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RESUMO

As perturbacdes no ambiente causadas pela abertura desordenada de novas areas para atender
a crescente demanda da populacao, incluindo aquelas com baixas condi¢des socioecondmicas
e que vivem em precarias condi¢des sanitarias, favorecem a emergéncia ou reemergéncia de
diversas doengas transmitidas por vetores, como as leishmanioses. A cidade de Campo Grande,
localizada na por¢ao Centro-Oeste do Brasil, ¢ classificada como area de transmissao intensa
para leishmaniose visceral (LV), com as primeiras notificagdes em 2001, seguida de franca
expansdo na area nos anos seguintes. O presente estudo teve como objetivo identificar a
distribuicdo espago-temporal de flebotomineos e da LV na cidade de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul e entender como a urbanizacdo alterou a fauna local desses dipteros. Foram
utilizados dados primarios da fauna obtidos através de coletas sistematicas realizadas com o
auxilio de armadilhas autométicas luminosas instaladas a cada quinze dias em dezesseis bairros,
de julho de 2017 a junho de 2019. Foram ainda utilizados dados secundarios de trabalhos
realizados na area urbana entre os anos de 1999 e 2000 e de 2003 a 2005. O Indice de Vegetagao
por Diferenca Normalizada (NDVI) foi utilizado para calcular a porcentagem de area
urbanizada entre 1999 e 2017 e os dados das varidveis climaticas para avaliar a influéncia dos
fatores abidticos na abundancia e distribui¢do desses insetos. Para avaliar a distribui¢do de LV
foi calculada a incidéncia e descricdo das caracteristicas demograficas da populagdo. Os casos
notificados foram geocodificados e agrupados por bairro para estimar riscos relativos
suavizados e avaliados de acordo com a andlise de dados de area usando Modelo Aditivo
Generalizado. Entre 2017 e 2019 foram capturados 1572 flebotomineos pertencentes a quatro
espécies: Bichromomyia flaviscutellata, Evandromyia lenti, Lutzomyia longipalpis e
Nyssomyia whitmani. Observou-se redu¢do em cerca de 85% das espécies previamente
encontradas na cidade. Lutzomyia longipalpis, com 99,4% foi a espécie mais frequente e
dominante. A frequéncia da espécie apresentou correlacdo com as médias de temperatura,
umidade e velocidade do vento e a sazonalidade observada reflete o risco de infec¢do por
Leishmania (Leishmania) infantum ao longo do ano na area urbana. Os ambientes amostrados
apresentaram aumento de areas urbanizadas nos ultimos 20 anos. Em consonancia com os
demais resultados, evidenciou-se a rapida transi¢ao de area epidémica para endémica e o padrao
de dispersao centrifuga da LV em Campo Grande, e que o indice de qualidade de vida urbana,
calculado com base em dados de renda, escolaridade, condigdes de moradia e saneamento
ambiental sdo determinantes na ocorréncia da doenca. Enfatizamos que compreender a relagado
de flebotomineos com as mudangas ambientais e as condi¢des socioecondmicas de uma
populacdo sdo essenciais para entender a dindmica das leishmanioses, buscando fornecer
subsidios para propor e implementar medidas de prevengdo e controle da doenga.

Palavras-Chave: urbanizacdo, diversidade de espécies, Lutzomyia longipalpis, condig¢do
socioecondmica, doengas transmitidas por vetores, modelo aditivo generalizado.



ABSTRACT

The disturbances in the environment caused by the disorderly opening of new areas to meet the
growing demand of the population, including those with low socioeconomic conditions and
living in precarious sanitary conditions, favor the emergence or re-emergence of several vector-
borne diseases, such as the leishmaniases. The city of Campo Grande, located in the Midwestern
Brazil, is classified as an intense transmission area for visceral leishmaniasis (VL), with the
first notifications in 2001, followed by strong expansion in the area in the following years. The
present study aimed to identify the spatio-temporal distribution of sandflies and VL in the city
of Campo Grande, Mato Grosso do Sul, and to understand how urbanization has altered the
local fauna of these Diptera. We used primary fauna data obtained through systematic
collections performed with the help of automatic light traps installed every fifteen days in
sixteen neighborhoods, from July 2017 to June 2019. Secondary data from works carried out in
the urban area between the years 1999 and 2000 and 2003 to 2005 were also used. The
Normalized Difference Vegetation Index (NDVI) was used to calculate the percentage of
urbanized area between 1999 and 2017 and climate variable data to assess the influence of
abiotic factors on the abundance and distribution of these insects. To evaluate the distribution
of VL, the incidence and description of the demographic characteristics of the population were
calculated. Reported cases were geocoded and grouped by neighborhood to estimate smoothed
relative risks and evaluated according to area data analysis using Generalized Additive Model.
Between 2017 and 2019, 1572 sandflies belonging to four species were captured:
Bichromomyia flaviscutellata, Evandromyia lenti, Lutzomyia longipalpis and Nyssomyia
whitmani. A reduction in about 85% of the species previously found in the city was observed.
Lutzomyia longipalpis, with 99.4%, was the most frequent and dominant species. The species
frequency correlated with mean temperature, humidity and wind speed, and the seasonality
observed showed that the risk of infection by Leishmania (Leishmania) infantum in the area
occurs throughout the year. The sampled environments showed an increase in urbanized areas
in the last 20 years. In line with the other results, we evidenced the rapid transition from
epidemic to endemic areas and the centrifugal dispersion pattern of VL in Campo Grande, and
that the urban quality of life index, calculated based on data of income, education, housing
conditions and environmental sanitation are determinants in the occurrence of the disease. We
emphasize that understanding the relationship of sandflies with environmental changes and
socioeconomic conditions of a population is essential to understand the dynamics of
leishmaniases, seeking to provide subsidies to propose and implement measures to prevent and
control the disease.

Key words: urbanization, species diversity, Lutzomyia longipalpis, socioeconomic status,
vector-borne diseases, generalized additive model.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses formam um complexo de doengas com diferentes espectros clinicos
que representam um problema de saude publica em diversos paises. Sdo causadas por
protozoarios do género Leishmania Ross 1903 pertencentes & ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, que sdo transmitidos ao homem durante o repasto sanguineo de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae) infectados. Esses dipteros sdo de pequeno porte, aspecto
hirsuto ¢ medem de dois a trés milimetros. Apenas as fémeas sdo hematofagas e para tal
possuem aparelho bucal do tipo sugador-pungitivo, adaptado para dilacerar a pele e sugar o

sangue de vertebrados.

Essas parasitoses estdo associadas principalmente a vulnerabilidade do ser humano,
como a baixa condi¢do socioecondmica das populagdes que vivem em moradias inadequadas e
com precdria infraestrutura sanitaria. Além disso, as perturbagdes no ambiente parecem
favorecer o estabelecimento e aumento na densidade dos insetos vetores, quer seja pela oferta
de fontes alimentares quer por fornecer abrigo e matéria organica para o desenvolvimento das

formas imaturas, especialmente nas periferias dos grandes centros.

Em 2001 foram notificados os primeiros casos humanos de LV em Campo Grande,
seguido de crescente nimero de casos. As medidas adotadas para o controle da LV em Campo
Grande levaram a um rapido decréscimo dos indices de incidéncia da doenga, que passou do
estado epidémico para endémico. Somado a isso, nos ultimos anos com o aumento da populacdo
migrante de outras cidades e do interior do municipio houve a necessidade de abertura de novas
areas para constru¢do de imdveis residenciais e comerciais para atender a demanda crescente

estabelecida na cidade.

O primeiro estudo sistematico para identificacdo da fauna de flebotomineos realizado
na area urbana em 1999 relatou a presenca de Lutzomyia longipalpis, que encontrou na cidade
ambiente propicio para seu desenvolvimento. De 2003 a 2005 um novo estudo foi desenvolvido
em Campo Grande e identificou alto indice de infestagdo de Lu. longipalpis, corroborando o

estudo anterior com relagdo a sua adaptacdo ao ambiente urbano.

Em regides endémicas, sobretudo em dreas de transmissdo intensa, todos os esforgos
devem ser envidados na tentativa de identificar dreas de risco para ocorréncia da LV, a fim de

se propor e aplicar medidas efetivas de controle e manter vigilancia continua.
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No sentido de contribuir para identificar dreas de risco e alguns fatores determinantes
para a ocorréncia da doenca, o presente estudo se propOs a analisar a fauna atual de
flebotomineos comparando-a com o observado em estudos anteriores na area urbana de Campo
Grande, bem como analisar a evolu¢dao de cobertura vegetal nos trés periodos estudados e
também tentar explicar a contribui¢do de alguns fatores demograficos e sociais que podem ter

impactado na disseminacdo da LV no municipio de Campo Grande nos tltimos anos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

Formada por um complexo de doengas com diferentes formas clinicas, as leishmanioses
acometem animais silvestres, domésticos e o ser humano. O agente etiologico ¢ um protozoario
do género Leishmania Ross 1903, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e divide seu ciclo de vida entre hospedeiros vertebrados (mamiferos) e
invertebrados (flebotomineos) (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; LAINSON; SHAW,
2010).

A relagdo dos tripanossomatideos data de pelo menos 100 milhdes de anos, evidenciada
pela presenga de Paleoleishmania proterus na probdscide e trato alimentar de uma fémea de
flebotomineo encontrado em ambar. O sangue presente no intestino era de um réptil e
possibilitou a descri¢do de trés formas: promastigota, paramastigota e amastigota, sugerindo
que o ciclo de vida da espécie era digenético (POINAR JR.; POINAR, 2004; STEVERDING,
2017).

A transmissdo dos protozoarios ao hospedeiro ocorre pela picada da fémea de
flebotomineos infectados. Quando ingeridas pelos flebotomineos durante o repasto sanguineo,
as leishmanias encontram-se na forma amastigota, que no tubo digestivo desses dipteros
transformam-se em formas flageladas promastigotas. Nos hospedeiros vertebrados, os
protozoarios sdo encontrados na forma de amastigota intracelular, parasitando as células do
sistema mononuclear fagocitdrio. Enquanto as formas promastigotas apresentam motilidade
mediada pelo flagelo, as amastigotas permanecem imoveis, ja que seu flagelo se encontra

interiorizado (GARNHAM, 1971; LAINSON; SHAW, 1978).

