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RESUMO

A identifica¢do de sangue ingerido pelos insetos constitui-se em importante
parametro para elucidar aspectos ligados a transmissdo de zoonoses, dentre elas, as
leishmanioses.

Dentre alguns métodos empregados para esclarecer a atragdo de vetores por
animais que possam atuar como reservatorios dessas parasitoses, destacam-se 0s
métodos sorologicos.

O presente estudo teve como objetivo, padronizar a técnica imunoenzimatica
(ELISA) de captura, a ser utilizada em pesquisas relacionadas & atragdo de vetores
das leishmanioses.

Para a padronizagdo da técnica, foram utilizadas fémeas de flebotomineos
ingurgitadas da espécie Lutzomyia longipalpis, criadas em laboratério em
temperatura ambiente de 25 + 2°C, alimentadas experimentalmente em rato € com a
utilizag¢do de reagentes disponiveis no comércio.

Em vista da alta sensibilidade, favorecida pelo sistema avidina-biotina,
quantificou-se sangue ingerido para amostras com diferentes periodos de digestéo,
utilizando-se a menor concentragido de anti-soro.

A técnica pdde prover a realizag@o de pelo menos noventa testes em duplicata
para a determinagdo de sangue recém-ingerido.

Para todas as amostras com periodos de 12 e 24 horas poés-ingestdo, foi

constatada a presengca de sangue, observando-se diferenga significativa entre os



respectivos titulos, com a possibilidade de detecgio de sangue até 48 horas e

observada a auséncia total de reag@o ap6s 72 horas da ingestdo de sangue.

DESCRITORES: Identificagio de sangue ingerido, Lutzomyia longipalpis,

Phlebotominae, técnica imunoenzimatica (ELISA) de captura, vetores.



SUMMARY

Blood meals taken by insects constitute an important parameter for the
elucidation of aspects of the transmission of the zoonoses, and among them, the
Leishmaniases.

Among the methods used in the investigation of the attraction of those
animals, wich may be hosts of these parasitoses, exercised over vectors, are the
immunological assays.

This study was undertaken for the purpose of standardizing a sandwich
enzime-linked immunossorbent assay (ELISA) to be employed in research projects
related to leishmaniases vectors attraction to animals.

Laboratory-bred sandflies, Lutzomyia Ilongipalpis, @ fed on rats and
maintained at 25+ 2°C, and comercial reagents, were employed.

In the light of the high sensibility that the biotin-avidin method permits,
samples with different time periods of digestion were quantified, by means of the
smallest concentration of antisera.

The technique provided at least ninety repeat tests to determine recent blood
meals taken by these insects.

Blood meals were detectable up to 12 and 24h after feeding, and a significant
difference between these titles was observed, with the possibility of detecting blood

meals up to 48h after ingestion and the total absence of reaction 72 h thereafter.

DESCRIPTORS: Blood meal identification, Lutzomyia longipalpis,

Phlebotominae, sandwich enzime-linked immunossorbent assay (ELISA), vectors.
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1 INTRODUCAO

Das doengas veiculadas por artrépodes, as Leishmanioses ocupam o segundo
lugar em importincia entre as protozooses, com magnitudes que permitem
considera-las, no presente, como relevantes agravos em Saude Pablica (LAINSON et
al.1986).

De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude, 12 milhdes de
casos de infec¢do por Leishmania sp sdo relatados na Asia, Africa e América
Latina, e a incidéncia de Leishmanioses no mundo é estimada em 400 mil casos/ano,
dos quais, 300 mil reportam-se a Leishmaniose Visceral (WHO 1990; ASHFORD et
al. 1992).

Amplamente difundidas nas Ameéricas, as Leishmanioses apresentam quadro
clinico variavel, nas formas cutdnea, mucocutidnea ou cutdneo difusa e visceral;, que
pode evoluir para cura, espontinea em alguns casos de formas cutdneas ou sob agido
terapéutica, e ou reduzir a enfermidade, como nos casos graves de Leishmaniose
Visceral e nos quadros mutilantes de Leishmaniose mucocutinea ou difusa
(BERMAN 1997).

A Leishmaniose Visceral manifesta-se com seu primeiro caso autdctone nas
Américas, no Paraguai, descrito em 1913 por Migone (LAINSON e SHAW 1979),
entretanto a Leishmaniose Tegumentar guarda reminiscéncias de um passado remoto
pré-colombiano, representado em cerdmicas peruanas por figuras com fei¢des
alteradas, apresentando lesdes que conferem a doenca cariter deformante como o

observado em casos de Leishmaniose cutdneomucosa (PESSOA e MARTINS 1977).



Uma sucessdo de novos casos da doenga vem sendo descrita em diversos
locais e com tendéncia a se intensificar, face as alteragdes que veém ocorrendo no
mundo pés-moderno, principalmente na América Latina, devido as transformagcdes
politico-econdmicas e a crise financeira que vem enfrentando os paises que fazem
parte do complexo de Nagdes em fase de desenvolvimento. Em se tratando de
Leishmaniose Visceral, a questdo socio-econdmica é fundamental; condigbes de
baixa renda e ma nutrigdo, associadas a migra¢gdes de individuos de zona rural,
juntamente com seus cdes infectados, para os bolsGes periféricos dos grandes centros
urbanos, favorecem, sobremaneira, o alojamento da doenca (LACERDA 1994,
AGUILAR et al. 1998).

Ja, a transmissdo da Leishmaniose Tegumentar Americana assume dois
padrdes epidemiologicos distintos: o classico, que guarda, ainda hoje, relagio estreita
com as matas, nos projetos de expansdo de atividades agricolas e garimpo
(DOURADO et al. 1989) e o de areas de colonizagdo antiga, tipicas da Regi3o
Sudeste e Nordeste do Brasil, que sofreram redugio drastica de sua cobertura vegetal
e profundas alteragGes ambientais provocadas pelo homem (GOMES e GALATI
1989; GOMES 1992, 1994; TOLEZANO 1994; BRANDAO-FILHO et al. 1999).

As infecgbes leishmanidticas tém como agentes etiologicos, parasitos
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania,
subgéneros Leishmania e Viannia, cujas cadeias de transmissdo envolvem dipteros
da subfamilia Phlebotominae e diversos hospedeiros vertebrados, destacando-se
dentre eles o0 homem (LAINSON e SHAW 1987). Tem-se conhecimento de 20
espécies patégenas de Leishmania que sd3o transmitidas pela picada de

flebotomineos, causando doenga em seres humanos (ASHFORD 2000).



