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Abstract

The main purpose of this study was to investi-
gate natural infection by Leishmania chagasi in 
female sand flies in a visceral leishmaniasis (VL) 
focus on São Luís Island, Maranhão State, Brazil. 
Molecular analysis by polymerase chain reaction 
(PCR) was applied to determine the rate of natu-
ral infection of Lutzomyia longipalpis by L. cha-
gasi in areas of old and recent human settlement 
on São Luís Island. Based on a sample of 800 fe-
male specimens captured from March to August 
2005, the natural infection rate was 1.25% in an 
area of old settlement and 0.25% in two recently 
settled areas. Infection of L. longipalpis was de-
tected in both areas, regardless of the number of 
reported human VL cases, indicating that other 
factors modulating infection in the wild need to 
be investigated. The results confirm PCR as a spe-
cific technique and an important tool for epide-
miological surveillance.
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Introdução

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) é 
o principal vetor da Leishmania infantum cha-
gasi (Leishmania chagasi), agente etiológico da 
leishmaniose visceral (LV), uma das principais 
endemias mundiais e um grave problema de saú-
de pública no Brasil 1,2. Na ilha de São Luís, Ma-
ranhão, encontra-se em franca expansão, aliado 
à ampla distribuição geográfica do vetor e à alta 
prevalência da infecção canina 3,4.

A determinação das taxas de infecção natural 
de flebotomíneos por Leishmania constitui uma 
importante ferramenta para os estudos epide-
miológicos das leishmanioses e de competência 
vetorial. A técnica da dissecação do trato digesti-
vo do vetor e a pesquisa direta do parasito eram 
empregadas com esta finalidade; atualmente, 
vem sendo substituída pela reação em cadeia da 
polimerase (PCR), que consiste na amplificação 
do DNA do parasito, exibindo elevada especifi-
cidade e sensibilidade 5. Assim, iniciadores mo-
leculares desenhados para L. infantum têm sido 
empregados para a detecção de L. chagasi, con-
siderando a semelhança molecular e bioquímica 
entre essas espécies, reforçando a admissão da 
sinonímia L. infantum chagasi (L. chagasi) 1,6.

Este trabalho objetiva determinar a taxa de 
infecção natural de L. longipalpis por L. infantum 
chagasi, bem como associar a taxa de infecção à 
densidade vetorial.
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Material e métodos

Áreas de estudo

Foram selecionadas áreas de colonização antiga 
e recente situadas na ilha de São Luís (2º32’S e 
44°43’O), compreendendo os municípios de Ra-
posa, São José de Ribamar, Paço do Lumiar e São 
Luís 7.

No momento do estudo, a área de coloniza-
ção recente apresentava transmissão ativa de LV 
e cinco anos de ocupação, sendo constituída por 
dois aglomerados semi-urbanos do Município 
de Raposa (Vila Maresia e Residencial Thalita). 
Situa-se nas proximidades da praia, circundada 
por igarapés sob condições precárias de sanea-
mento básico. A vegetação nativa cedeu espaço 
às habitações humanas, e o número de habitan-
tes aproximava-se de 2.190.

A área de colonização antiga (100 anos de 
ocupação) denomina-se Preiçueira. Situa-se na 
zona rural do Município de São José de Ribamar, 
com população estimada em 888 habitantes e 
indene quanto à transmissão de LV. Apresenta 
intensa cobertura vegetal, resguardando caracte-
rísticas nitidamente rurais e semi-rurais, com ha-
bitações isoladas e circundadas por plantações e 
árvores frutíferas 8.

Coletas de flebotomíneos

Foram realizadas 22 coletas no período de março 
a agosto de 2005. Armadilhas luminosas do tipo 
CDC foram instaladas em abrigos de animais do-
mésticos (galinheiros/poleiros, currais, pocilgas, 
apriscos e canil) das 18h às 6h. Os flebotomíneos 
foram identificados taxonomicamente 9, sendo 
as fêmeas de L. longipalpis agrupadas em lotes 
de dez espécimes (pools) e mantidas a -20°C até a 
extração de DNA.