Em 2018, 92 paises foram considerados endémicos para leishmaniose tegumentar (LT)
e 83 para leishmaniose visceral (LV), evidenciando a distribuicdo mundial do complexo das
leishmanioses (WHO, 2021). Estima-se que de 700.000 a 1 milhdo de novos casos ocorram
anualmente e aproximadamente 1 bilhdo de pessoas vivem em areas com risco de transmissao,
no entanto, as leishmanioses ainda sdo consideradas enfermidades negligenciadas em

discussodes de doengas tropicais (ALVAR et al. 2012).

Os fatores de risco para ocorréncia das leishmanioses vao além do contato parasito-
vetor-homem. Envolvem a vulnerabilidade do ser humano, decorrente da baixa condig¢do

socioecondmica das populacdes. Este fator em grande parte parece explicar o acometimento
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das comunidades mais pobres que carecem de politicas publicas e aqueles que se deslocam de
areas nao endémicas para areas endémicas, fixando residéncia principalmente nas periferias dos
grandes centros. Além disso, outro fator de risco evidente nos ultimos anos estd ligado as
alteracdes ambientais, j& que mudangas climaticas e na paisagem, como a elevacdo na
temperatura global e o desmatamento, respectivamente, favorecem o estabelecimento e
aumento na densidade dos insetos vetores (DESJEUX, 2004; LAU; SMITH 2016; PARHAM
et al. 2015; ORYAN; AKBARI, 2016; VALERO; URIARTE, 2020; WHO, 2021).

A manifesta¢do clinica da doenca ¢ dependente da espécie envolvida na infeccao,
podendo ocorrer duas formas clinicas: a LT com manifestacdes cutdneas, mucocutidneas ou

difusa e a LV, forma clinica visceral da doenga (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
2.1.1 Leishmaniose Tegumentar

Estima-se que ocorra anualmente entre 600.000 e 1 milhdo de novos casos de LT no
mundo, com aproximadamente 87% dos casos concentrados em dez paises: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Colombia, Iran, Iraque, Libia, Paquistdo, Siria e Tunisia (WHO, 2021). Nas
Américas, a doenga esta presente do extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina.

Até o presente momento, ndo ha relatos da parasitose no Chile e no Uruguai (OPAS, 2020).

A diversidade das manifestagdes clinicas da LT indica o complexo da doenga, surgindo
lesdes ulcerosas, Uinicas ou multiplas e indolores. O protozodario ¢ capaz ainda de se disseminar
através da via hematogénica e causar inflamagao excessiva e agressiva na regido nasofaringea
com perfuracdo do septo, palato mole, labios, dentre outros 6rgaos. Por sua ampla distribuicao,
franca expansdo e pelo estigma causado nas populagdes acometidas, a doenca tem grande
importancia em saude publica (AL-KAMEL, 2017; LAINSON; SHAW, 2010; REITHINGER
et al., 2007).

Classicamente, a infec¢do por espécies causadoras da LT ocorria em ambiente silvestre,
acometendo populagdes que adentravam areas de mata para obter seu sustento, ou para pratica
de esportes, como pescaria. No entanto, a distribuicdo da doenca também inclui perfil de
urbaniza¢do, com os vetores e reservatorios se adaptando as areas periféricas de centros
urbanos, a exemplo do que ja foi observado na LV (LAINSON; SHAW, 1978; LAINSON;
SHAW, 2010; REITHINGER et al., 2007)
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No Brasil, a LT estd relacionada a sete espécies de leishmanias dermotropicas:
Leishmania (Viannia) braziliensis Vianna, 1911 amplamente distribuida no pais e responsavel
pela maioria dos casos de LT nas Américas, Leishmania (Leishmania) amazonensis Lainson &
Shaw, 1972 ocorrendo no Sul, Centro-Oeste, Nordeste e Regido Amazonica e Leishmania
(Viannia) guyanensis Floch, 1954, Leishmania (Viannia) lainsoni Silveira, Shaw, Braga &
Ishikawa, 1987, Leishmania (Viannia) naiffi Lainson & Shaw, 1989, Leishmania (Viannia)
lindenbergi Silveira, Ishikawa, Souza & Lainson, 2002 e Leishmania (Viannia) shawi Lainson,
Braga, Souza, Povoa & Ishikawa, 1989 encontradas na Regido Amazonica (BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018;GONTIJO; CARVALHO, 2003). Em Mato Grosso do Sul, duas espécies
jé& isoladas de lesdes de pacientes oriundos de diferentes municipios foram L. (L.) amazonensis

e L. (V) braziliensis (DORVAL et al., 2006; NUNES et al., 1995).
2.1.2 Leishmaniose Visceral

O panorama mundial da leishmaniose visceral mostra que a doenca ainda permanece
como um sério problema de saude publica, representando uma das principais doencas
negligenciadas (ALVAR et al.,, 2012; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Dados da
Organizacao Mundial de Saude indicam que a doencga ¢ endémica em 79 paises, com cerca de
95% dos casos concentrados em dez paises: Brasil, China, Etiopia, india, Iraque, Quénia, Nepal,
Somalia, Sudao e Suddo do Sul (WHO, 2021). O nimero de casos da doenga no mundo tem
diminuido nos ultimos anos (200.000 a 400.000 novos casos em 2012 para 50.000 a 90.000 em
2017). No Brasil, em 2019, também se notificou 27% menos casos de LV quando comparado
a 2018, no entanto, o pais ainda apresenta a maior taxa de letalidade (OPAS, 2020; WHO,
2021).

Dentre as formas mais severas do complexo das leishmanioses, a LV sem tratamento
adequado pode ser fatal, especialmente em populagdes malnutridas e pacientes
imunossuprimidos (DESJEUX, 1996; NWEZE; NWEZE; ONOJA, 2020). A doenga tem sido
fortemente relacionada com a pobreza. Bairros constituidos por familias com baixas condi¢des
socioecondmicas € que vivem em areas com saneamento bdsico precario apresentam maior
risco de infec¢do, como j& observado no nordeste do pais (WERNECK et al., 2007) e no Centro-
Oeste brasileiro (LUZ et al., 2021), inclusive em Campo Grande (OLIVEIRA et al., 2020). Na
América Latina, o agente etiologico € Leishmania (Leishmania) infantum Nicolle, 1908

(KUHLS et al., 2011), que ¢ transmitido ao hospedeiro vertebrado pela picada das fémeas de
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flebotomineos das espécies Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 (LAINSON; SHAW,
1978) e Lutzomyia cruzi Mangabeira, 1938 (OLIVEIRA et al., 2017).

A espécie Lu. longipalpis, vetor amplamente distribuido por todas as regides do Brasil,
era encontrado primeiramente em ambientes florestais e se adaptou ao ambiente antropizado,
especialmente nas periferias de grandes cidades (BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE-
FILHO, 2015; LAINSON; RANGEL, 2005; OLIVEIRA; FALCAO; BRAZIL, 2000).
Lutzomyia cruzi tem distribuicdo geografica restrita a algumas localidades do Brasil e da
Bolivia e esta adaptada ao ambiente urbano (FERNANDES et al. 2017; OLIVEIRA et al. 2016;
OLIVEIRA et al. 2018).

2.1.3 A expansio da leishmaniose visceral em Mato Grosso do Sul

O primeiro caso autoctone humano de LV das Américas foi registrado por Migone
(1913) em um paciente no Paraguai, proveniente de Porto Esperanca, atualmente distrito do
municipio de Corumba, Mato Grosso do Sul (MIGONE, 1913). Na década de 1940 dois novos
casos foram identificados nos municipios de Rio Brilhante e novamente em Corumba
(ARRUDA et al., 1949). A doenga permaneceu restrita a essas regioes até meados de 1993,
quando se expandiu pelo estado, coincidindo com periodos de grande perturba¢ao no ambiente,

principalmente pela construg¢do do gasoduto Bolivia-Brasil (ANTONIALLI et al., 2007).

No ano de 1998 houve o relato do primeiro caso canino de leishmaniose visceral em
Campo Grande (SILVA et al, 2000). No ano seguinte, uma investigacdo entomoldgica
conduzida na area relatou o primeiro encontro de Lu. longipalpis no municipio (OLIVEIRA;
FALCAO; BRAZIL, 2000). Posteriormente, no ano 2000 foram notificados os primeiros casos
humanos de LV em Trés Lagoas, municipio localizado na regido leste de MS, seguido de

expansdo na notificagdo a partir de 2002 (OLIVEIRA et al., 2006).

Em Campo Grande, os primeiros casos humanos de LV foram reportados em 2001,
quando deu-se inicio a epidemia da doenca na cidade. Entre 2001 e 2018 foram notificados
1.855 casos da parasitose no municipio, mudando rapidamente o status da LV de area
epidémica para area endémica (OLIVEIRA et al., 2020). De acordo com Furlan (2010), as
mudancas ocorridas no ambiente como abertura de novas avenidas e loteamentos podem ter
contribuido para o aumento da densidade do vetor, com consequente aumento da doenca

(FURLAN, 2010).
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A leishmaniose visceral seguiu em franca expansdo de oeste a leste do estado, com
notificagdes subsequentes em outras areas (ANTONIALLI et al., 2007). Entre 2002 a 2015, a
parasitose ja havia sido notificada em 59 dos 79 municipios do estado de Mato Grosso do Sul

(SILVA NETO et al., 2020).
2.1.4 Geotecnologias e modelos aplicados na distribuicio espacial da LV

O uso de ferramentas como as geotecnologias e a aplicacdo de modelos aplicados
auxiliam na compreensao da distribuicdo dos vetores e das doengas. Com o auxilio de modelos
matematicos e de ferramentas geoespaciais ¢ possivel avaliar os fatores associados a doengas
vetoriais e o risco envolvido na transmissao, fornecendo subsidios para o desenvolvimento e
implementagdo de medidas de controle de doencas (KALLURI et al., 2007, ROGERS;
PACKERS, 1993).