A circulagdo de parasitos, na natureza, de um mamifero a outro é assegurada
pela atividade alimentar dos flebotomineos (KILLICK—KENDRICK e WARD
1981). Desse modo, a freqiiéncia com que o flebotomineo pratica o hematofagismo
tem implica¢cGes de importdncia na manutengdo da enzootia. Além disso, também
devem ser consideradas as densidades do vetor e de animais vertebrados ndo imunes
(SHAW e LAINSON 1972).

Para a inclusdo de um animal silvestre como reservatorio natural, KILLICK-
KENDRICK ¢ WARD, em 1981, consideram os seguintes parametros:

- os parasitos isolados de um reservatério suspeito ndo devem ser distintos

dos isolados humanos;

- as infecg¢Bes na populagdo do reservatoério suspeito nio devem ser raras,

- o flebotomineo deve suprir sua alimentagdo, pronta e freqiientemente no

animal suspeito;

- o indice de infecgdo no animal suspeito seja de proporgdes tais, que possam

permitir a ingestao de parasitos pelo flebotomineo.

Nas infecgdes leishmanidticas na forma visceral, ressalta-se a participagio de
canideos silvestres da espécie Cerdocyon thous e de marsupiais da espécie Didelphis
marsupialis (DEANE e DEANE 1955; MELLO et al. 1988; CORREDOR et
al.1989a, 1989b; LAINSON et al. 1990; COURTENAY et al. 1996, TOLEZANO et
al. 1999).

A existéncia do ciclo enzoético mantido em raposas permite a propagag¢édo do
parasito em 4areas livres da infecgdo, as quais, como reservatérios adicionais
silvestres, servem como fonte para possiveis focos da doenga em cdes domésticos e

humanos (COURTENAY et al. 1996). No entanto, em areas endémicas, em



peridomicilio, € de consideravel importincia o papel desempenhado por cies
domésticos na transmissdo da Leishmaniose Visceral. Desta maneira, admite-se
que grande nimero de fémeas de flebotomineos da espécie Lurzomyia longipalpis
(Lutz & Neiva, 1912) tornem-se infectadas ao se alimentarem em cies contaminados
e possam veicular a infecgdo para 0 homem (LAINSON e SHAW 1987; MILES et
al. 1999).

De acordo com HERTIG (1957), citado por HERRER (1973, p.585) e
FALQUETO (1995, p.1), os achados da infec¢gdo natural, com a participagdo de
animais silvestres como reservatério da Leishmaniose Tegumentar nas Américas,
datam de 1957, no Panama, quando do encontro de Proechimys semispinosus
infectado com uma espécie de Leishmania similar aquelas que causavam infecgdes
em humanos.

Desde entdo, o encontro de animais silvestres com infec¢do natural tem sido
relatado em diferentes areas neotropicais (FORATTINI 1960; NERY-GUIMARAES
e AZEVEDO 1964; LAINSON e STRANGWAYS-DIXON 1964; HERRER e
TELFORD 1969; LAINSON ¢ SHAW 1969; BARBOSA et al. 1970; FORATTINI et
al. 1972,1973; HERRER et al. 1973; LAINSON et al. 1981).

Tem-se conhecimento do envolvimento de 40 espécies de mamiferos em
condi¢des naturais, dentre elas: roedores, desdentados, marsupiais, alguns primatas.e
carnivoros (LAINSON e SHAW 1979,1987).

O encontro, em carater i1solado, de formas flageladas em animais silvestres
ndo ¢ suficiente para considera-los como reservatério; outrossim, seus isolados

deverdo ser semelhantes aos encontrados em humanos e que além disso, os



flebotomineos transmissores mantenham atividades hematofagicas contiguas com
esses animais, para considera-los como tal (LAINSON e SHAW 1987).

Com certa freqiiéncia, tem sido observada a presenga de infec¢do em animais
domésticos, cdes e eqiiinos, em areas endémicas de Leishmaniose Tegumentar
(AGUILAR et al. 1984, COUTINHO et al. 1985, FALQUETO et al. 1986,1991;
YOSHIDA et al. 1990 BARBOSA et al. 1999) e quando esta ocorre, deve-se, por
muitas vezes, a presencga do vetor no peridomicilio em alta densidade.

Das 469 espécies de flebotomineos descritas na Regido Neotropical
(GALATI 1990, 2002), cerca de 60, tém envolvimento conhecido ou suspeito na
transmissdo de Leishmania em mamiferos (KILLICK-KENDRICK 1990; DEDET
1993; SANTOS et al. 1998; CIPA GROUP 1999; SILVA e GRUNEWALD 1999).
Os padrdes de transmissdo no Continente Americano ndo sido tdo bem definidos
quanto os do Velho Mundo, dada a diversidade de espécies, sua associagdo e
adaptacgdo a nichos particulares (KILLICK-KENDRICK 1990).

No Brasil, Lutzomyia Iongipalpis é a espécie vetora incriminada na
veiculagdo de Leishmaniose Visceral (DEANE e DEANE 1954; LAINSON et al.
1985) e tem sido frequentemente utilizada para estudos experimentais da infecgdo e
fisiologia (LEWIS e WARD 1987); todavia, evidéncias epidemiologicas levam a
supor que Lutzomyia forattinii Galati, Rego, Nunes & Teruya, 1985 e Lutzomyia
cruzi (Mangabeira, 1938), no Estado de Mato Grosso do Sul, exergcam papel de
importéncia na transmissdo (GALATI et al. 1997). O encontro da infec¢do natural
nesta Gltima (SANTOS et al. 1998) refor¢a a sua participagdo na veiculagdo dessa

parasitose.



Na transmissio da Leishmaniose Tegumentar Americana, para algumas
espécies de flebotomineos, atribui-se o papel comprovado de vetor, e dentre elas
destacam-se: Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira,1942), Nyssomyia
umbratilis (Ward & Fraiha,1977) e Psychodopygus wellcomei Fraiha, Shaw &
Lainson, 1971 (KILLICK-KENDRICK 1990). Foram encontradas espontaneamente
infectadas, Bichromomyia olmeca nociva (Young & Arias, 1982) e Nyssomyia
anduzei (Rozeboom, 1942) (DEDET 1993).

Mais recentemente, foi reportado o isolamento de Leishmania (Viannia)
braziliensis dos flebotomineos Migonemyia migonei (Franga,1920) (AZEVEDO et
al. 1990) no Estado do Ceara, Nyssomyia whitmani (Antunez & Coutinho,1939) no
Municipio de Baturité, Ceara, e em duas areas no Estado do Parana ( QUEIROZ et
al 1994; LUZ et al. 2000), assim como de Leishmania (Viannia) sp nas espécies
Pintomyia (Pifanomyia) misionensis (Castro,1959) e Pintomyia (Pintomyia) pessoai
(Coutinho & Barretto,1940) no Estado do Rio Grande do Sul (SILVA e
GRUNEWALD, 1999). No entanto, evidéncias epidemiologicas levam a suspeitar
que Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva,1912), Psychodopygus amazonensis
(Root,1934) e Psychodopygus paraensis (Costa Lima,1941), possam estar
desempenhando papel relevante na transmissio de Leishmaniose Tegumentar
Americana em certas areas do pais (KILLICK-KENDRICK 1990).

