAGTACATCTTCTATTTCTCCACGAAAC
TGGATCAAACAATCCAACAGGCCTAGATCCCAACTCAGATAAAATCCCATTT
CATCCCTATTATACTATCAAAGATATCCTAGGCCTATTCCTAATAATTATTAT
CCTATTATCATTAGCAATATTCTCACCAGATCTTTTAGGAGACCCAGACAAC
TTCACCCCCGCTAATCCCCTCAACACCCCACCTCATATCAAGCCAGAATGA
TATTTCTATTTGCCTATGCCATCCTACGATCAATTCCAAACAAATTAGGAGGA
GTTTTAGCCCTACTATCATCCATTTTAATCCTCCTTATTATGCCTTTATTACAC
ACATCAACCCAACGAAGTATAATATTTCGACCCATCTCACAATCACTATTCT
GGATACTAACAGCTAATCTAATTATTCTTACCTGAATCGGAGCCAGCCAGTT
GAACACCC 
 
 
 
 
 
 
CACHORRO DO MATO 
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CCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGGGCAACTGTAATCACTAATCTACTCT
CTGCCATCCCCTACATCGGAACTAATCTGGTAGAATGAATCTGAGGCGGCT
TTTCAGTAGACAAAGCAACCCTAACACGATTCTTTGCGTTCCACTTCATCCT
TCCATTCATCATTATAGCCCTAGCAATAGTACATCTTCTATTTCTTCACGAAA
CCGGATCCAACAACCCCTCAGGAATCACATCAGACTCAGACAAAATCCCAT
TCCACCCTTACTACACAATCAAAGACATCCTAGGAGCCTTATTCTTACTCCT
AATCTTAATATCACTAGTTCTATTCTCACCAGACCTATTAGGAGACCCTGATA
ACTACATTCCCGCAAATCCCCTTAGTACCCCTCCACATATTAAACCCGAATG
ATATTTCCTATTTGCCTACGCTATCCTACGGTCTATCCCTAACAAACTAGGA
GGTGTACTAGCCCTAGTATTCTCCATTCTGATCCTAGCACTCATTCCCCTTT
TCCACACATCCAAGCAACGTAGCATAATATTCCGACCCCTTAGCCTATGCCT
ATTCTGACTTTTAACCGCCGACCTTCTTACTTTAACATGAATTGGAGGCCAG
CCAGTTGAACACCC 
 
 
PORCO 
 
GAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCTACGGTCATCACAAATCTACTATCNG
CTATCCCTTATATCGGAACAGACCTCGTANAATGAATCTGAGGGGGCTTTTC
CGTCGACAAAGCAACCCTCACACGATTCTTCGCCTTCCACTTTATCCTACCA
TTCNNCNTTACCGCCCTCGCNGCCGNACNTCTCCTATTCCTGCACGAAACC
GGATCCAACAACCCTACCGGAATCTCATCAGACATAGACNAAATTCCATTTC
ACCCATACTACACTATTAANGANNTTCNAGGAGCCTTATTTATAATACTAATC
CTACTAANCCNTGTACTATTCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCNGANNAC
TACNCCCCAGCAAACCCACTAAACACCCCACCCCATATTAAACCANAATGAT
ATTTCTTATTCGCCNACGCTATTCTACGTTCANTTCCTAATAAACTAGGTGGA
GTGTTGGCCCTAGTAGCCTCCATCCTAATCCTAATTTTAATGNCCATACTAC
ACACATCCNAACAACGAGGCATAATATTTCGACCACTAAGTCAATGCCTATT
CTGANNACTAGTAGCAGACCTCATTACACTAACATGAATTGNNGGCCAACC
AGTAGAAC 
 
 
CÃO 
 
CCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGAGCAACTGTAATCACTAATCTTCTCT
CTGCCATCCCTTATATCGGAACTGACTTAGTAGAATGGATCTGAGGCGGCT
TCTCAGTGGACAAAGCAACCCTAACACGATTCTTTGCATTCCATTTCATCCT
CCCTTTCATCATCGCAGCTCTAGCAATAGTACACCTCCTATTTCTACACGAA
ACCGGATCCAACAACCCTTCAGGAATCACATCAGACTCAGACAAAATTCCAT
TTCACCCTTACTACACAATCAAGGATATCCTAGGAGCCTTACTCCTACTCCT
AATCCTAATATCACTAGTTTTATTTTCACCTGACCTATTAGGAGACCCAGATA
ACTACACCCCTGCAAACCCCCTAAACACCCCTCCACATATTAAACCTGAGT
GATATTTTCTATTCGCCTATGCTATCCTACGATCCATTCCTAATAAATTAGGA
GGTGTACTCGCCCTAGTATTCTCCATCCTAATCTTGGCATTCATTCCACTCC
TCCACACATCTAAGCAACGCAGCATAATATTCCGGCCCCTTAGCCAATGCC
TATTCTGACTTTTAGTCGCCGATCTTCTCACTTTAACATGAATTGGGGGCCA
GCCAGTAGAACACCC 
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GALINHA 
 