Entre os modelos aplicados utilizados atualmente nas pesquisas de epidemiologia, um
modelo que utiliza métodos de regressdo semiparamétricos, que relacionam a varidvel de
resposta a fungdes suavizadas de varidveis explicativas potenciais, por meio de uma fungao de
“link” (GAMs — Modelos Aditivos Generalizados), foram recentemente utilizados em estudos
da LT e seus possiveis fatores de risco na Tunisia e em bioma de floresta umida Neotropical.
Comparado aos Modelos Lineares Generalizados (GLMs), foi observado que o GAM apresenta
melhor ajuste e boa precisdo de predi¢ao, sendo incentivado seu uso em trabalhos que envolvam
suas premissas basicas (CHAVY et al., 2019; HASTIE; TIBSHIRANI, 1986; TALMOUDI et
al., 2017a; 2017b)

No municipio de Lagoinha (SP), com o auxilio de dados de sensoriamento remoto, foi
possivel observar que a ocorréncia de LT estava ligada a 4reas com maiores valores de
vegetacdo arbustiva (MIRANDA; MASSA; MARQUES, 1996). Entre 1998 e 1999 um estudo
em Aracatuba (SP) revelou que os casos humanos de LV estavam relacionados a locais com
altas taxas de infec¢do canina e densidade elevada de Lu. longipalpis, evidenciando as regides
de maior risco de ocorréncia da doengca (CAMARGO-NEVES et al., 2001). Em Feira de
Santana (BA), foi possivel correlacionar areas de alto risco de LV no municipio a valores baixos
de Indice de Vegetacio da Diferenga Normalizada (NDVI), somados a presenga do vetor e do

cao infectado (CARNEIRO et al., 2004).

Em 2006, Margonari et al. utilizaram o georreferenciamento para estudar a

epidemiologia da LV no municipio de Belo Horizonte (MG) e observaram que embora a
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variavel vegetacdo ndo tivesse correlacdo com os casos, a parasitose acometia populagdes em

areas com mais caes infectados, e que tais locais tinham a altitude em comum.

No Mato Grosso do Sul, alguns trabalhos envolvendo a distribui¢do de vetores e de
casos de leishmanioses e uso de ferramentais geoespaciais foram realizados (ANDRADE et al.,
2012; CASARIL et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013). Uma andlise espacial demonstrou que
a LV se expandiu pelo estado de oeste para leste, provavelmente através da construgdo de
rodovia federal, da ferrovia e do gasoduto, vindos da Bolivia, chamando atencdo para a
necessidade de estudos de impactos econdmicos, sociais € ambientais, antes do inicio de

projetos de grande magnitude (ANTONIALLI et al., 2007).

2.20S FLEBOTOMINEOS

Os flebotomineos estdo agrupados na classe Insecta, ordem Diptera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Sao insetos de pequeno porte, de aspecto hirsuto e
com dimensdes que variam de dois a trés milimetros de comprimento. O eixo da cabega forma
um angulo de 90° com o abdome, as asas sdo bem desenvolvidas, hialinas e lanceoladas,
permanecendo eretas mesmo durante o pouso. As pernas sdo longas e delgadas, recobertas de
escamas e de cerdas finas (BRAZIL; BRAZIL, 2018; FORATTINI, 1973). Esses dipteros
surgiram na Terra ha 250-300 milhdes de anos, com fosseis mais antigos datados do Periodo
Cretaceo Inferior (120-135 milhdes de anos). Esta trajetoria evolutiva condicionou as variagdes
morfoldgicas e adaptativas dos flebotomineos a diversos ambientes (ANDRADE-FILHO,
2009; LEWIS, 1982; POINAR, 2008).

Assim, como outros insetos da Ordem Diptera, o ciclo de vida dos flebotomineos
apresenta metamorfose completa, ou seja, sdo holometébolos, passando por quatro estigios:
ovo, larva (com quatro estadios larvais), pupa e adulto (BRAZIL; BRAZIL, 2018;
FORATINNI, 1973).

Os ovos sao elipsoides, variam de 300 a 500pm de comprimento e logo apos a postura
sdo de cor esbranquicada, tornando-se escuros poucas horas depois. O exocorio possui
elevacdes e depressdes, concedendo aos ovos diferentes ornamentagdes que podem variar entre
as espécies ou grupos taxondmicos supraespecificos (ALENCAR; SCARPASSA, 2018;
BRAZIL; BRAZIL, 2018; MAROLI et al., 2012).
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As larvas sdo terrestres, saprofagas e anfipnéusticas, de cor branca, aspecto vermiforme,
cabeca mais escura e esclerotizada e constituidas de doze segmentos. Se desenvolvem em
ambientes ricos em matéria organica. No Ultimo segmento abdominal encontram-se as cerdas
caudais, variando de um a dois pares dependendo do instar. Apos a eclosdo, as larvas se
alimentam principalmente das cascas dos ovos e da matéria em decomposi¢do, sO
interrompendo a alimentagdo proximo a muda de estddio. Quando estdo proximas da muda para
pupas, as larvas liberam seu conteudo gastrointestinal e se fixam ao substrato, permanecendo
ali até a emergéncia do adulto (BRAZIL; BRAZIL, 2018; CASANOVA etal., 2013; MAROLI
etal., 2012).

As pupas permanecem presas ao substrato e realizam apenas movimentos de extensado e
flex@o do corpo. De cores brancas ou amareladas, esse estagio possui treze segmentos divididos
em cefalotorax e abdomen, sendo o ultimo com diferengas morfologicas de acordo com o sexo.
Esse estagio dura entre sete e dez dias e quando préximo da emergéncia do adulto é possivel
visualizar as estruturas dos olhos, pegas bucais, antenas, palpos, torax, abdome e asas

(BRAZIL; BRAZIL, 2018; FORATTINI, 1973; VOLF; VOLFOVA, 2011).

Nos adultos o sexo apresenta claro dimorfismo sexual. Nas fémeas os tultimos
segmentos do abdome formam um aspecto rombo, regido em que ¢ localizado internamente o
par de espermatecas, 6rgao reprodutor que apresenta variagdes morfologicas e que € necessaria
para a identificag@o das espécies. Outra estrutura importante na taxonomia localiza-se na cabeca
e ¢ formada por uma cavidade com placas de escleritos chamada de cibario, onde pode haver
conjuntos de dentes. Acredita-se que essa estrutura evoluiu e se modificou ao longo do tempo,

e atualmente ¢ utilizada também na separacao de grupos (FORATTINI, 1973; GALATI, 2018).

A genitalia dos machos ¢ formada por um conjunto de apéndices bem desenvolvidos.
Das oito estruturas que compde a genitalia, o gondstilo e o gonocoxito, juntamente com o
aspecto dos dutos edeagais e bainha parameral sdo utilizadas na identificacdo de espécies

(GALATI, 2018).

E provavel que os adultos utilizem do microambiente onde se desenvolveram para
repouso durante o dia e ndo se afastam muito de seus criadouros naturais, segundo estudos
realizados com capturas, marcagdes-solturas-recapturas, que demonstraram a recaptura desses
dipteros até¢ 1km de distancia do seu ponto de soltura, mas, em sua maioria nao ultrapassando

0s 250m (ALEXANDER; YOUNG, 1992; CHANIOTIS et al., 1974; OLIVEIRA et al., 2013).
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Além disso, acredita-se que os flebotomineos possuam memoria espacial e olfativa, retornando

ao abrigo inicial (FREITAS et al., 2009; GUERRA SILVA et al., 2013).

O acasalamento dos flebotomineos ¢ um evento ainda pouco conhecido. E provéavel que
a copula ocorra no periodo noturno e que em algumas espécies a corte feita pelo macho envolva
movimentos circulares € o som vibratério do bater das asas, chamados de “lovesongs”
(VIGODER et al., 2010). Além disso, ja foi relatado que machos de Lu. longipalpis e Lu. cruzi
liberam feromonios sexuais para atragdo de fémeas para a copula (ARAKAKI et al., 2009;

BRAZIL; BRAZIL, 2018; BRAZIL; HAMILTON, 2002; JONES; HAMILTON, 1998;).

Ambos os sexos necessitam de agucares como fonte de energia para suas atividades
diarias, que além do voo, acasalamento e postura de ovos, sdo determinantes importantes na
interagcdo flebotomineo-Leishmania. As fémeas sdo hematofagas e utilizam o sangue para o
desenvolvimento ovariano. Para tal, possuem aparelho bucal do tipo sugador-pungitivo
adaptado para lacerar a pele e sugar o sangue de vertebrados. Ao realizar o repasto, as fémeas

podem se infectar ou infectar o hospedeiro (BRAZIL; BRAZIL, 2018; FORATTINI, 1973).
2.2.1 Os flebotomineos do Cerrado e Pantanal Sul-Mato-Grossense

No estado de Mato Grosso do Sul, alguns trabalhos foram conduzidos buscando
identificar a fauna de flebotomineos, a distribuigdo sazonal e a influéncia do ambiente sobre as
populacdes desses dipteros. Todo o esfor¢co tem sido aplicado na regido com vistas a
implementagdo de medidas para diminuir a transmissdo da doenga (ALMEIDA et al., 2019;
BRILHANTE et al., 2015; CASARIL et al., 2014; DORVAL etal., 2016; FERNANDES et al.,
2017; FIGUEIREDO et al., 2016; GALATI et al., 1985; GALATI et al., 1996; GALATI et al.,
1997; GALATI et al., 2006; NUNES et al., 1995; NUNES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012a; OLIVEIRA et al., 2016; SANTOS et al.,
1998; SILVA et al., 2007).

A primeira pesquisa com capturas sistematicas no estado foi conduzida por Galati e
colaboradores (1985) no municipio de Corumba. Sem dados prévios da fauna local e com um
surto de casos humanos de L'V na regido, o estudo amostrando a area urbana e uma gruta situada
as margens do Canal do Tamengo permitiu a identificagdo de sete espécies e a descricdo de
Lutzomyia forattinii Galati, Rego, Nunes & Teruya 1985. Lutzomyia longipalpis, inico vetor

conhecido a época nao foi capturado na cidade, suspeitando entdo que Lu. forattinii € Lu. cruzi,
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espécies mais abundantes em darea urbana seriam os provaveis vetores do agente etioldgico na

localidade (GALATI et al., 1985; GALATI et al., 1997).