Nyssomyia intermedia, considerada como unica espécie, passou a ser tratada
como um complexo, do qual fazem parte N. intermedia s.s. e Nyssomyia neivai
(Pinto, 1926), esta ressuscitada de sinonimia da primeira (MARCONDES 1996).
Ambas provavelmente atuam como vetoras de Leishmaniose Tegumentar em areas

de ambiente modificado.



Nyssomyia intermedia ocorre em regides umidas da costa do Nordeste até o
Estado de Sdo Paulo e N. neivai ocupa regido costeira do Parana ao Rio Grande do
Sul e areas mais para o interior desses Estados (MARCONDES et al. 1998), porém
em algumas areas do Vale do Ribeira, no Estado de S3o Paulo, ocorrem em
simpatria.

Os flebotomineos sdo insetos pequenos, variando de 2 a 3 mm, apresentam
cor amarelada (cor-de-palha) ou castanho-clara, sdo conhecidos popularmente como
“mosquito palha”, “birigiii”, “cangalhinha” ou “tatuquira”, denominagdes estas que
variam segundo a regido geografica a que pertencem.

O processo evolutivo da-se por holometabolia, sendo que as formas imaturas
criam-se em solo sombreado, umido e rico em matéria organica.

Os exemplares adultos, de acordo com a paisagem regional, podem ser
encontrados nos mais diferentes tipos de habitat, tais como: locas de animais
silvestres, troncos € ocos de arvores, buracos de pau e fendas, porém, nio distantes
de seus criadouros naturais.

Sua importéancia na transmissdo das leishmanioses é conferida de acordo com
suas atividades hematofagicas, abundancia e presenca de flagelados em exemplares
provenientes de ambiente silvestre (FORATTINI 1973).

O conhecimento do padrédo alimentar destes dipteros faz parte de um conjunto
de informa¢des que se tornam necessarias para o entendimento das relagSes
hospedeiro-vetor e sua respectiva significancia na transmiss3o da doenga. Deve ser
considerado como indicador em determinados ambientes, dos possiveis animais que
estejam participando na manutencgdo do ciclo enzodtico, além de sua importincia

como reservatorio.



LAINSON e SHAW, em 1979, ao ressaltarem a validade da identificagdo de
habito alimentar em flebotomineos; salientam a necessidade dos exemplares
coletados pertencerem a diferentes localidades e os estudos dirigidos durante longos
periodos para se determinar os provaveis reservatorios de Leishmania.

Acresce-se a isso, que os locais de captura, a sazonalidade e a variabilidade
de hospedeiros sdo fatores que influenciam uma dada espécie de flebotomineo, a
diversificar o seu comportamento alimentar (TESH et al. 1972; SOUZA et al. 1981;
MONTOYA-LERMA e LANE 1996).

Diversas metodologias tém sido empregadas na pesquisa do habito alimentar
de flebotomineos e dentre elas, destacam-se observagdes visuais, capturas com isca
humana, armadilhas contendo iscas animais, encontro em abrigos de animais
silvestres e domésticos e técnicas sorologicas.

Entretanto, a maioria dos estudos que objetivam a investigagdo de seu
comportamento alimentar, tem como enfoque a utilizacdo de iscas animais
(SHERLOCK e GUITTON 1969; CHRISTENSEN e HERRER 1973,1980; ARIAS
e FREITAS 1977, AGUIAR et al. 1986,1987, RANGEL et al. 1986,1990, GOMES e
GALATI 1989; QUINNELL e¢ DYE 1994; FALQUETO 1995; CAMPBELL-
LENDRUM et al. 1999; TANIGUCHI 2000).

As técnicas imunologicas para detecgdo de sangue ingerido em artropodes
tém sido utilizadas desde os primordios de 1900, quando KING e BULL, 1923 e
RICE e BARBER,1935 adaptaram a técnica de precipitina para determinar a fonte
alimentar em mosquitos € outros insetos, cujo fundamento se baseia na reagdo de
precipitagdo que ocorre no contato entre o sangue ingerido pelo inseto e o antisoro

total produzido em animal de laboratério (EDRISSIAN e HAFIZI 1982).



WEITZ, na década de 60, elaborou uma primeira revisio da aplicagdo
metodologica de técnicas sorologicas e TEMPELIS, 1975, entre outros, discute a
viabilidade dos avangos no emprego das técnicas de inibi¢do passiva de
hemoaglutinacio (WEITZ 1956), imunofluorescéncia (GENTRY et al. 1967),
cristalizagdo de hemoglobina (WASHINO e ELSE 1972) e precipitina, considerando
que puderam ser observadas mudangas de comportamento alimentar, devido a fatores
tais como: a¢do do homem no meio ambiente e diversidade das espécies, assim como
viabilidade da fonte de alimento.

Em revisdo posterior, WASHINO e TEMPELIS, em 1983, avaliaram
modificagdes na técnica de precipitina: “teste do anel” (WEITZ,1960), “teste em
tubo capilar” (TEMPELIS e LOFY,1963), “teste em microplaca” (TESH et al. 1971),
incluindo apreciagdes a respeito dos métodos de inibi¢gdo passiva de
hemoaglutinagdo, imunofluorescéncia e técnica imunoenzimatica (ELISA).

Na Regido Neotropical, a técnica de precipitina e demais variagdes, passaram
a ser utilizadas em flebotomineos (TESH et al. 1971,1972), quando do isolamento do
virus da estomatite vesicular no Panama, e ainda hoje, sio empregadas na
identificagdo da fonte alimentar destes insetos (CHRISTENSEN et al. 1982a, 1982b;
MORRISON et al. 1993; ANEZ et al. 1994, OGUSUKU et al. 1994).

Por outro lado, resultados obtidos ao longo das primeiras décadas, induziram
alguns pesquisadores a investigar metodologias que apresentassem maior
sensibilidade e especificidade.

A técnica imunoenzimatica (ELISA), inicialmente utilizada no diagnoéstico de
pacientes amarilicos (VOLLER et al. 1974), foi posteriormente adaptada para o

estudo do habito alimentar em culicideos (BURKOT et al.1981; EDRISSIAN e
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HAFISI 1982), tornando-se uma alternativa viavel, para a identificagio de sangue
ingerido.