Extração de DNA e PCR

A extração de DNA foi realizada conforme Olivei-
ra-Pereira et al. 10. Para a amplificação da região 
conservada do minicírculo, foram utilizados os 
primers RV1 (sense) e RV2 (antisense) específicos 
para L. infantum chagasi 11. A reação foi realizada 
conforme Lachaud et al. 11 em MJ Research PTC-
100 (Peltier Thermal Cycler), tendo como con-
trole negativo água ultrapura e controle positivo 
186ng de DNA de L. chagasi (MHOM/BR2000/
MERZSTRAIN). Os produtos da PCR foram sub-
metidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, 
sendo, posteriormente, fotodocumentados (Stra-
tagene Eagle Eye II).

Taxa de infecção natural mínima

A taxa de infecção natural mínima foi calculada 
conforme Paiva et al. 5, e os resultados, analisa-
dos conforme o teste exato de Fischer (F) e o teste 
t de Student (p ≤ 0,05; n-1 graus de liberdade).

Resultados

Foram coletados 3.236 espécimes de L. longipal-
pis, sendo 2.426 machos e 800 fêmeas, separadas 
em 40 pools para cada área estudada (Tabela 1).

A população mínima de fêmeas de L. longi-
palpis apresentou uma prevalência de infecção 
de 20% e 30% por L. infantum chagasi para as 
áreas de colonização antiga e recente, respectiva-
mente (Tabela 1). A taxa de infecção mínima foi 
de 1,25% para a área de colonização antiga (5 po-
ols positivos) e 0,25% para a área de colonização 
recente (1 pool positivo). Os produtos de ampli-
ficação apresentaram um padrão de bandas de 
145pb compatíveis com o controle positivo. 

A análise estatística demonstrou que as dife-
renças encontradas entre o número de fêmeas, 
taxas de infecção e fêmeas potencialmente ca-
pazes de transmitirem L. infantum chagasi nas 
áreas estudadas não são significativas (Tabela 1).

Discussão

As taxas de infecção natural obtidas mostraram-
se próximas às detectadas por pesquisas anterio-
res 10,12. No momento do estudo, a área de coloni-
zação recente registrou três casos humanos de LV 
e, embora a área de colonização antiga não tenha 
registrado qualquer caso autóctone, ambas apre-
sentam perfis endêmicos semelhantes 2.

Em áreas endêmicas de leishmanioses, as ta-
xas de infecção natural são consideravelmente 
baixas, não justificando a alta transmissão da 
doença, sobretudo em áreas de ocupação recen-
te 12. Com base nos dados estatísticos e na pro-
porção de fêmeas infectadas para cada região, 
entendemos que as relações ecológicas, como 
habitat, comportamento intra-específico, ciclo 
de dieta e população de reservatórios de cada 
região, podem influenciar as taxas de infecção, 
ainda que os resultados demonstrados não se-
jam significativos estatisticamente. Sugerimos 
que as taxas de infecção natural detectadas e a 
manutenção da LV na ilha de São Luís estejam 
associadas à elevada prevalência da infecção 
canina nas áreas urbanas, à descontinuida-
de das estratégias de controle, além de fatores 
ambientais 13, imunológicos 14 e genéticos 15 da 
população.
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Tabela 1

Taxa de infecção natural de Lutzomyia longipalpis por Leishmania infantum chagasi em áreas de colonização antiga e recente 

na ilha de São Luís, Maranhão, Brasil.