Em 1995, um novo estudo conduzido na area urbana de Corumba constatou a auséncia
de Lu. longipalpis e a presenca de Lu. cruzi infectadas com promastigotas em seu trato
digestivo, incriminando-a como vetor de L. (L.) infantum na regido (SANTOS et al., 1998).
Recentemente, a competéncia vetorial de Lu. cruzi para transmitir L. (L.) infantum foi
demonstrada (OLIVEIRA et al., 2017). Ao reanalisar a fauna da cidade 28 anos depois do
primeiro estudo na regido, Casaril e colaboradores (2014) identificaram quatro espécies que
nao haviam sido encontradas anteriormente e corroboraram a urbanizacao de Lu. cruzi no

municipio.

Em Corguinho, os parasitos isolados de lesdes de pacientes com LT constataram que a
espécie envolvida na infec¢do era L. (V.) braziliensis (NUNES et al., 1995). Através de estudos
entomologicos, foram identificadas 26 espécies de flebotomineos. As mais abundantes foram
Lutzomyia whitmani Antunes & Coutinho 1939 (=Nyssomyia whitmani sensu Galati) e
Lutzomyia lenti Mangabeira 1938 (=Evandromyia lenti sensu Galati), sendo observada infec¢ao
natural em 0,16% das espécies de Ny. whitmani capturados, sugerindo que tal espécie poderia

atuar como vetor na regido (GALATI et al., 1996).

As areas de caverna também foram importantes locais de estudos em Mato Grosso do
Sul. Inicialmente em Corumb4, como ja relatado, e no final da década de 1990, na Serra da
Bodoquena, onde as capturas resultaram na identificacdo de 18 espécies em cavernas ¢ 23 em
areas mata, com predominio de Lutzomyia almerioi Galati & Nunes 1999 em ambos os
ambientes. Os espécimes foram investigados quanto a infec¢do por Leishmania spp., e em dois
destes foram encontrados flagelados no tubo digestivo (GALATI et al., 2003; GALATI et al.,
2006). Em Alcinopolis, municipio situado a nordeste do Estado, coletou-se em uma caverna
chamada Gruta Pitoco, 27 espécies de flebotomineos, com predominio de Martinsmyia oliveirai
Martins, Silva & Falcdo, 1970, Lutzomyia dispar Martins & Silva, 1963, Lu. cruzi e Lu.
longipalpis (ALMEIDA et al., 2019).

Em Campo Grande, atualmente classificada como area de transmissao intensa para LV,
o primeiro estudo foi conduzido entre 1999 e 2000 sendo observada a presenga de 28 espécies,
incluindo o principal vetor de L. (L.) infantum, Lu. longipalpis. Posteriormente, diante do

aumento expressivo de casos humanos de LV, novas coletas sistematicas foram realizadas entre
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2003 e 2005, identificando 22 espécies e constatando o predominio de Lu. longipalpis na area
urbana do municipio (OLIVEIRA et al., 2000; 2003; 2012a). De 2007 a 2009, em coletas
realizadas com armadilhas de Disney num fragmento de mata e em peridomicilio préximo,
capturou-se sete espécies de flebotomineos, com as frequéncias mais elevadas de
Bichromomyia flaviscutellata Mangabeira, 1942 e de Lu. longipalpis; nesta foi observada
infeccdo por flagelados, identificados por analise molecular, como L. (L.) intantum (DORVAL

et al. 2016).

Com a notificagdo de casos de LT em Bela Vista, foi possivel identificar através de
coletas entomologicas com armadilhas tipo CDC e Shannon a fauna de flebotomineos na area
amostrada. Foram capturadas 18 espécies, com predominio de Brumptomyia brumpti
Larrousse, 1920 e Lu. longipalpis. Foram ainda identificados espécimes de Ny. whitmani e Bi.
flaviscutellata, vetores de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, respectivamente. Nesse
mesmo estudo, em coletas realizadas com armadilha de Disney, dentre as dez espécies atraidas,
Evandromyia bourrouli Barretto & Coutinho, 1941 e Bi. flaviscutellata predominaram, sendo
constatada a infec¢do por L. amazonensis em dois dos 36 hamsters (Mesocricetus auratus) que
serviram de isca, demonstrando o risco de transmissdo do agente causador da doenga no

municipio (DORVAL et al., 2009; 2010).

Diante da expansao da LV em Mato Grosso do Sul, a regido nordeste do estado que faz
divisa geografica com o estado de Sdo Paulo também foi acometida pela parasitose. Coletas
conduzidas em Trés Lagoas identificaram a presenca de 14 espécies, das quais Lu. longipalpis
foi a mais frequente, seguida de Evandromyia evandroi Costa Lima & Antunes 1936 e Ny.

whitmani (OLIVEIRA et al., 2010).

Em Ponta Pora, regido sul do estado, estudo utilizando duas metodologias distintas
capturaram cinco espécies em armadilha luminosa e sete nas coletas com armadilha de
Shannon. Enquanto Lu. longipalpis foi mais abundante na CDC, Psathyromyia shannoni
(=Psathyromyia bigeniculata Floch & Abonnenc 1941) (SABIO et al., 2016) predominou na
busca ativa (ANDRADE et al., 2012). As fémeas coletadas foram submetidas a analises
moleculares, sendo identificada a presenca de DNA de L. chagasi (= L. (L.) infantum) em um

espécime de Evandromyia cortelezzii Bréthes, 1923 (ANDRADE et al., 2011).

Estudos com capturas sistematicas conduzidas em Bonito, importante regido de

ecoturismo do pais, identificaram a presenca de 16 espécies de flebotomineos. Os resultados
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alertaram para o risco de infec¢do por Leishmania spp., ja que foram detectadas a presenga de
flagelados no intestino médio e posterior de uma fémea de Ny. whitmani e de Pa. Bigeniculata

(BRILHANTE et al., 2015).

Para identificar a fauna em éarea urbana do municipio de Aquidauana, foram realizadas
capturas sistematicas com armadilhas luminosas nos anos de 2012 a 2014, resultando na
identificacdo de 10 espécies de flebotomineos, das quais Lu. longipalpis foi a mais abundante
(FIGUEIREDO et al., 2016). Na area rural do municipio, na Furna dos Baianos, comunidade
quilombola do estado, capturas realizadas com armadilhas de Shannon por periodos de 24 horas
identificaram a presenca de 14 espécies, em que Ny. whitmani € Lu. dispar foram as mais

abundantes (INFRAN et al., 2016).

Mais recentemente, coletas conduzidas em Camapua identificaram a presenca de nove
espécies, com predominio de Ny. whitmani e Lu. cruzi, reforgando para as autoridades
competentes a necessidade de programas de controle, uma vez que as espécies sao vetores dos

agentes etioldgicos de LT e LV, respectivamente (FERNANDES et al., 2017).

Considerando todos os estudos ja realizados no estado de Mato Grosso do Sul, a fauna
¢ composta por 71 espécies de flebotomineos, com registro em 61 dos 79 municipios
(BARRIOS et al., 2020). Dentre as espécies, foram notificadas a presenga de vetores
comprovados, incriminados e suspeitos na transmissao do patégeno, somando ao todo 12
espécies: Lu. longipalpis, Lu. cruzi, Lu. forattinii, Lu. almerioi, Ny. whitmani, Nyssomyia
intermedia Lutz & Neiva 1912, Nyssomyia neivai Pinto 1926, Nyssomyia antunesi Coutinho
1939, Bi. flaviscutellata, Migonemyia migonei Franga 1920, Pintomyia fischeri Pinto 1926 e
Pintomyia pessoai Coutinho & Barretto 1940 (BRAZIL; RODRIGUES; ANDRADE-FILHO,
2015; RANGEL; LAINSON, 2009).

2.2.2 A influéncia do ambiente sobre as popula¢des de flebotomineos

Das aproximadamente 1000 espécies de flebotomineos existentes no mundo, cerca de
530 ocorrem nas Américas e 280 ja foram registradas no Brasil, sendo localidade-tipo de 206
destas (SHIMABUKURO; ANDRADE; GALATI, 2017). Toda essa biodiversidade encontra-
se ameacada pela pressdo do ambiente causada por a¢des antropogénicas que podem interferir
na comunidade de diversos taxons, favorecendo o estabelecimento de algumas poucas espécies
e o desaparecimento daquelas que ndo se adaptam as novas condigdes locais. O uso extensivo

da terra, o desmatamento acelerado, a constru¢ao de novas rodovias e a poluicdo ambiental,
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para atendimento da crescente populacdo mundial, modificam o habitat natural dos insetos de
maneira geral, permitindo que as espécies mais adaptadas ao ambiente antropico dominem
sobre as outras. Todos os fatores que contribuem para a urbaniza¢do de maneira ndo planejada
tém impactado a saude humana, sendo associada ao crescimento de diversas doengas
transmitidas por vetores, como arboviroses, filariose, malaria e as leishmanioses (NICHOLS et

al., 2007; REBELO et al., 2019; REID et al., 2005).

Utilizando modelos matematicos, ferramentas geoespaciais e o Indice de Vegetagdo por
Diferenca Normalizada (NDVI) na Argentina, uma andlise dos efeitos da paisagem sobre a
comunidade de flebotomineos evidenciou que a abundancia de Lu. longipalpis foi influenciada
pela menor quantidade de cobertura vegetal (MARTIN et al., 2020). Em Corumba (MS),
comparando diferentes periodos de estudo, a aplicacdo do mesmo indice demonstrou como as
mudangas ocasionadas pela urbanizagdo afetaram a abundancia e distribuicdo de Lu. cruzi e
outras espécies ao longo do tempo (CASARIL et al., 2014). No Velho Mundo, modelos
ecologicos foram utilizados para prever mudangas geograficas das espécies em cendrios
climaticos futuros e se tais alteracdes levariam a expansao geografica ou extingdo dos vetores

(CHALGHAF et al., 2018).