Em comunicagio posterior, PANT et al. 1987 publicaram artigo com base no
relatorio da Organizagdo Mundial da Saude, o qual abordava o desenvolvimento de
técnicas mais sensiveis, para a identificagdo do sangue ingerido por vetores e
comentam modificagGes na metodologia, destacando as vantagens no emprego da
técnica de ELISA de imunocaptura, assim como, do “ELISA — dot blot” realizado em
membranas de nitrocelulose.

Dessa maneira, diversas modalidades da técnica de ELISA tém sido
desenvolvidas para o estudo do habito alimentar, dependendo particularmente, da
concentragdo de sangue ingerido, contido nas amostras e das informagdes que se
deseja obter no estudo (BLACKWELL et al. 1995).

BURKOT et al. 1981 e TESH et al. 1988 adaptaram a técnica empregada
por VOLLER et al. 1974, utilizando antisoro conjugado a peroxidase ou a fosfatase
alcalina, para estudos de hébito alimentar de Aedes triseriatus (Say), Aedes
albopictus (Skuse, 1894) e Phlebotomus papatasi (Scopoli,1786).

EDRISSIAN et al. 1985 ¢ BEIER et al. 1988 adotaram o método ELISA
direto para identificar exemplares de Anopheles sp, cujo repasto foi efetuado em
seres humanos e animais domésticos, sendo que EDRISSIAN et al. 1985 fizeram
uso de IgG conjugada a fosfatase alcalina e BEIER et al. 1988 empregaram IgG
conjugada a peroxidase. Recentemente, SAVAGE et al. 1993; NIEBYLSKI et al.
1994 ¢ RUBIO-PALIS et al. 1994 utilizaram a mesma técnica de ELISA, adaptada
com base no estudo realizado por BEIER et al. 1988, para a caracterizagdo de

sangue ingerido por Aedes albopictus.
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Com o estabelecimento da técnica ELISA de imunocaptura, foi possivel
detectar nas amostras eluidas de diferentes espécies de vetores, a presenga de sangue
ingerido em pequenas concentragdes, tais como, as encontradas em pequenos
dipteros das familias Ceratopogonidae e Psychodidae que ingerem, em média, 0,01 a
0,1 e 0,01 a 0,3 miligramas de sangue, respectivamente, bem como evidenciar mais
de um repasto efetuado em diferentes fontes alimentares (SERVICE et al. 1986).

BLACKWELL et al. 1994, 1955, estudando o habito alimentar de Culicoides
sp, optaram pelo emprego da técnica ELISA de imunocaptura, utilizando anti IgG
da espécie hospedeira para identificar sangue ingerido.

A partir da década de 1990, diversos autores empregaram a técnica
imunoenzimatica nos estudos de habito alimentar de flebotomineos.

Utilizando o método ELISA direto, segundo o modelo estabelecido por
BEIER et al. 1988 ¢ 0 de EDRISSIAN et al. 1985, respectivamente, NGUMBI et
al. 1992 e YAGHOOBI-ERSHADI et al. 1995 estudaram o habito alimentar de
exemplares de Phlebotomus martini Parrot,1936 e Phlebotomus papatasi do
Distrito de Baringo no Kenya e da Provincia de Isfahan no Ira.

Dada a necessidade de se identificar vertebrados com potencial na
transmissdo do virus da estomatite vesicular, COMER et al. 1994 empregaram a
técnica ELISA modificada por IRBY e APPERSON, 1988, para a determinagio de
sangue ingerido por fémeas da espécie Psathyromyia shannoni (Dyar, 1929).

QUINNEL et al. 1992, em estudos realizados no Estado do Para, empregaram
o teste ELISA de imunocaptura (SERVICE et al. 1986), para identificar o sangue
ingerido em fémeas de Lutzomyia Ilongipalpis alimentadas em hospedeiros

conhecidos, com o objetivo de verificar experimentalmente a preferéncia alimentar.
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COLMENARES et al. 1995, também utilizando o ELISA de imunocaptura,
empregando o sistema peroxidase avidina-biotina, estudaram o comportamento
alimentar de Phlebotomus perniciosus Newstead 1911, em quatro diferentes areas
geograficas na Espanha .

Dada a problematica em se detectar proteinas em pequenas quantidades de
sangue ingerido e considerando que a técnica ELISA de imunocaptura vem sendo
empregada na investigagdo de habito alimentar de flebotomineos em diversas
localidades, com obtengdo de resultados satisfatérios, suscita a introdug¢do do
método de ELISA de imunocaptura utilizando o sistema fosfatase alcalina avidina-
biotina como complemento de informagdes nos estudos de habito alimentar de

vetores objetivando identificar possiveis hospedeiros das leishmanioses.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar a técnica imunoenzimatica (ELISA) de captura, para a identificagdo
de repastos sangiiineos em flebotomineos, valendo-se da sensibilidade e

especificidade do método avidina-biotina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Padronizar a técnica de ELISA de imunocaptura em Lutzomyia longipalpis criados

em laboratorio € alimentados sobre rato.

* Determinar a cinética deste sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis, apos

periodos de 12, 24, 48 e 72 horas.
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3. METODO

3.1 Amostras

Para a padronizagdo da técnica, foram utilizados sessenta exemplares de
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis, procedentes de colénia do Instituto
Evandro Chagas, Belém, Para, criados no Laboratério de Entomologia do
Departamento de Epidemiologia da Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Sado Paulo (FSP/USP). As larvas foram mantidas em placas com fundo de gesso e
receberam alimentagdo adequada ao ambiente laboratorial, constituida por macerado
contendo fezes desidratadas de coelho, terra e alimento utilizado para peixes, até a
fase de pupa. ApOs os adultos emergirem, foram separados trinta machos e trinta
fémeas, sendo estas, alimentadas em rato procedente de biotério do Instituto Adolfo
Lutz e os machos em solucio de H20 e agucar. Os exemplares adultos foram
mantidos durante todo o experimento em temperatura ambiente de 25°C + 2°C.

Das fémeas, foram retiradas a cabega e genitalia para identificagdo da espécie
(tal como se procedera com os exemplares procedentes de coletas de campo). O térax
e abdome foram acondicionados em microtubos e conservados em freezer a - 20°C,
até o momento de uso. O método empregado foi o ELISA de captura modificado

(CONSALES 1999).
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3.1.1 Preparo das amostras

O térax e abdome dos exemplares foram eluidos e macerados em 200 ul de
solu¢cdo PBS-BSA 0,1% e a seguir centrifugados a 12.000 rpm, por 5 minutos e os
sobrenadantes acondicionados a -20 °C.

Para o controle positivo do teste, foram coletados 10 ul do eluato de cada
uma das trinta amostras de fémeas ingurgitadas e a seguir acondicionados em freezer
a -20°C.

Para o controle negativo do teste, foram coletados 10 ul de eluato de cada

uma das trinta amostras de machos e acondicionados da mesma maneira que o

controle positivo.

