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Identificacio do sangue ingerido por Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) e Lutzomyia (Lutzomyia)
almerioi (Galati & Nunes, 1999) pela técnica imunoenzimatica
do ELISA de captura, no sistema avidina-biotina

Blood meals identification of Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis (Lutz & Neiva,
1912) e Lutzomyia (Lutzomyia) almerioi (Galati & Nunes, 1999) by
enzime-linked immunossorbent assay biotin-avidin
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RESUMO

Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia almerioi, espécies integrantes da fauna flebotominea da Serra da Bodoquena, no Estado de Mato
Grosso do Sul, tém sido objeto de estudo devido as suas elevadas abundincias no Assentamento Guaicurus, foco de leishmaniose
tegumentar humana e visceral canina. Em pesquisas que vem sendo realizadas neste acampamento para a identificacio de vetores
destas parasitoses, foram capturados no periodo de 2002 a 2004, com armadilhas automaticas luminosas, instaladas em ambiente
peridoméstico (galinheiro), 83 exemplares ingurgitados de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia almerioi. O presente estudo teve como
objetivo a investigacio do habito alimentar para ave das fémeas de ambas as espécies de flebotomineos, mediante o emprego da
técnica imunoenzimatica de captura,comparando-se a reatividade durante os anos de 2002 a 2004. Dentre 57 amostras de Lutzomyia
longipalpis e 26 de Lutzomyia almerioi, foram encontradas 72% reagentes para ave em Lutzomyia longipalpis e 96% em Lutzomyia
almerioi, o que justifica o estudo do habito alimentar na regido, como medida de prevengio e instituigcio de vigilincia epidemiologica.

Palavras-chaves: Identificacdo de sangue ingerido. Lutzomyia longipalpis. Lutzomyia almerioi. Técnica imunoenzimatica de
captura. Vetores.

Abstract

Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia almerioi, phlebotomine species from the fauna of Serra da Bodoquena, in the State of
Mato Grosso do Sul, Brazil, have been studied, particularly due to the fact of their abundance and occurrence, the Guaicurus
settlement, focus of human tegumentary and canine visceral leishmaniasis. In researches that are being carried out in this
settlement for identifying the vectors of these parasitosis, 83 engorged females belonging to the species Lutzomyia longipalpis
and Lutzomyia almerioi were captured with automatic light traps from 2002 up to 2004 in the peridomiciliary environment of
the Guaicurus settlement (hennery).The aim of this study was the investigation on bird feeding habit of females of both the
philebotomine species by the enzyme-linked immunosorbent assay technique, comparing the reactivity during the period from
2002 up to 2004. Of the 57 samples of Lutzomyia longipalpis and 26 of Lutzomyia almerioi that have been tested, 72% from
Lutzomyia longipalpis and 96% from Lutzomyia almerioi were reactive, which justifies the feeding habit study in the region as
a prevention measure and the institution of an epidemiological survey.

Key-words: Blood meal identification. Lutzomyia longipalpis. Lutzomyia almerioi. Sandwich enzyme-linked immunosorbent
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A atracdo que diferentes animais silvestres e domésticos
exercem sobre os flebotomineos como fonte alimentar constitui-
se em importante elemento para o conhecimento das relagdes
hospedeiro - vetor nos diversos ambientes, sobretudo em se
tratando de 4reas com transmissao de leishmanioses.

Lutzomyia longipalpis, espécie incriminada com a principal
vetora da leishmaniose visceral na América, vem sendo utilizada
freqiientemente em estudos experimentais de infecgdo e
fisiologia®. Embora, seja freqiientemente encontrada em abrigos
de animais domésticos, pouco se conhece a respeito de seu
comportamento alimentar?>®°,

Lutzomyia almerioivem merecendo atencio por ser a espécie
mais abundante da fauna associada a cavernas da Serra da
Bodoquena, no Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, ser
antropofilica, ter sido encontrada naturalmente infectada por
flagelados e uma das mais freqiientes em ambiente antrépico no
Assentamento Guaicurus, foco de leishmaniose tegumentar
humana e visceral canina localizado na vertente ocidental desta
serra, no municipio de Bonito, onde sua freqiiéncia é superada
apenas por L. longipalpis**.