Alguns estudos apresentam limitagdo quanto a associagdo de fatores abidticos dada a
indisponibilidade ou distancia das estagdes climaticas ou mesmo auséncia de dados ambientais
completos para uma analise. Entretanto, ¢ consenso que pequenas variagcdes no clima e as
perturbagdes no ambiente influenciam na abundancia e distribui¢ao dos flebotomineos, fato que
deve ser levado em considera¢do em estudos de fauna desses dipteros, ja que a compreensao
dessas varidveis ¢ essencial para tragar medidas de controle das doengas (CHEGHABALAKI
et al., 2019; SALOMON, 2021).

Em Campo Grande foi observada associacdo negativa entre a abundancia de espécimes
de Lu. longipalpis e a velocidade do vento, com drastica redu¢do na densidade populacional
durante os periodos de alta velocidade do vento (OLIVEIRA et al., 2013). Em Sao Paulo foi
observada correlag@o positiva entre o nimero de flebotomineos machos e a temperatura minima
10 dias antes da coleta e temperatura minima e precipitacao 20 dias antes da coleta para ambos
os sexos (GALVIS-OVALLOS et al., 2017). No Ir3, a distribui¢do espacial dos flebotomineos
foi correlacionada com os fatores abidticos, indicando que a temperatura média e maxima,
radiacdo, temperatura de superficie diurna e noturna, precipitagdo e a cobertura vegetal tem

influéncia direta na abundancia desses insetos (CHEGHABALAKI et al., 2019).
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3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

Identificar a distribui¢do espaco-temporal de flebotomineos e da leishmaniose visceral

na cidade de Campo Grande, MS.
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a composicao faunistica de flebotomineos da area urbana de Campo Grande;
Analisar a distribui¢do sazonal das espécies capturadas;

Avaliar a influéncia da urbaniza¢do na abundancia e distribuicdo dos flebotomineos,

comparando trés periodos de estudo: 1999-2000, 2003-2005 e 2017-2019;

Descrever caracteristicas demograficas e modelar a distribuicdo espago-temporal dos

casos de LV humana relatados entre 2001 a 2018;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de uma pesquisa quantitativa, analitica e transversal, descritiva e longitudinal,

fundamentada em dados primarios e secundarios.
4.2 AREA DE ESTUDO

O estudo foi conduzido na area urbana do municipio de Campo Grande (20°28°13** S e
54°37°25° W, com altitude entre 500 e 675m acima do nivel do mar), capital do estado de Mato
Grosso do Sul, localizado na regido Centro-Oeste do Brasil (Figura 1). A cidade ¢ dividida em
74 bairros que sdo agrupados em sete distritos sanitdrios (PLANURB, 2019). A populagdo
estimada para o ano de 2020 era de 906.092 habitantes (IBGE, 2020), com densidade
demografica de 97,22 hab/km? com base no tltimo censo demografico (IBGE, 2010).

Campo Grande foi inicialmente ocupada por quartéis e sua expansdo urbana foi
delimitada por 4reas governamentais e pelos trilhos da Rede Ferrovidria Federal. A partir de
1960 o crescimento urbano aconteceu de forma desordenada até a criacao do Plano Diretor (Lei
Complementar n° 05 de 22 de novembro de 1995) em 1995, que dividiu a cidade em regides
urbanas e sanitarias: Centro, Segredo, Prosa, Bandeira, Imbirussu, Anhanduzinho e Lagoa

(PLANURB, 2019).

A populagao total de Campo Grande foi multiplicada por quase 6 vezes entre as décadas
de 1970 ¢ 2010. Entre os anos de 2000 e 2010 o aumento anual foi em média de 12.318 pessoas.
Além disso, quase toda a populacao do municipio (98,66%) reside na cidade, demonstrando a
urbanizagdo da area. Quando comparado aos outros municipios de Mato Grosso do Sul, Campo

Grande representa 32,13% do total de habitantes do estado (PLANURB, 2019).

De acordo com a classificagdo de Koéppen, o clima em Campo Grande ¢ tropical Aw
(tropical umido com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno) (ALVARES, 2013). O
municipio estd inserido no bioma Cerrado sobre a bacia sedimentar do Parana e tem
fitofisionomia diversa, sendo que até 2007 a 4area de cobertura vegetal remanescente

representava apenas 20,7% de sua area total (PLANURB, 2019).
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Figura 1. Localizagdo geografica da area de estudo: municipio de Campo Grande, Mato Grosso

do Sul, Brasil

43 FAUNA DE FLEBOTOMINEOS E URBANIZACAO
4.3.1 Locais de Coletas

As coletas foram realizadas no perimetro urbano de Campo Grande, em 16 locais
(Figuras 2 a 18 e Tabela 1) abrangendo os sete distritos sanitarios da cidade, entre julho de 2017
a junho de 2019. Os pontos de captura foram selecionados com base na classificagao de “piores
cenarios” para ocorréncia de flebotomineos proposto por Santini e colaboradores (2015), e
considerando (i) bairros com casos humanos de leishmaniose visceral, (ii) presenca de abrigos
de animais (galinheiro, estdbulo, canil) e (iii) presenca de matéria organica no peridomicilio.
Quinzenalmente, foi instalada uma armadilha automética luminosa tipo Falcio (FALCAO,

1981) no peridomicilio, em cada residéncia, no periodo das 18:00h as 06:00h.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos locais de captura na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil, de julho de 2017 a junho de 2019

(continua)

Pontos de Coleta

Coordenadas Geograficas

Descricao dos locais amostrados

Presenca de animais proximos a

LATITUDE LONGITUDE armadilha
Localizado na regido do Imbirussu, fragmento de
Z¢ Pereira -20.435136 -54.677968  vegetagdo nativa cercado por area urbanizada e Quatis (Nasua nasua)
com matéria organica em abundancia;
Localizado na regido do Imbirussu, area
Carioca -20.470120 -54.704548 residencial na periferia do bairro com ruas nao Caes (02), galinhas (>10)
pavimentadas;

Localizado na regido da Lagoa; area residencial

Tijuca -20.506494 -54.667644  com ruas ndo pavimentadas e peridomicilio com Galinhas (06)

arvores frutiferas;
Localizado na regido do Anhanduizinho;
Monte Alegre -20.527963 -54.627285 peridomicilio com arvores frutiferas e ricoem  Galinhas (>10), Patos e Gansos (05), cdo (01)
matéria organica,
Localizado na regidao do Anhanduizinho; area
Parque do Sol -20.560154 -54.652034  residencial com ruas nao pavimentadas e préoximo Galinhas (03)
(1000m) ao aterro sanitario da cidade
Localizado na regido do Bandeira; grande area de ~ Galinhas (>10), caes (03), patos, gansos e
Moreninhas -20.547551 -54.579891 peridomicilio com arvores frutiferas de médio galinhas d’Angola (ndo contabilizados),
porte e matéria organica abundante; bovinos (03)

Localizado na regido do Bandeira; proximo a um

Perpétuo Socorro  -20.506166  -s4.575204 ragmento florestal com vegetaco nativa (100m); Galinhas (>10)

peridomicilio com arvores de grande porte e
matéria organica abundante;
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Tabela 2. Caracteristicas gerais dos locais de captura na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil, de julho de 2017 a junho de 2019

(continuagao)

Pontos de Coleta

Coordenadas Geograficas

LATITUDE

LONGITUDE

Descricao dos locais amostrados

Presenca de animais proximos a
armadilha

Tiradentes

Vivendas do Parque

Vila Nascente

Montevidéu

Presidente

Cerejeiras

-20.484353

-20.459946

-20.443505

-20.421652

-20.397893

-20.402627

-54.576475

-54.538505

-54.567163

-54.546584

-54.586558

-54.605944

Localizado na regido do Bandeira; peridomicilio
com gramineas, presenca de arvores frutiferas
mas pouca matéria organica;

Localizado na regido do Bandeira; residéncia
proxima a terrenos baldios e peridomicilio com
matéria organica em abundancia

Localizado na regido do Prosa; residéncia com
area remanescente de vegetagao nativa no
peridomicilio e matéria organica em abundancia;

Localizado na regido do Prosa localizada proximo
(50m) a rodovia federal BR-163; peridomicilio
rico em matéria organica

Localizado na regido do Segredo, residéncia
proxima (100m) ao Parque Estadual Matas do
Segredo, uma area com remanescentes de cerrado
protegido;

Localizado na regido do Segredo, grande
peridomicilio com diversas arvores (algumas
frutiferas) que permitem sombreamento do solo e
matéria organica em abundancia;

Galinhas (07)

Galinhas (>10), cdo (01), cabras (02)

Galinhas (>10), caes (02)

Galinhas (>10)

Galinhas (04)

Galinhas (>10)
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Tabela 3. Caracteristicas gerais dos locais de captura na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil, de julho de 2017 a junho de 2019
(conclusao)

Coordenadas Geograficas Presenca de animais préximos a
Pontos de Coleta Descricao dos locais amostrados ¢ P

LATITUDE LONGITUDE armadilha

Localizado na regido do Segredo, bairro periférico
com muita vegetagao no seu entorno; residéncia
apresentava peridomicilio com algumas arvores

frutiferas;

Parque dos Laranjais ~ -20.418492 -54.652550 Galinhas (>10)

Localizado na regido do Centro em area
Cabretiva -20.451789 -54.621352  residencial, peridomicilio com presenca de horta e Galinhas (05)
matéria organica em abundancia;

Localizado na regido da Lagoa; zona central e
Bandeirantes -20.475627 -54.638936  urbanizada, com muitas residéncias no entorno, Galinha (01)
peridomicilio com muita vegetacao rasteira;
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Figura 2. Localizacdo geografica da area urbana de Campo Grande, MS, Brasil e dos locais de

coleta de flebotomineos, por bairro, entre julho de 2017 a junho de 2019

4.3.2 Identificacdo dos espécimes

Os machos capturados foram clarificados segundo metodologia proposta por Forattini
(1973). As fémeas foram submetidas a identificacdo rapida, que permite a conservacao do
inseto para analises moleculares posteriores. Para a identificagdo das espécies foram utilizadas
as estruturas da cabeca, torax e abdome, com énfase as genitalias, seguindo a classificacdo
proposta por Galati (GALATI, 2018). A abreviagdo dos géneros de flebotomineos seguiu a
classifica¢@o proposta por Marcondes (2007).
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Figura 3. Imagem de satélite do entorno do local de captura do bairro Z¢ Pereira, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 4. Imagem de satélite do entorno do local de captura do bairro Carioca, Campo Grande,
MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 5. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Tijuca, Campo Grande,
MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 6. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Monte Alegre, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 7. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Parque do Sol, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 8. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Moreninhas, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 9. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Perpétuo Socorro, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 10. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Tiradentes, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 11. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Vivendas do Parque,
Campo Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 12. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Vila Nascente, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 13. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Montevidéu, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 14. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Jardim Presidente,
Campo Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 15. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Jardim Cerejeiras,
Campo Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 16. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Parque dos Laranjais,
Campo Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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Figura 17. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Bandeirantes, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021