3.1.2 Material utilizado para padronizacio do teste de ELISA de captura

1- Microplacas de 96 cavidades (Nunc®, 442404, Maxisorp, Denmark)
2- PBS

Na; HPO4 7,6g

NaCl 4,8g

KH2PO4 1,45g

qsp 1000ml H,O bidestilada
pH 7.4,

3- Soro total anti-rato desenvolvido em coelho, delipidizado.

Produto No.R-5256 — lote 081H48021- SIGMA-

Concentragdo de proteina= 58,3 mg/ml;
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IgG anti-rato produzido em cabra, conjugado a biotina.

Produto No. B7139 — lote 100K9167 — SIGMA —
Proteina total= 0,5mg/ml;

Avidina Fosfatase Alcalina-5.
Produto No. A7294- lote 21K4817- SIGMA,;

Albumina Bovina (BSA) A7030- lote 81K1777- SIGMA;

Tabletes p-Nitrophenyl phosphatase,disodium (PNPP): SIGMA # 104-105-

lote 118H6128,;

Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween 20) P-1379 lote 33HO250;

Tampdo de ELISA

PBS pH 7.4
0,1% BSA;

Tampido de Bloqueio

PBS pH 7.4
1% BSA;

Tampao Dietanolamina

10% Dietanolamina Merck
0,5 mmol/litro MgCl, Merck
pH 9.8;
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12-  Tampdo de Lavagem
Concentragdo 50 vezes

O,SM Na:I‘IPO4
0,5M KHzPO4
pH 7.2

Concentragio 1vez

100 ml da solugdo 50 vezes
2,5ml Tween 20
gsp 5.000ml de H;O bidestilada

3.2 Padronizacio do teste

Microplacas de 96 cavidades foram sensibilizadas com 50 pl/cavidade de soro
total anti-rato (R-5256, Sigma, USA) em duplicata, nas concentragdes de 20 ug/ml a
0,625 pug/ml diluida em PBS e incubadas a 4°C por 18 horas. Apos este periodo, as
placas foram lavadas com PBS-Tween 20, por cinco vezes e os sitios livres,
bloqueados com 200 ul/cavidade de PBS-BSA 1%, por 3 horas a temperatura
ambiente.

Apos este periodo, e a cada etapa da reagdo, foram realizadas lavagens, como
mencionado acima, sendo a seguir adicionados 50 pl/cavidade do eluato das trinta
fémeas ingurgitadas em duplicata nas diluigdes de 1:50 a 1:3200 e as microplacas

incubadas a 4°C por 18 horas.
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A seguir, foi acrescentado 50 ul/cavidade de IgG anti-rato biotinilado (B7139,
Sigma, USA) nas concentracdes de 8pg/ml a 2ug/ml e as microplacas foram
incubadas por uma hora & temperatura ambiente. Apds a incubagdo e lavagem,
foram adicionados 50 ul/cavidade de avidina-fosfatase alcalina, nas dilui¢Ges que
variaram de 1:10.000, 1:30.000 e 1:40.000, permanecendo por mais uma hora a
temperatura ambiente.

Como ultima etapa, foram adicionados 50 ul/cavidade do substrato P-
nitrophenil-phosphatase disodium na concentragdo de 1 mg/ml diluido em 10% de
tampdo dietanolamina 10%. A reagdo foi interrompida apés 20 minutos, com adi¢io
de 100 ul de NaOH 3N/cavidade e a leitura realizada em leitor de ELISA
(Multiskan® EX) em comprimento de onda 405 nm.

ApoOs a padronizagdo da técnica, as trinta amostras foram processadas
separadamente e em duplicata, para o estabelecimento da quantificacio do sangue
ingerido por flebotomineos, sendo adicionados em cada microplaca controles
positivo e negativo, a fim de se evitar variagdes nos valores de absorbancia, que
poderiam interferir na significancia do teste, quando as microplacas ndo sdo lidas
logo ap6s a adigdo do substrato (RUBIO-PALIS et al 1994).

Para o calculo das trinta amostras de Lutzomyia longipalpis, foram computados
todos os valores de absorbédncia e os titulos de sangue ingerido foram expressbs

como log; da reciproca da maior diluigdo das amostras apresentando reagdo positiva.
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3.3 Cinética de ingestiao de sangue por Lutzomyia longipalpis.

Para o estudo da cinética de habito alimentar, foram separadas outras sessenta
fémeas ingurgitadas, processadas separadamente e subdivididas em quatro grupos de
15 exemplares cada, sendo estabelecidos quatro diferentes horarios para a
quantificagdo de sangue ingerido.

Os exemplares dos quatro grupos foram mantidos em insetario a temperatura
ambiente e sacrificados em periodos de aproximadamente 12, 24, 48 e 72 horas pos-
ingestdo, sendo entdo, processada a técnica de ELISA de imunocaptura com a adigdo
a cada microplaca das amostras a serem testadas em duplicata e os respectivos

controles positivo e negativo, conforme item 3.2.

3.4 Anailise Estatistica
Foram determinadas as médias em log,, desvios padrdo e varidncias para o
calculo do indice de positividade das amostras empregadas na reagdo e para a
quantificagdo de sangue ingerido nos horarios pré-estabelecidos pos-ingestdo e os

resultados foram analisados pelo teste t de student, a nivel de significincia 1% (p<

0,001).
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4 RESULTADOS

Para a identificacio da concentragdo ideal do anti-soro de rato, para a
sensibilizacdo da microplaca, foi realizada uma titulagdo em bloco, variando-se as
concentragdes do anti-soro frente a diferentes dilui¢des das amostras que compdem o
controle positivo, em duplicata. A menor concentragdo do anti-soro a ser utilizada na
reagdo foi determinada como sendo 0,625ug/ml (Figuras 1 e 2).

A seguir, foi determinada a menor concentragdo do segundo anticorpo, sendo
estabelecido 8ug/ml (Figura 3) e também foram testadas diferentes dilui¢des de
avidina-fosfatase alcalina, sendo a dilui¢do de 1:40.000 considerada como a que
mais se adequou a reacgdo (Figura 4).

Das diferentes dilui¢Ges das amostras testadas na razio 2, a menor diluigdo para
exemplares de flebotomineos contendo em torno de dois a quatro quartos de sangue
no conteudo abdominal, foi de 1:256.

O ponto de corte da reagdo foi estipulado pelo emprego de trés vezes o desvio
padrio das amostras, sendo a absorbancia especifica igual ou maior que 0,261
considerada como valor positivo. A média dos brancos foi 0,082 com desvio padrido
de 0,0065.