TGGACACACCCTAGTAGAGTGAGCCTGAGGGGGATTCTCAGTCGACAACC
CAACCCTTACCCGATTCTTCGCCTTACACTTCCTCCTCCCCTTTGCAATCGC
AGGTATTACTATCATCCACCTCACCTTCCTACACGAATCAGGCTCAAACAAC
CCCCTAGGCATCTCATCCGACTCTGACAAAATTCCATTTCACCCATACTACT
CCTTCAAAGACATTCTGGGCTTAACTCTCATACTCACCCCATTCCTAACACT
AGCCCTATTCTCCCCCAACCTCCTAGGAGACCCAGAAAACTTCACCCCAGC
AAACCCACTAGTAACCCCCCCACATATCAAACCAGAATGATATTTTCTATTC
GCCTATGCCATCCTACGCTCCATCCCCAACAAACTTGGAGGTGTACTAGCC
CTAGCAGCCTCAGTCCTCATCCTCTTCCTAATCCCCTTCCTCCACAAATCTA
AACAACGAACAATAACCTTCCGACCACTCTCCCAAACCTTATTCTGACTTCT
AGTAGCCAACCTTCTTATCCTAACCTGAATCGGAAGCCAACCAGTAGAACA
CCCCTTCATCATCATTGGCCAAATAGCATCCCTCTCTTACTTCACCATCCTA
C TTATCCTCTT 
 
 
CAMUNDONGO 
 
CCCCTTCCATGAGGACAAATATCATTCTGAGGTGCCACAGTTATTACAAACC
TCCTATCAGCCATCCCATATATTGGAACAACCCTAGTCGAATGAATTTGAGG
GGGCTTCTCAGTAGACAAAGCCACCTTGACCCGATTCTTCGCTTTCCACTT
CATCTTACCATTTATTATCGCGGCCCTAGCAATCGTTCACCTCCTCTTCCTC
CACGAAACAGGATCAAACAACCCAACAGGATTAAACTCAGATGCAGATAAA
ATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCCTAGGTATCCTAATCAT
ATTCTTAATTCTCATAACCCTAGGATTATTTTTCCCAGACAATACTAGGAGAC
CCAGACACTACATACCAGCTAATCCACTAAAACACCCCCACCCCATATTAAC
CCGGAATGATATTTCCTATTTGCATACGCCATTCTACGCTCAATCCCCAATA
AACTAGGAGGTGTCCTAGCCTATCTTTATCTTATTCCTAATTTAGCCCTAATA
CCTTTCCTTCACCTTCAAGCAACGAAGCCTATTATTCCCCATCCCCAAATTTT
GTACTGAATCCTTAGAACCCAACTACTACTAACCCGGAAT 
 
 
CAPIVARA 
 
AATATCATTCTGAGGCACCACAGTAATTACAAATCTCTTATTANCTCTCCCTT
ATATTGGAACAATACTCGTTGAATGAATCTGAGGAGGTTTCTCAGTTGACAA
AGCCACCCTCACACGCTTCTTCTTCGCCTTTCACTTCCTCCTCCCTTTATCA
TCGCAGCCCTTGTCATAGTGCACCTCTTATTCCTTCACGAAACCGGATCAAA
CCACCCCTCAGGACTCAATTCAGACTCTGATAAAATCCCATTTCACCCTTAC
TATGCAATTAAAGACGTTTTAGGATTACTATTCATAATACTAGCACTCCTGGG
CTTAGCCCTCTTTTTACCCGACCTCCTCGGCGACCCAGATAACTACACCCT
AGCCAACCCTCTAAATACGCCCCCACACATTAAGCCACAGTGATACTTCTCA
TTCGCCTATGCAATTCTCCGCTCCATCCCTAATAAACTAGGAGGAGTATTAG
CCCTCGTACTCTCAATCTTAATCTTAGCCCTATTCCCAATACTTCACCTATCT
AAACAACGCAGCATAACATTCCACCCTCTCAGCCAATGCCTCCCTTTGACTA
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CTAGTGGCCNACCTCATTATCCTTACATGAATTGGGGGCCAACCAGTCGAA
CACCC 
 