Figura 18. Imagem de satélite do entorno do local de captura do Bairro Cabretiva, Campo
Grande, MS, Brasil

Fonte: Google Earth, 2021
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4.3.3 Dados climaticos e ambientais

Os dados das variaveis climaticas do periodo de estudo foram extraidos da base de dados
de dominio publico do Centro de Monitoramento de Tempo, do Clima e dos Recursos Hidricos
de Mato Grosso do Sul (www.cemtec.ms.gov.br). As varidveis incluidas neste estudo foram:
temperatura (°C), umidade relativa do ar (%), precipitagdo (mm?) e velocidade do vento (km/h).
Para as analises foram utilizados os dados didrios e média de cada variavel nos ultimos 7, 15 €
30 dias anteriores a coleta, bem como o acumulado para os mesmos periodos quando analisada
a variavel precipitag@o. Os periodos analisados levaram em consideracao o ciclo bioldgico dos

flebotomineos (BRAZIL; BRAZIL, 2018).

Para analisar a influéncia da wurbanizagdo na abundancia e composicdo dos
flebotomineos em Campo Grande, foram utilizados dados secundérios da fauna dos anos 1999-
2000 (OLIVEIRA etal., 2003), 2003-2005 (OLIVEIRA et al., 2006; 2012a) e os dados da fauna
atual. A comparagdo da cobertura vegetal e da urbaniza¢do entre os anos citados foi realizada
através de imagens dos meses de setembro do satélite LANDSAT 5 (Land Remote Sensing
Satellite) para os anos 2000 e 2004 e LANDSAT 8 para o ano de 2017. Todas as imagens foram
obtidas junto a USGS (U.S. Geological Survey, 2017), compativeis com o ambiente urbano de

Campo Grande e sem interferéncia de nuvens.

O calculo do Indice de Vegetagio por Diferenga Normalizada (NDVTI) foi realizado ap6s
correcdo atmosférica, no software QGIS 2.8.2. (OSGeo, 2018). O NDVI foi proposto por Rouse
et al. (1973) e permite o mapeamento da vegetacao na area selecionada com base na assinatura

espectral das plantas por meio da combinagdo das bandas 4 e 5, conforme formula matematica:

em que:

e NIR: reflectancia no infravermelho

e R: reflectancia no vermelho

O resultado do calculo do NDVI varia +1 a -1, dos quais valores proximos a +1
representam areas com quantidade superior de fitomassa, enquanto valores proximos de -1
demonstram a auséncia de vegetacdo, compativel com ambientes urbanos (POELKING;

LAUERMANN; DALMOLIN, 2007).
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Ap6s o céalculo do NDVI, as imagens foram classificadas utilizando-se a composi¢ao
RGB (“Red, Green, Blue”), que consiste na combinagao de trés bandas diferentes as quais sdo
atribuidas cores primarias. A composicdo RGB utilizada para imagens do satélite LANDSAT
5 foi a 453 (4= infravermelho préximo, 5= infravermelho médio, 3= vermelho), as quais foram
atribuidas as cores vermelha, azul e verde para as bandas 4, 5 e 3, respectivamente. Para as
imagens do satélite LANDSAT 8 foi utilizada a composi¢ao 564 (5= infravermelho proximo,
6= infravermelho médio, 4= vermelho), nas quais foram atribuidas as bandas 5, 6 e 4 as cores
vermelha, azul e verde, respectivamente (LIU; MOORE, 1990). As imagens foram recortadas

em buffers de 500 metros em torno de cada ponto de coleta.

Para auxiliar na classificagdo das areas, as imagens de satélite do perimetro urbano de
Campo Grande foram extraidas do Google Earth (Google, 2018) e comparadas com os

resultados obtidos do NDVI e na composi¢ao RGB.
4.4MODELO ESPACO-TEMPORAL DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Foi conduzido um estudo ecologico baseado em casos humanos autoctones de LV
relatados. A andlise foi realizada em duas etapas: primeiro, as ocorréncias da doenca foram
utilizadas para calcular a incidéncia e descrever as caracteristicas demograficas. Na segunda
etapa, os casos notificados foram geocodificados e agrupados por bairro para estimar os riscos
relativos suavizados e avaliados de acordo com a analise de dados de area usando GAM para

estudar a distribui¢ao espago-temporal da doenca.

Foram considerados todos os casos humanos autoctones confirmados de LV notificados
no perimetro urbano de Campo Grande de janeiro de 2001 a dezembro de 2018. Esses dados
foram extraidos do Sistema Brasileiro de Informagdes de Agravos de Notificagdo (SINAN).
Consideramos em nossa analise todas as varidveis relacionadas aos fatores socioecondmicos
disponiveis para a area de estudo. A malha de bairros de Campo Grande utilizada neste estudo
foi disponibilizada em formato shapefile pela Secretaria Municipal de Meio Ambiente e
Urbanismo de Campo Grande. A metodologia encontra-se pormenorizada no Artigo 3, parte

integrante deste documento.
4.5 ANALISES ESTATISTICAS

A média geométrica (média de Williams, Xy) foi calculada com base no nimero total

de espécimes obtidos nos dois dias de coleta em cada local a cada més para descrever as
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ocorréncias de Lu. longipalpis ao longo do periodo estudado. O teste de Wilcoxon foi utilizado
para comparagdes das frequéncias absolutas da espécie estratificada por sexo. A associagdo
entre as variaveis meteoroldgicas e a frequéncia absoluta de Lu. longipalpis foi avaliada por
meio do coeficiente de correlacdo de Spearman. As analises foram realizadas no software R

versao 4.0.4, considerando o nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

Os métodos estatisticos aplicados para criagdo do modelo de distribuicdo espaco-
temporal da LV em Campo Grande estdo descritos no Artigo 3, parte integrante deste
documento. As andlises estatisticas dos dados, gera¢do dos mapas e modelagem foram

realizadas usando o software R versao 3.6.1.
4.6 ASPECTOS ETICOS

O grupo de estudo possui Licenca Permanente para Coleta de Material Zoologico,
emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis em

nome de Alessandra Gutierrez de Oliveira (IBAMA: SISBio 25952-2).

Para uso dos dados de casos humanos de LV, esse estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CAAE:
02617218.8.0000.0021) e registrado sob o nimero 3.030.880.

S. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados a seguir, em forma de dois manuscritos € um artigo

cientifico separados em trés segoes:

MANUSCRITO 1: Phlebotomine Sandfly (Diptera: Psychodidae) fauna and the
association between abiotic factors and the abundance of Lutzomyia longipalpis in an intense

transmission area for visceral leishmaniasis in Central Western Brazil

MANUSCRITO 2: Influéncia da urbanizac¢ao sobre a comunidade de flebotomineos
(Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) no Centro-Oeste do Brasil — um estudo com dados dos

ultimos 20 anos

ARTIGO 3: Spatio-temporal modeling of visceral leishmaniasis in Midwest Brazil: An
ecological study of 18-years data (2001-2018)
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Manuscrito 1 — a ser submetido para a Revista “Journal of Medical Entomology”

Qualis CAPES A2

5.1 Phlebotomine Sandfly (Diptera: Psychodidae) fauna and the association between
abiotic factors and the abundance of Lutzomyia longipalpis in an intense transmission

area for visceral leishmaniasis in Central Western Brazil
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Abstract

The presence, abundance and distribution of sandflies are strongly influenced by climate and
environmental changes, seasonality and the microenvironment. This study aimed to describe
the sandfly fauna in an intense transmission area for visceral leishmaniasis and to evaluate the
association between the abundance of Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) and climatic
variables. Captures were carried out a two-year period (July 2017 to June 2019) in 16 sites of
the urban area of Campo Grande, Mato Grosso do Sul state, using automatic light traps. The
climate variable data for the study period were extracted from a public domain database and
included temperature (°C), relative humidity (%), precipitation (mm?) and wind speed (km/h).
The Wilcoxon test was used for comparisons of the absolute frequencies of the species stratified
by sex and the association between meteorological variables and the absolute frequency of Lu.
longipalpis was assessed using the Spearman correlation coefficient. In total 1,572 sandflies
were captured and four species were identified. Lutzomyia longipalpis was the most abundant
species and presented a significant correlation with average temperature, humidity and wind
velocity in different periods. The seasonality observed for Lu. longipalpis showed the vector
plasticity in face of different weather conditions, being captured in all months. We emphasize
the importance of regular monitoring of vectors and human and canine cases, providing data
for surveillance and control actions to continue to be carried out in the municipality.

Key words: surveillance, climatic variables, wind velocity, vector ecology, endemic area
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Introduction

The magnitude and incidence of diseases caused by vector-borne etiological agents is
related to the environment (Parham et al. 2015, Lau and Smith 2016). Environmental changes
caused by deforestation, irregular land use, unplanned urbanization and climate change,
especially those related to global warming, favor the establishment of insect vectors, generating
impacts on public health (Mills et al. 2010, Campbell-Lendrum et al. 2015, WHO 2017).
Understanding the natural history of these diseases in order to control them also involves
understanding the biological and ecological relationships between vectors and the environment,
such as their adaptation, spatio-temporal distribution, abundance, among others (Rosenthal

2009, Mills et al. 2010).