Apartir de levantamento da fauna flebotominea da regido, verificou-
se o encontro de casos humanos de leishmaniose tegumentar e
leishmaniose visceral canina no Assentamento Guaicurus.

Este estudo tem como objetivo identificar o sangue ingerido
em fémeas de Lutzomyia longipalpis e de Lutzomyia almerioi
pela técnica imunoenzimdtica de captura’ com a finalidade de
validar a técnica para o estudo epidemioldgico dessas doencas,
visando auxiliar a identificacio das espécies vetoras.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo. O Assentamento Guaicurus situa-se na
vertente ocidental da parte central da Serra da Bodoquena,
num vale, abrangendo drea de 2.772ha, cujo desmatamento
resultou na instalacio de pequenas moradias com extensio
de terreno destinada a lavoura e criacio de animais com a
finalidade de subsisténcia.

Amostras. Foram separadas ao acaso, 83 fémeas
ingurgitadas de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia almerioi
capturadas no periodo de 2002 a 2004, com armadilhas
automdticas luminosas, quinzenalmente, instaladas no
interior de galinheiro situado no ambiente peridoméstico de
uma residéncia (lote n° 19) do Assentamento Guaicurus.

Das fémeas, foram retiradas a cabeca e genitdlia para a
identificacio da espécie e o torax e abdome foram acondicionados
em microtubos e conservados em freezer a -20°C.

Para os controles positivo e negativo do teste, foram utilizados
60 exemplares de L. longipalpis, conforme descrito na
padronizacido da técnica imunoenzimdtica de captura para a
pesquisa do habito alimentar em flebotomineos’.

Preparo das amostras. O torax e abdome dos exemplares
coletados no campo, bem como os controles, foram macerados
em 250 de solucio PBS-gelatina 0,1% (DIFCO). A seguir, foram
centrifugados a 12.000rpm, por 5 minutos e os sobrenadantes
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colhidos e processados para a identificacio do sangue ingerido
pela técnica imunoenzimdtica de captura.

Técnica imunoenzimatica. Microplacas de 96 cavidades
(Nunc®, Maxisorp, Denmark) foram sensibilizadas com
50ul/cavidade de anti IgG de ave (61-3.100, Zymed, USA), na
concentragio de 0,625ug/ml diluidas e incubadas a 4°C por 18
horas. Apds este periodo, as placas foram lavadas com PBS-
Tween20 (P-1379, Sigma, USA) por cinco vezes e os sitios livres
bloqueados com 200ptl/cavidade de PBS-gelatina 1%, por 3 horas
atemperatura ambiente. Nesta etapa e nas demais, foi introduzida
a gelatina como alternativa para a soroalbumina bovina, pois
além de seu menor custo, também favorece a diminuicio da
inespecificidade do teste.

Apos esse periodo e a cada etapa da reacgdo, foram
realizadas lavagens, segundo mencionado anteriormente,
sendo a seguir adicionados 50ul/cavidade dos sobrenadantes
das amostras, em duplicata, e dos controles positivo e
negativo, sendo as microplacas incubadas a 4°C por 18 horas.

A seguir, acrescentou-se 50ul/cavidade de anti IgG de ave
biotinilado (61-3140, Zymed, USA) na concentragio de 2pg/ml
e as microplacas foram incubadas por uma hora a temperatura
ambiente. Apés a incubacio e lavagem, foram adicionados 50ul/
cavidade de avidina-fosfatase alcalina (A7294, Sigma, USA) na
dilui¢Zo de 1:60.000, permanecendo por mais uma hora a
temperatura ambiente.

Como tltima etapa, foram adicionados 50ul/cavidade
do substrato P-nitrophenil-phosphatase disodium
(Sigma # 104-105) na concentracdo de 1mg/ml diluido em
tampao dietanolamina 10%. A reacio foi interrompida apds
20 minutos, com adi¢ao de 100ul de NaOH 3N/cavidade e a
leitura realizada em leitor de ELISA (Multiskan®EX) em
comprimento de onda 405nm.

Analise estatistica. Foram determinadas as médias,
desvios padrio e varidncias para o cdlculo do indice de
positividade das amostras e os resultados foram analisados
em nivel de significancia 5% (p < 0,05), sendo utilizado o
programa Prism GraphPad versio 3.0.