A média dos titulos de sangue ingerido para as trinta amostras foi 13,12 log,
com desvio padrio de 0,084 e as médias determinadas para os grupos controle
positivo e negativo das amostras testadas foram 12,2 log; e 1 log; , respectivamente.
Os resultados referentes as trinta amostras utilizadas no estabelecimento da técnica
para a quantificacio de sangue ingerido encontram-se representados na Figura 5.

No estudo da cinética do habito alimentar, os resultados obtidos estdo expressos

pelas médias, desvios padrdo e varidncias e encontram-se expostos nas Tabela 1 € o
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resultado da dispersio das 15 amostras de 12 horas e 24 horas poés-ingestdo
encontram-se representados nas Figuras 6 e 7.

Para os grupos com periodos de 12 e 24 horas pos-ingestdo, verificou-se
diferenca significativa entre os titulos (t= 65; p< 0,001). Porém, para as amostras de
48 horas pos-ingestdo as médias dos titulos foram inferiores a 5 log, e para as
amostras com 78 horas pés-ingestdo a média dos titulos foi inferior a 1 logs,
resultado este semelhante ao obtido no controle negativo, o que leva a deduzir a

auséncia de sangue no tubo digestivo.



Diluigdes de eluato de 30 fémeas ingurgitadas de L. longipalpis

Figura 1- Quantificagcdo de soro anti-rato para padronizagéo do teste de
ELISA de imunocaptura.
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Figura 2 - Determinagdo da concentragdo adequada do anti-soro de rato
para o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura destinado a quantificagdo
de amostras de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis.
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Figura 3 - Determinagdo da menor concentragdo do 2° anticorpo frente a
diferentes diluicGes do eluato das 30 amostras.
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Figura 4 - Determinacgéo da diluicdo adequada de avidina-fosfatase alcalina
para o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura.
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Figura 5 - Distribuicao dos titulos de sangue ingerido em 30 exemplares
de Lutzomyia longipalpis alimentadas em rato
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Tabela 1- Média dos titulos de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis
em rato segundo horas pés ingestao.

—5  12h 13 0,09 0,0081
15 24 h 10 0,16 0,0256
15 48h <5 nd nd
15 72 h <1 nd nd

nd: ndo determinado
S: desvio padrao
V: variancia
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Figura 6- Quantificagcdo de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis 12
horas pés-ingestéo determinada experimentalmente em rato
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Figura 7 - Quantificagdo de sangue ingerido por Lutzomyia longipalpis 24
horas pés-ingestdo determinada experimentalmente em rato
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5 DISCUSSAO

A atragdo de fémeas de flebotomineos em relagdo ao homem e animais
domésticos tem sido alvo de varios estudos para a investigagdo da freqiiéncia e
especificidade do contato hospedeiro-vetor, que se reflete como fator de risco na
transmissdo das leishmanioses.

Embora o repasto sangiiineo para muitas espécies de flebotomineos na Regido
Neotropical ocorra na populagdo humana e de animais domésticos, torna-se de
interesse conhecer com que freqii€ncia esta atividade se desenvolve sobre o homem,
em diferentes ecossistemas, para que se possa atribuir-lhes o papel de possiveis
vetoras de Leishmania. Claro que, sendo os animais os hospedeiros essenciais das
leishménias, a multiplicidade de hospedeiros com que o flebotomineo se envolve,
representa uma importante contribui¢@o na epidemiologia das leishmanioses.

Com este enfoque, estudos valendo-se de iscas animais, tém fornecido dados
essenciais, na resposta a questdes das possiveis associagdes entre animais
reservatorios e insetos transmissores, nos diferentes habitats (SHERLOCK e
GUITTON 1969, CHRISTENSEN e HERRER 1973,1980; ARIAS e FREITAS
1977, AGUIAR et al. 1986,1987, RANGEL et al. 1986,1990; GOMES e GALATI
1989; QUINNELL e DYE 1994; FALQUETO 1995, CAMPBELL-LENDRUM
1999; TANIGUCHI 2000). O mesmo ndo se pode afirmar em relag@o aos estudos de
carater experimental, como justificativa de identificagdo de preferéncia alimentar,
visto que a fonte ao permanecer em contato com o vetor, induziria os repastos, que,

ndo necessariamente, seriam da forma como ocorrem na natureza (GUY et al. 1984).
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Portanto, o emprego de técnicas imunoldgicas no estudo do habito alimentar
associado ao hematofagismo de insetos, pode acrescentar novos conhecimentos ao
quadro epidemiolégico de parasitoses, com a identificagdo de possiveis hospedeiros
nos quais os agentes circulam.

Diferentes técnicas, mais tradicionalmente a de precipitina tém sido
empregadas para a identificagdo de repastos sangiiineos de mosquitos e outros
artropodes hematofagos (EDRISSIAN et al. 1985) e tém revelado apenas o grupo de
niveis hierarquicos elevados, tais como, ordens e classes de hospedeiros envolvidos
no hematofagismo (SAVAGE et al. 1983).

O teste de precipitina € de utilizagdo limitada para flebotomineos, pois apenas
cinco ou seis testes podem ser utilizados com sucesso, devido & pequena quantidade
de sangue ingerido (SERVICE et al. 1986). Embora sua execugéo seja relativamente
simples, apresenta menor sensibilidade e especificidade e alto consumo de anti-soro.

Outros testes como os ensaios envolvendo inibigdo passiva de hemoaglutinagido
sdo mais sensiveis e especificos, contudo, sdo de dificil adaptagdo na rotina
laboratorial. J4, o método de aglutinagdo do latex tem sido uma alternativa viavel,
pelo baixo custo e melhor desempenho, no entanto, apresenta a desvantagem de ndo
distinguir hospedeiros proximos e, sua sensibilidade € inferior & do teste de
precipitina.

A técnica de imunofluorescéncia requer equipamento sofisticado, dispendioso,
além de pessoal especializado e o teste de fixagdo de complemento, quando aplicado
na identificaciio de sangue ingerido por mosquitos, mostrou-se menos sensivel do

que o teste de hemoaglutinagdo.
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Por outro lado, ja ha algum tempo, a técnica imunoenzimatica (ELISA) vem
sendo empregada para a identificagdo de habito alimentar de mosquitos (BURKOT et
al. 1981) alimentados em diversos animais, conferindo a identificagio de fonte
sangiiinea a nivel de género. Esta técnica tem se mostrado eficiente, por apresentar
maior sensibilidade e especificidade, bem como a sua automag¢ido permitir o
processamento e investigacdo de um grande nimero de amostras, 0 que representa
um aspecto de importancia numa investigagdo epidemiologica.