The distribution of visceral leishmaniasis (VL), one of the most neglected infectious-
parasitic diseases in the world (Alvar et al. 2012, Burza et al. 2018), is strongly influenced by
environmental changes, including climate events such as the El Nifio Southern Oscillation
(ENSO) (Purse et al. 2017, Neto et al. 2020). In Latin America, the parasitosis is caused by the
protozoan  Leishmania  (Leishmania) infantum  (Nicolle, 1908) (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), which is transmitted to the vertebrate host by the bite of female sandflies
Lutzomyia longipalpis and Lutzomyia cruzi (Mangabeira, 1938). Lutzomyia longipalpis, a
vector widely distributed throughout all regions of Brazil was primarily found in forest
environments (Lainson and Rangel 2005) and has adapted to the anthropized environment,
especially in the peripheries of large cities (Oliveira et al. 2000, Brazil et al. 2015) while Lu.
cruzi has a geographic distribution restricted to some localities in Brazil and Bolivia (Oliveira
et al. 2018) and is also adapted to the urban environment (Oliveira et al. 2016, Fernandes et al.

2017).

Among the factors that influence the abundance and distribution of sand flies, climate
and environmental changes, seasonality and the microenvironment that these Diptera inhabit
should be considered (Salomon, 2020). In the state of Mato Grosso do Sul, some research have
been conducted seeking to identify the sandfly (Oliveira et al. 2003, Silva et al. 2007, Oliveira
et al. 2012a, Figueiredo et al. 2016, Fernandes et al. 2017), seasonal distribution (Oliveira et al.
2008a, Oliveira et al. 2013, Oliveira et al. 2016), and the influence of the environment on the
populations of these insects (Casaril et al. 2014, Oliveira et al. 2016). In addition, a study
involving mathematical modeling was also conducted to identify the risk factors involved in
VL infection in the municipality (Oliveira et al. 2020). Every effort has been made in the region

to provide data for the implementation of measures to reduce the transmission of the disease.
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In Campo Grande, an endemic area for VL, although some researches had been
developed until 2013, there is a gap in the study of the sand fly fauna and its seasonal behavior
in recent years. Thus, the aim of this study was to describe the fauna and distribution of sandflies
in the urban area of Campo Grande, State of Mato Grosso do Sul, and to evaluate the association

between the abundance of Lu. longipalpis and climatic variables.
Materials and Methods
Study area

The study was conducted in the urban area of the municipality of Campo Grande
(20°26'34" S and 54°38'47" W, altitude between 500 and 675m a.s.l.), capital of the State of
Mato Grosso do Sul, which is located in the Midwest region of Brazil (Figure 1). The city is
divided into 74 neighborhoods that are grouped into seven sanitary districts (PLANURB 2019).
The estimated population for the year 2020 is 906,092 inhabitants (IBGE 2020), with a
demographic density of 97.22 hab/km? according to the last demographic census (IBGE 2010).

According to Koéppen's classification, the climate in Campo Grande is tropical Aw
(tropical wet with rainy season in summer and dry in winter) (Alvares 2013). The municipality
is inserted in the Cerrado biome over the Parand sedimentary basin and has diverse phyto

physiognomy (PLANURB 2019).
Sandflies captures

Captures were performed in the urban perimeter of Campo Grande, in 16 sites
distributed in the eight sanitary districts of the city (Figure 1 and Supplementary Table),
between July 2017 and June 2019. The capture sites were defined based on the classification of
"worst-case scenarios" for the occurrence of phlebotomine sandflies (Santini et al. 2015), which
in our study consisted of (i) proximity to the residence sites of human cases of visceral
leishmaniasis, (ii) presence of animal shelters (chicken coop, stable, kennel), and (iii) organic
matter in the peridomicile. Fortnightly, one Falcon-type automatic light trap (Falcdo 1981) was
placed in the peridomicile, from 6:00 pm to 6:00 am in each selected residence. From July 2017

to June 2019, 752 collections were performed, totaling 9,024 hours of sampling effort.

Males were clarified according to the methodology proposed by Forattini (1973). The
females were submitted to rapid identification, which allows the conservation of the insect for
later molecular analysis. For species identification, the structures of the head, thorax and

abdomen were used, with emphasis on the genitalia, following the classification proposed by
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Galati 2018. The abbreviation of the genera of sandflies followed the classification proposed

by Marcondes (2007).

Figure 1. Geographic location of the urban area of Campo Grande, MS, Brazil and the capture
sites, by neighborhood

Meteorological data

The climate variable data for the study period were extracted from the public domain
database of the Center for Monitoring of Weather, Climate and Water Resources of Mato
Grosso do Sul (www.cemtec.ms.gov.br). The variables included in this study were: temperature
(°C), relative humidity (%), precipitation (mm?®) and wind speed (km/h). For the analyses the
daily data of each variable and the average of temperature, relative humidity and wind speed in
the last seven, 15 and 30 days prior to collection were used. For precipitation the accumulated
value for the same periods was used, that is, the sum of the seven, 15 and 30 days prior to

collection.
Statistical Analysis

The geometric mean (Williams mean, Xy) was calculated based on the total number of
specimens obtained in the two days of collection in each location each month. The Wilcoxon
test was used for comparisons of the absolute frequencies of the species stratified by sex. The

correlation between meteorological variables and the absolute frequency of Lu. longipalpis was
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assessed using the Spearman correlation coefficient. The analyses were performed in R version

4.0.4 software (R CORE TEAM, 2021), considering a significance level of 5% (a = 0.05).
Ethical Statement

The research group has a permanent license for the collection of zoological material,
issued by the Brazilian Institute of the Environment and Renewable Natural Resources
(IBAMA: SISBio 25952-2). The collections were conducted in 16 private properties, the
owners authorized the study to be carried out in their peridomiciliary areas. Furthermore, field

studies did not involve any endangered or protected species.
Results

A total of 1,572 sandflies were recorded, distributed in four species from four different
genera: Bichromomyia flaviscutellata (Mangabeira, 1942), Evandromyia lenti (Mangabeira,
1938), Lu. longipalpis and Nyssomyia whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) (Table 1).

Table 1. Absolute and relative frequencies of sandflies by sex captured in the urban area of
Campo Grande, MS, Brazil, from July 2017 to June 2019

Species Male Female Total
n % n % n %
Bi. flaviscutellata 1 0.08 0 0.00 1 0.06
Ev. lenti 0 0.00 1 0.33 1 0.06
Lu. longipalpis 1,269 99.68 294 98.33 1,563 99.43
Ny. whitmani 3 0.24 4 1.34 7 0.45
Total 1,273 299 1,572 100

Bi.: Bichromomyia; Ev.: Evandromyia; Lu.: Lutzomyia; Ny.: Nyssomyia,

The most abundant species, Lutzomyia longipalpis (n=1,563; 99.43%) was captured in
the major sampled sites (Table 2 and Figure 2), except for the capture point located in the
Montevideo neighborhood. Nyssomyia whitmani (n= 7; 0.45%) was captured in the Perpétuo
Socorro and Z¢ Pereira neighborhoods, both surrounded by fragments of vegetation. In this
latter place, the only specimen of Bi. flaviscutellata was captured, while the only specimen of

Ev. lenti was found in the Monte Alegre neighborhood.

Regarding the proportion of males and females of Lu. longipalpis, males were more

abundant than females (W = 40812; p < 0.001), with a male-female ratio of 4.31.
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The highest frequency of specimens was found at the point located in the Moreninhas
neighborhood (n= 682; 43.40%). The Carioca and Tijuca neighborhoods had the second and
third highest yields in collections, with 13.50% and 12.60%, respectively. In the Z¢ Pereira

neighborhood three species were collected (Table 2).

During the study period the average temperature was 24.05 °C (maximum 30.56°C and
minimum 9.45°C) and relative humidity 65.79% (maximum 95.13% and minimum 24.83%),
while the average wind speed was 18.77 km/h (maximum 43.92 km/h and minimum 7.56 km/h).
In the sum of the two years, the accumulated precipitation was 2,673.40 mm (maximum and
minimum per day of 92 mm and 0 mm, respectively). Over the 24 months, three peaks of
sandflies density were observed, two in rainy periods and one in a dry period. In all peaks, the
average wind speed was less than 19 km/h. Figure 3 plots the geometric mean of the monthly

distribution of Lu. longipalpis and the arithmetic means of the climatic variables.

There was a significant correlation between the total number of Lu. longipalpis and the
average temperature in the last 30 days prior to collection (p = 0.130; p = 0.045), but this

association was not maintained when analyzed by sex.

A correlation was also observed between total Lu. longipalpis and humidity on the day
of collection (p = 0.176; p = 0.007), in the last 15 days (p = 0.188; p =0.004) and in the last 30
days (p = 0.214; p = 0.001). When we analyze by sex, a correlation between the females and
humidity was observed in all periods, while for male this correlation was observed in three
periods. Regarding precipitation, a significant association was observed between the abundance
of Lu. longipalpis females and the accumulated precipitation on the day of collection (p=0.178;
p =0.006), in the last seven days (p = 0.139; p = 0.032), 15 days (p = 0.142; p = 0.028) and in
the last 30 days (p = 0.165; p=0.011).

Considering wind speed, significant correlation with total Lu. longipalpis frequency was
observed with average wind speed on the day of collection (p = -0.146; p = 0.025), in the last
seven days prior to collection (p =-0.219; p=0.001), 15 days (p =-0.254; p =< 0.001) and in
the last 30 days (p =-0.153; p = 0.018). The analysis by sex showed correlation with males in

all periods and for females only in the 30 days prior to collection.