Colonização Número de espécimes Pools * Taxa infecção 

mínima (%) **Macho Fêmea

Antiga 1.509 400 35/5 1,25

Recente 927 400 39/1 0,25

Total 2.436 74/6 -

* Pools positivos;

** Fisher: 0,0295; Teste t: = 1,62; p ≤ 0,05; G. L: n-1.

Nas localidades rurais, a dinâmica da ocupa-
ção dos espaços e o modo de vida da população 
contribuem para a formação de comunidades 
ecológicas estáveis, onde há a manutenção dos 
ecótopos naturais do vetor, dos reservatórios e 
do parasita. Tais características favorecem o ciclo 
de transmissão silvestre de Leishmania, suge-
rindo uma explicação para a ausência de casos 
humanos autóctones na área de colonização an-
tiga. Por outro lado, modificações drásticas nas 
condições ambientais, causadas pela destruição 
de habitats, urbanização e a migração dos gru-
pos populacionais, podem influenciar o ciclo de 
transmissão da doença pela desestabilização dos 
ecótopos naturais dos elos envolvidos na trans-
missão, favorecendo a aproximação desses ele-
mentos das populações humanas 13.

Quanto aos fatores imunológicos, Kamhawi 
et al. 16 e Teixeira et al. 17 sugerem que a exposição 
a picadas de flebotomíneos não infectados pode 
influenciar na epidemiologia da doença. Os com-
ponentes presentes na saliva de flebotomíneos 
apresentam atividade imunogênica, induzindo à 
produção de anticorpos contra diferentes prote-
ínas. Desta forma, animais expostos a picadas de 
flebotomíneos desenvolvem elevados níveis de 
anticorpos IgG anti-saliva, que podem interferir 
no risco em adquirir a infecção. Logo, populações 

humanas de áreas de colonização antiga que co-
habitam com populações de L. longipalpis po-
dem desenvolver proteção quanto à infecção por 
L. infantum chagasi, supondo a exposição destes 
indivíduos à picada do vetor. 

É factível considerar que áreas de coloniza-
ção recente, sobretudo ocupações irregulares, 
são instáveis, onde a proteção conferida pelos 
anticorpos pode ser menos expressiva por cau-
sa do intenso fluxo migratório, particularmente 
de pessoas suscetíveis vindo de áreas indenes. 
Nesse sentido, mesmo que a taxa de infecção e 
a densidade do vetor permaneçam baixas, são 
suficientes para manter a infecção circulando no 
meio urbano.

Em relação aos fatores genéticos, a variabili-
dade da resposta à infecção por Leishmania pode 
estar relacionada às características genéticas in-
dividuais. Polimorfismos no gene mbl2 têm sido 
pesquisados em diversas populações devido à 
sua importância na defesa do hospedeiro contra 
doenças infecciosas e autoimunes 15.

Nosso estudo demonstrou que a PCR foi ca-
paz de detectar a infecção natural por L. infan-
tum chagasi em populações de L. longipalpis, 
independentemente da existência de casos ati-
vos de LV, revelando-se como um instrumento de 
grande importância para a saúde pública.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a infecção natu-
ral por Leishmania chagasi em flebotomíneos captu-
rados em focos de leishmanioses visceral (LV) na ilha 
de São Luís, Maranhão, Brasil. Análise molecular por 
reação em cadeia da polimerase (PCR) foi aplicada 
para determinar a taxa de infecção natural de Lut-
zomyia longipalpis por L. chagasi em áreas de ocupa-
ção humana antiga e recente, na ilha de São Luís. Va-
lendo-se de uma amostra de 800 fêmeas coletadas no 
período de março a agosto de 2005, foi possível deter-
minar taxas de infecção natural equivalentes a 1,25% 
em uma localidade de colonização antiga e 0,25% em 
duas localidades de colonização recente. A infecção 
foi detectada nas duas localidades independentemen-
te do número de casos humanos de LV notificados, o 
que demonstra que outros elementos que modulam a 
infecção no meio natural precisam ser investigados. 
Os resultados obtidos confirmam a PCR como técnica 
específica e importante ferramenta para as ações em 
vigilância epidemiológica.

Psychodidae; Leishmania; Reação em Cadeia da 
Polimerase
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