O ELISA direto, inicialmente empregado por EDRISSIAN e HAFISI, 1982;
EDRISSIAN et al. 1985 ¢ BEIER et al. 1988, para identificagdo de habito alimentar
em culicideos e posteriormente em estudos realizados por NGUMBI et al. 1992;
SAVAGE et al. 1993; NIELBYSKI et al. 1994; RUBIO-PALIS et al. 1994 e
YAGHOOBI-ESHARDI et al. 1995, para culicideos e flebotomineos, demonstraram
a possibilidade de detecgdo de IgG especifica de hospedeiros.

A sensibilidade e especificidade pode ser aumentada com a introdug¢io da
técnica ELISA de imunocaptura. SERVICE et al. 1986, aplicaram esta técnica para a
identificacio de sangue ingerido por culicideos e culicoides e ressaltaram as
vantagens de seu uso como proposicéo alternativa ao teste de precipitina, em vista da
possibilidade de reconhecer a fonte sanéiiinea em amostras contendo quantidades
reduzidas de sangue recém-ingerido.

Neste estudo, a opgdo do emprego do teste imunoenzimatico de captura fazendo
uso do sistema fosfatase alcalina avidina-biotina justifica-se efetivamente por:

- sua sensibilidade e especificidade, pois cada molécula de avidina apresenta

quatro sitios de ligagdo com a biotina; esta, sendo uma vitamina que pode

ser conjugada facilmente a moléculas de alto ou baixo peso molecular, sem
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que ocorra perda de sua atividade biologica e que, por sua vez, apresenta
elevada interagdo com a avidina (GUESDON et al. 1979; HUNTER et
al.1991).

- somente o sistema peroxidase avidina-biotina ter sido empregado na
identifica¢do de repasto sangiiineo de flebotomineos (COLMENARES et al.
1995).

- permitir a identificagdo de sangue ingerido em amostras com diferentes
periodos de pos-ingestdo.

- utilizar a enzima fosfatase alcalina, por ser mais estavel em condi¢Ges de
armazenagem e em circunstincias onde condi¢des estéreis ndo possam ser
mantidas (YOLKEN 1982) e também, por permitir uma grande dilui¢do do
produto (PORSTMANN e KIESSING 1992).

Nesse estudo, em relag@o aos trinta exemplares que apresentaram em torno de

2/4 a 4/4 de sangue no conteido abdominal, cujos eluatos foram diluidos 1:256, o
teste prové a execucdo de aproximadamente noventa provas em duplicata, assim
justificando-se o emprego da técnica imunoenzimatica (ELISA) de captura, por
poder demonstrar que com minimas concentragées de soro total anti-rato (0,625
pg/ml), IgG conjugado a biotina (8 pug/ml) e com a diluigdo de avidina (1:40.000),
viabiliza-se grande nimero de testes, que numa pesquisa de campo € de extrema
importancia, quando se tem uma grande quantidade de amostras para identificar
sangue ingerido e ndo se dispde de muitos recursos financeiros para aplicagéo.

BEIER et al. 1988, avaliaram a sensibilidade do método ELISA direto, em

dois diferentes grupos de amostras de Anopheles stephensi Liston, com repasto

efetuado em humanos e sacrificadas apds duas horas, mantidas em dessecador a
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temperatura ambiente e conservadas em freezer a -20°C. As amostras testadas
foram avaliadas a partir da diluigdo de 1:50 a 1:25.600 e o ensaio detectou sangue
ingerido até a diluigdo de 1:3.200 para amostras congeladas e 1:12.800 para os
exemplares mantidos em dessecador a temperatura ambiente.

Com o mesmo objetivo, SERVICE et al. 1986, utilizaram para a técnica
ELISA de imunocaptura, exclusivamente amostras preservadas em papel de filtro
contendo sangue humano e verificaram a positividade da técnica empregada para os
eluatos a partir de diluigdes de 1:2 até 1:128.

Ainda considerando as trinta amostras utilizadas neste estudo, cujo conteado
abdominal compreendia em torno de 2/4 a 4/4 de sangue, a diluigdo inicial foi
estabelecida em Slogz (1:256) e a reatividade pb6de ser comstatada a olho nui.
Conforme se observa na Figura 5, a dilui¢do de 1:8.192 que corresponde ao titulo de
13log, foi a mais freqliente na amostra sob estudo, mas foram encontrados
exemplares com dilui¢des até 1:16 384, 1:32 768, 1:65 536 que correspondem aos
titulos de 14log,, 15log, e 16logs o que suscita a alta sensibilidade do teste ELISA
de imunocaptura empregado.

Devido a diferengas nas metodologias empregadas por BEIER et al. 1988 e
SERVICE et al. 1986, torna-se dificil a comparagdo dos resultados com os
encontrados nesse estudo, mas ressalta-se a importancia em se avaliar as amostras, de
acordo com a distengdo abdominal, e tem-se como principio que as dilui¢gdes iniciais
serdo diferentes para exemplares com maior ou menor volume de sangue ingerido e
horas pos-ingestdo.

Nas investigac¢oes realizadas por SERVICE et al. 1986 e BLACKWELL et al.

1995, o teste imunoenzimatico ELISA de captura viabilizou o reconhecimento de
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seis e nove fontes alimentares, respectivamente, em amostras coletadas no campo,
tendo o primeiro autor encontrado taxa de 53,8% de positividade para a identificagdo
de habito alimentar. Deve-se levar em consideragdo, o fato de que, na natureza, nem
todas as fémeas encontram-se totalmente ingurgitadas, ou contendo sangue recém-
ingerido, o que eventualmente podera interferir na identificagdo de habito alimentar.

BURKOT et al. 1981 ¢ BEIER et al. 1988 salientam que os repastos efetuados
em poucas horas fornecem os melhores resultados para a analise, porque o processo
digestivo também altera a integridade das proteinas.

Com base em nossa vivéncia, na grande maioria das vezes, observa-se em
flebotomineos capturados na natureza, aproximadamente dois a quatro quartos de
sangue recém-ingeridos no conteddo abdominal, quantidade esta semelhante a
utilizada neste experimento. Assim, o teste padronizado neste estudo podera ser
empregado com sucesso na identificagéo de fonte alimentar.

Para a identificag@o de hospedeiros domésticos, para os insetos hematofagos, ha
anti-soros e imunoglobulinas especificas disponiveis comercialmente, porém nem
sempre ocorre 0 mesmo para animais silvestres. Todavia, é possivel a produgio de
anti-soro especifico em animais de laboratorio e imunoglobulinas especificas através
de concentragio e purifica¢do, técnica esta empregada no estudo de BLACKWELL
et al. 1994, para a identifica¢do de sangue ingerido por Culcoides sp em cervos.