RESULTADOS

Diferentes diluicdes das amostras foram previamente
testadas na razdo 2 e verificou-se que a diluicdo 1:2 foi a que
melhor se adequou em relacdo a especificidade da técnica
para as amostras de campo que apresentaram variabilidade
em relacdo 2 ingestdo de sangue.

0 ponto de corte da reagdo foi estipulado pelo emprego
de trés vezes o valor da média das absorbancias das amostras
de exemplares machos, controle negativo do teste, sendo a
absorbancia especifica igual ou maior a 0,417 considerada
como valor positivo.

Os resultados referentes a positividade das amostras de
campo de exemplares de L. longipalpis e de L. almerioi pelo
método imunoenzimatico de captura no periodo de 2002 a
2004, encontram-se representados na Tabela 1.
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Tabela 1- Determinacdo pela técnica imunoenzimatica de captura da
positividade das amostras de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia almerioi
coletadas no periodo de 2002 a 2004 em galinheiro situado no peridomicilio
de residéncia do Assentamento Guaicurus.

Lutzomyia longipalpis  Lutzomyia almerioi

Amostras/Ano R NR R NR p Total
2002 10 10* 16 1 0,013 37
2003 23* 3 9 0 0,566 35
2004 8 3 - - - 11
Total 41 16 25 1 0,040 83

*Fémeas contendo ovos  R= Reagentes NR =Nio Reagentes

As médias, desvios padrio e varidncias das absorbancias de
amostras de L. longipalpis coletadas no campo, as criadas em
laboratério, bem como, de L. almerioi procedentes de campo

no periodo de 2002 a 2004 estdo representados na Tabela 2.

A Tabela 3 apresenta o nivel de significincia encontrado
entre a variacdo das absorbancias de amostras de
L. longipalpis e L. almerioi comparadas entre os anos de
2002, 2003 e/ou 2004, constatando-se que apenas as
absorbincias entre os anos de 2002 e 2003 em L. almerioi
ndo apresentaram diferenca significativa.

De 57 exemplares de L. longipalpis e de 26 de L. almerioi
coletados no campo, no periodo de 2002 a 2004, foram
encontradas 72% de amostras reagentes para ave em
L. longipalpis e 96% em L. almerioi, observando-se diferenca
significativa entre a positividade das amostras das duas espécies
(x*=6,43), p =0,040. Quando se observou isoladamente os
anos de 2002 e 2003, verificou-se no periodo de 2002, diferenca
estatisticamente significativa entre a reatividade das amostras
de L. longipalpis e L. almerioi para sangue ingerido em ave, no
entanto, no perfodo de 2003 nfo houve diferenca significativa.

Tabela 2 - Distribuicio das médias, desvios padrao e variancias das
absorbancias de amostras de Lutzomyia longipalpis coletadas no campo,
alimentadas em Iaboratorio e de Lutzomyia almerioi procedentes de campo
no periodo de 2002 a 2004

Lutzomyia longipalpis Lutzomyia almerioi

Amostras/Ano  Local X N \ X N \
2002 campo 0,518 0,247 0,061 0,781 0,167 0,028
laboratério 0,815 0,030 0,001 - - -

2003 campo 0,652 0,148 0,022 0,764 0,031 0,001
2004 campo 0,668 0,197 0,039 - - -

X = média; S = desvio-padrio; V = varidncia

Tabela 3 - Comparacdo da variacao das absorbancias de amostras de Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia almerioi segundo o local de

ingurgitamento e periodo.
Amostras Local Ano Amostras Local Ano Amostras Local  Ano P
L. longipalpis campo 2002 x L. almerioi campo 2002 - - - 0,000
L. longipalpis campo 2003 x L. almerioi campo 2003 - - - 0,044
L. almerioi campo 2002 x L. almerioi campo 2003 - - - 0,052
L. longipalpis campo 2002 x L. longipalpis laboratorio 2002 - - - 0,000
L. longipalpis campo 2002 x L. longipalpis campo 2003 x L longipalpis campo 2004 0,034
X = versus
DISCUSSAO Ao comparar a média das trinta fémeas de L. longipalpis

As técnicas imunolégicas tém sido freqiientemente
utilizadas para a investigacdo e identificacdo de repastos
sangiiineos em diversas espécies de dipteros. Com maior
sensibilidade e especificidade, a técnica imunoenzimatica de
captura tem sido a mais indicada para a deteccio de sangue
ingerido por pequenos dipteros, mais especificamente de
flebotomineos e culicéides' 72 12,

A identificagio de uma proteina marcada para o
reconhecimento da especificidade do teste é determinada de
acordo com o objetivo que se deseja atingir e também, é
dependente da técnica empregada. Service e cols'' e Quinnel e
cols®, consideraram IgG espécie especifica como melhor
indicador para o reconhecimento de sangue ingerido em
flebotomineos, a qual também foi utilizada no presente estudo.
Com o emprego desta imunoglobulina observou-se maior
sensibilidade da técnica, quando da aplicacio do sistema avidina-
biotina, sendo possivel a deteccio de sangue ingerido em todas
as amostras de L. longipalpis criadas em laboratério,
acondicionadas em freezer a -20°C por 2 anos consecutivos,
bem como a presenca de sangue em fémeas contendo ovos
(Tabela 1), sem que houvesse degradacio gradual ou destrui¢io
de proteinas durante o periodo de acondicionamento.

criadas em laboratdrio com exemplares coletados no campo,
do mesmo ano, observou-se diferenca significativa entre as
amostras. Esta diferenca, provavelmente, seja explicada pela
quantidade de sangue ingerido nas amostras de L. longipalpis,
que nos alimentados em laboratério, apresentavam em torno
de % e nas amostras de campo, nos diferentes anos, variou
de Y% a % do conteiido abdominal. Resultados semelhantes
foram apontados' para Aedes albopictus coletados no campo.

Durante o periodo de capturas realizadas em um tinico
local, L. longipalpis apresentou diferentes padrdes de
reatividade, o que é sugestivo de alternincia desta espécie
quanto 2 fonte alimentar.

Neste estudo, a inclusio de fémeas com presenca de ovos
deveu-se aos resultados encontrados em identificacoes de
fonte alimentar em exemplares da espécie Aedes cantans,
Aedes punctor e Culicoides obsoletus, que apresentaram ovos
e sangue em % do conteiido abdominal'.

A presenca praticamente homogénea a0 longo do periodo
de 2002 e 2003 em torno de % de sangue do contetido abdominal
com 96% de reatividade em fémeas de L. almerioi possivelmente
explique a nio diferenciacio significativa das médias das
absorbancias (Tabela 2). O mesmo nio se verificou para
L. longipalpis que embora apresente maior porte do que as de
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Lutzomyia almerioi a quantidade de sangue ingerido teve uma
maior variacdo.

Diferentes técnicas tém sido empregadas para a identificacio
de repastos sangiiineos em flebotomineos, o que dificulta a
comparagiio com os resultados deste estudo. No entanto, os
resultados de reatividade obtidos neste estudo, 72% para
Lutzomyia longipalpis com quantidades mais heterogéneas
variando de % a % de sangue no contetdo abdominal e 96% de
L. almerioi com valores mais homogéneos em torno de %,
quando comparados aos de Svobodovi e cols'?, que obtiveram
73% de reatividade em amostras contendo aproximadamente %
de sangue ingerido, utilizando a técnica imunoenzimdtica de
captura no sistema peroxidase, apontam para uma maior
sensibilidade do sistema fosfatase alcalina avidina-biotina
empregado no presente estudo.

Com esta técnica, pode-se constatar pela primeira vez, a
identificacdo de sangue ingerido em fémeas de L. almerioi e
foi perceptivel a diferenca na quantidade de sangue ingerido
pelas desta espécie em relagdo as L. longipalpis (refletidas
nas médias) sugerindo que no ambiente investigado esta
tltima possa ser mais eclética em relacio a fonte alimentar,
com implicacdes na cadeia epidemioldgica das leishmanioses.

Com respeito a presenca de animais no ambiente
peridoméstico, este fato remete implicagdes, em virtude da
proximidade em relagdio ao habitat humano e do possivel
favorecimento a abundéncia dos flebotomineos e conseqiiente
manutencio da transmissao das leishmanioses.
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