Considerando o periodo pés-ingestdo, ao estudar o comportamento da espécie
Aedes triseriatus alimentada em humanos com intervalos de quatro horas, BURKOT
op. cit. , por meio da técnica adaptada do estudo de VOLLER et al. 1974, obtiveram

quando da utilizagdo de anti-soro para o estudo de amostras congeladas a -20°C,
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100% de positividade até oito horas, 75% até doze horas e 40% dezesseis horas pos-
ingestdo, porém, decorridas vinte horas, a fonte alimentar ndo foi detectada.

EDRISSIAN et al. 1982,empregando o método ELISA direto, para amostras
de sangue ingerido por Anopheles stephensi em humanos e cobaios, colhidas em
papel de filtro e com periodos pés- ingestdo de: 1, 6, 12, 24 e 48 horas, verificaram
positividade do teste até 24 horas.

SERVICE et al. 1986, ao utilizar a técnica imunoenzimatica (ELISA) de
captura, obtiveram 100% de positividade para o teste até 26 horas, em fémeas
ingurgitadas de Aedes aegypti alimentadas em humano e mantidas a 24°C e 75% de
positividade para as amostras com 31 horas pés-ingestao.

Além de compararem a sensibilidade do ELISA direto, BEIER et al. 1988,
também avaliaram para Anopheles stephensi periodos pos-ingestdo para exemplares
acondicionados em dessecador a temperatura de 27+ 2° C e para amostras
congeladas a -20°C e puderam verificar diferengas no tempo de detec¢do de sangue.
Para as amostras preservadas em dessecador, o teste proporcionou a identifica¢do até
32 horas pés-ingestdo, enquanto que, para as conservadas em freezer foi possivel
conferir a positividade até 23 horas.

Em investiga¢Ges mais recentes, realizadas ainda com culicideos, SAVAGE
et al. 1993, empregando o método ELISA direto, obtiveram para Aedes albopictus
mantidos a 27°C e mortos por congelamento a intervalos de 6 horas apos
alimentagdo, 100% de positividade para o teste, em amostras contendo sangue
humano e de coelho até 24 horas pds-ingestdo. Apds 30 horas, o total de positividade

foi determinada apenas para humano e 60% para as amostras cujos repastos foram
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efetuados em coelho, contudo ao longo de 36 horas, obtiveram 40% de positividade
para humano, tendo sido mantida a porcentagem de 60% para coelho.

CHOW et al. 1993 compararam a técnica imunoenzimatica (ELISA) de
captura com o método direto, para o estudo da cinética de habito alimentar de Aedes
aegypti utilizando peroxidase. Na técnica ELISA de imunocaptura obtiveram 100%
de positividade para as amostras com 32 horas pds-ingestdo e 80% para as amostras
com 42 horas e no método ELISA direto obtiveram 100% de positividade para as
amostras com 20 horas pés-ingestdo.

Ao estudar amostras de Anopheles nuneztovari Gabaldén 1940, alimentadas
em humano e colhidas a intervalos de 4 horas, RUBIO-PALIS et al. 1994,
empregando o método ELISA direto, também avaliaram a variabilidade frente ao
emprego de dois substratos para peroxidase: ABTS (2,2'-azino-di-[3-
ethylbenzthiazoline sulphonate (6)]) e TMB (tetramethylbenzidine). Com o substrato
ABTS, todas as amostras foram positivas para 24 horas pds-ingestio e quando
utilizado o substrato TMB todas foram positivas nas 40 horas e 75% nas 44 horas
pOs-ingestdo.

Recentemente, GOMES et al. 2001 compararam o método ELISA direto
com a técnica de precipitina para o estudo da cinética de detecgdo de sangue ingerido
por Aedes aegypti e Aedes fluviatilis (Lutz) alimentados experimentalmente em
humanos, canideos e felinos e verificaram que o método de ELISA demonstrou
maior sensibilidade.

Na avaliag@o preliminar, estabelecida para Culicoides sp, BLACKWELL et
al. 1994 utilizando a técnica imunoenzimatica (ELISA) de capturs, inferiram a

positividade para exemplares com periodo inferior a 24 horas pds- ingestéo.
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Embora diferentes técnicas tenham sido empregadas para o estudo do habito
alimentar, as reagentes apontam para um curto periodo de tempo, aproximadamente
24 horas pés-ingestdo.

Para o teste desenvolvido neste estudo, a identificagdo de sangue ingerido foi
viavel para todos os exemplares de Lutzomyia longipalpis com até 12 e 24 horas
poOs-ingestdo, havendo a possibilidade de detec¢do até 48 horas, se inicialmente
tivesse sido utilizada a dilui¢do llogz (1:2). Tendo em vista a ndo disponibilidade
momentinea de material para o estudo, os resultados deverdo ser considerados neste
experimento como positivos para todas as amostras efetuadas até 24 horas pds-
ingestdo.

Deve-se levar em conta, que a dificuldade em se identificar repastos
excedendo 48 horas, em parte é devida & degradag¢do muito rapida de albumina, que
representa a maior fragdo do soro. Acresce-se ainda, que a maioria dos anti-soros
utilizados para estudo de habito alimentar € produzida em animais imunizados com
soro total, resultando consequentemente em anticorpos primariamente dirigidos
contra a fracdo de albumina (TESH et al. 1988).

Considerando que a quantidade de sangue ingerido por culicideos é
sensivelmente superior & de flebotomineos e culicoides, além das variaveis que
podem influenciar nas taxas de digestio - quantidade de sangue ingerido,
temperatura ambiente, diferenga entre exemplares da mesma espécie e entre espécies,
idade fisiolégica e fonte alimentar - o resultado obtido neste estudo representa uma
amostra da populacio para a qual o teste vem corresponder de maneira satisfatoria,

corroborando com os resultados encontrados pelos demais autores.
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6 CONCLUSOES

1.

Diversas concentragdes de soro total anti-rato e IgG conjugado a biotina, bem
como diluigGes de avidina foram postas a prova e fazendo uso das menores
concentracdes testadas, a técnica imunoenzimatica (ELISA) de captura permitiu a
identificagio de sangue ingerido em exemplares de Lutzomyia longipalpis
alimentados em rato.

A técnica pode prover a realizagdo, de pelo menos, noventa testes em duplicata,
para a determinagdo de sangue recém-ingerido, quando utilizados 200ul do
eluato na dilui¢do 1:256.

Para as trinta amostras utilizadas na quantificacdo de sangue ingerido, as quais
continham reple¢io em torno de dois quartos a quatro quatros, foi observada
deteccgdo de sangue ingerido para valores com titulos até 13,12 logs.

A identificacdo de repastos sangiiineos com periodos de aproximadamente 12 e
24 horas em Lutzomyia longipalpis foi viavel de detec¢do para todas as amostras
testadas verificando-se diferenca significativa entre os titulos determinados para
estes dois grupos. Porém ndo foi comprovada a presenga de sangue no trato

digestivo de exemplares apés 72 horas de ingestéo.
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