All correlation coefficients calculated are shown in table 3.
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Table 2. Absolute frequency of captured sandflies by sex and by capture site, in the urban area of Campo Grande, MS, Brazil, from July 2017 to
June 2019

Capture Sites
Monte
Alegre

M F M F M F M F M F M F M F M F M F

Species Bandeirantes Cabreuva  Carioca  Cerejeiras Laranjais Moreninhas Montevidéu Parque do Sol

Bi. flaviscutellata - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Ev. lenti - - - - - - - - - - - 1 - - - - - -
Lu. longipalpis 13 9 11 7 156 56 18 329 20 9 3 606 76 - - - 1
Ny. whitmani - - - - - - - - - - - - - - - - - -
TOTAL 22 (1.4%) 18 (1.1%) 212 (13.5%) 21(1.3%) 49 (3.1%) 13 (0.8%) 682 (43.4%) 0 (0%) 1 (0.1%)
Species Psi)rclzit;loo Presidente  Tijuca  Tiradentes Na‘s]cigl te (;(])i‘l;eal:'((llz:lse Z¢ Pereira TOTAL
M F M F M F M F M F M F M F M (%) F (%)
Bi. flaviscutellata - - - - - - - - - - - - 1 - 1 0.1 0 0.0
Ev. lenti - - - - - - - - - - - - - - 0 0.0 1 0.1
Lu. longipalpis 95 23 10 8 151 47 2 I 25 8 106 19 38 13 | 1,269 80.7 294 18.7
Ny. whitmani - 2 - - - - - - - - - - 3 2 3 0.2 4 0.3
TOTAL 120 (7.7%) 18 (1.1%) 198 (12.6%) 3 (0.2%) 33 (2.1%) 125(8.0%) 57 (3.6%) |1,273 81 299 19

Bi.: Bichromomyia; Ev.: Evandromyia; Lu.: Lutzomyia; Ny.: Nyssomyia,
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Figure 2. Abundance of Lutzomyia longipalpis by capture site, in the urban area of Campo
Grande, MS, Brazil, from July 2017 to June 2019
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Figure 3. Monthly distribution (Xw) of Lutzomyia longipalpis and the monthly average of
climate variables in the urban area of Campo Grande, MS, Brazil, from July 2017 to June 2019
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Table 3. Association between climate variables and Lutzomyia longipalpis (total and by sex) on
the day of capture, 7 days, 15 days and 30 days prior to captures in the urban area of Campo
Grande, MS, Brazil, from July 2017 to June 2019

Lutzomyia longipalpis
Climatic
Variables Total M F
p (p-value) p (p-value) p (p-value)
TEMPERATURE (°C)
Collection Day 0.039 0.547 0.041 0.533 0.008 0.906
7 days before 0.120 0.065 0.117 0.073 0.051 0.433
15 days before 0.121 0.063 0.084 0.198 0.105 0.105
30 days before 0.130 0.045 0.105 0.106 0.088 0.179
HUMIDITY (%)
Collection Day 0.176 0.007 0.133 0.041 0.200 0.002
7 days before 0.121 0.062 0.061 0.346 0.172 0.008
15 days before 0.188 0.004 0.159 0.014 0.161 0.013
30 days before 0.214 0.001 0.172 0.008 0.191 0.003
PRECIPITATION (mm?®)*
Collection Day 0.077 0.237 0.045 0.493 0.178 0.006
7 days before 0.017 0.798 -0.045 0.488 0.139 0.032
15 days before 0.064 0.330 0.017 0.787 0.142 0.028
30 days before 0.072 0.267 0.014 0.825 0.165 0.011
WIND SPEED (km/h)
Collection Day -0.146 0.025 -0.170 0.009 -0.023 0.725
7 days before -0.219 0.001 -0.202 0.002 -0.109 0.094
15 days before -0.254 <0.001 -0.252 <0.001 -0.120 0.064
30 days before -0.153 0.018 -0.132 0.043 -0.147 0.023

* For the climatic variable "precipitation" the accumulated monthly total was used.
M: Male; F: Female



57

Discussion

This study described the fauna and spatio-temporal distribution of sandflies in an intense
transmission area of Le. infantum, where the incidence of the disease has been declining since
2012 (Oliveira et al. 2020). In order to identify the vector and analyze its abundance and
distribution, some studies have been conducted in the region in pre-epidemic (Oliveira et al.
2000, Oliveira et al. 2003), epidemic (Oliveira et al. 2008a, Oliveira et al. 2012b, Silva et al.
2007) and endemic (Dorval et al. 2016) periods (Oliveira et al. 2020). Despite past efforts that
contributed to surveillance actions in the municipality (Silva et al. 2007, Brazuna et al. 2012),
the disease still affects the local population and causes deaths (Mato Grosso do Sul 2020).
Regular surveys and monitoring of human/canine cases, reservoirs and vectors in endemic areas

are essential for the continuity of disease control.

In the State of Mato Grosso do Sul, the presence of 71 species of sandflies have been
identified (Barrios et al. 2020), of which 28 have already been reported in Campo Grande
(Oliveira et al. 2003, Oliveira et al. 2006, Oliveira et al. 2012a). From 2017 to 2019, in the 9,024
hours of collection only four species were captured in the urban area, observing a reduction in
diversity over the last 20 years. According to Keesing and collaborators (2010), the loss of
biodiversity in a region can increase or decrease the transmission of diseases by causing an

imbalance in the ecosystem.

In this study Lu. longipalpis was the most abundant species and accounted for 99.43%
of the total sandflies captured. The species was reported for the first time in the municipality in
1999 (Oliveira et al. 2000), with the capture of 71 specimens, corresponding to 5.7% of the total
sandflies collected from 1999 to 2000 (Oliveira et al. 2003). Subsequently, between 2003 and
2005, a total of 9,519 specimens of the vector were captured (Oliveira et al. 2012a)
demonstrating its ability to develop under adverse conditions in the urbanized area (Oliveira et

al. 2008a).

The lower number of insects captured between 2017 and 2019 compared to others works
conducted in the area may be related to the prevention and control measures carried out in the
municipality in previous years (Silva et al. 2007). Such measures helped, but as observed, did
not eliminate the presence of the main vector of Le. infantum, allowing the maintenance and

continuity of the biological cycle of this etiological agent.

The adaptation and abundance of Lu. longipalpis may have propitiated the rapid spread
of VL in the region. The municipality notified the first human cases in 2001 (Furlan 2010) and
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is currently classified as an intense transmission area for visceral leishmaniasis (PAHO 2019).
Providing food sources (Oliveira et al. 2008) and shelter for the adults and immature forms of
sandflies, the distribution of the vector and the disease in Campo Grande may have been further
facilitated by the rapid land occupation and disorderly growth of the city (Rangel and Vilela
2008; PLANURB 2019), since environmental changes favor closer contact between etiological

agents, vectors, and humans (Cerbino Neto et al. 2009, Platto et al. 2021)

Among the 16 capture sites, the one with the highest number of captured specimens was
a residence near the outskirts of the Moreninhas neighborhood. The neighborhood is located in
the southern portion of the urban area of Campo Grande, distant from the central area and had
chicken, cattle, and three domestic dogs in its peridomicile, which is suitable for the
development of immature forms, especially in the chicken coop (Casanova et al. 2013), in
addition to providing shelter and food for the adults (Oliveira et al. 2008b, Killick-Kendrick
1999, Alexander et al. 2002).

The residence located in the Montevidéu neighborhood also provided a great
environment for the presence of these insects, but no specimens were captured. The traps were
installed in an uncovered chicken coop and around it there was abundant organic matter. This
residence is situated close to the BR-163 highway, the main federal highway in the state, with
an intense traffic of trucks. Considering the fragility of phlebotomine sandflies, environmental
pollution caused by the emission of pollutant gases and the strong wind caused by the passage

of these vehicles may have been limiting factors in the collection of these insects in the locality.

Males were more frequent than females, as already observed in other regions (Costa et
al. 2013, Santini et al. 2015, Berrozpe et al. 2017, Pereira et al. 2020) and also in Campo Grande
(Oliveira et al. 2003, Oliveira et al. 2008a). The pattern of frequency of males higher than
females in captures using light traps has been attributed to the copulation behavior of these
insects, known for the males of Lu. longipalpis, which performs the lekking phenomenon
(Hamilton et al. 1994) releasing pheromones to attract the females, in addition to the vibrating

sound emitted by the wings flapping called lovesongs (Araki et al. 2009, Souza et al. 2004).

Abiotic factors such as temperature, humidity, precipitation and wind speed and the
microenvironment especially vegetation cover and organic matter have a direct influence on the
abundance and distribution of sandflies (Oliveira et al. 2016, Salomon 2020). During the
sampled period, humidity on the day, 15 days before of collection and in the previous 30 days

represented an important influence on the number of captured Lu. longipalpis, while
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precipitation was correlated only with females present in the trap. In fact, constant and regular
precipitation favors the maintenance of humidity that in conjunction with the presence of
abundant organic matter in the peridomicile allows the development of larvae in the soil, which
are the fundamental elements in the increase of phlebotomine sandflies in the environment

(Brazil and Brazil 2018, Galvis-Ovallos et al. 2017).

However, the capture of adults can be impaired by other environmental factors that
interfere with the flight capacity of phlebotomine sandflies, such as wind (Fischer et al. 2011,
Ximenes et al. 2006). The negative association of wind speed on sandfly populations was
previously observed in research conducted in Campo Grande (Oliveira et al. 2013). In the
present study, high wind speed in all periods analyzed decreased the abundance of these insects.
According to Ximenes and collaborators (2006), the increase in wind speed can affect other
climatic variables necessary for the complete development of phlebotomine sandflies, which
may explain the influence of this variable in 15 and 30 days before the collections. In our
analyses, we also observed that strong winds decreased the number of females captured, and
may be acting as a limiting factor to the movement of females, either for blood meal or

oviposition.

Considering the size of these insects, besides reducing the flight capacity for both sexes,
the increase in wind speed may also interfere with the lekking phenomenon performed by males,
since the pheromones are dissipated and carried by the wind (Salomon 2020), reducing the
attractiveness of other sandflies to the traps and consequently reducing the density of insects on
days when the wind speed was higher. Some studies have limitations regarding the association
of abiotic factors due to the unavailability or distance of weather stations (Salomon 2020). As
observed, climate variables were important in the temporal and seasonal distribution of sandflies

in the municipality, a fact that should be considered in future studies.

Regarding the other three species, although they showed low density in the captures, they
are present in the studied area and deserve attention and frequent monitoring. While Bi.
Sflaviscutellata and Ny. whitmani are known to be involved in the transmission of etiologic agents
that cause American Tegumentary Leishmaniasis in Brazil, including the state of Mato Grosso
do Sul (Ward et al. 1973, Dorval et al. 2010, Costa et al. 2007), in a specimen of Ev. lenti
captured in Campo Grande the presence of L. (Viannia) braziliensis DNA was identified (Paiva

et al. 2010), requiring further studies with the species.
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Finally, we observed that sandfly fauna in the urban area of the city showed great loss of
biodiversity in recent years, which resulted in an even greater dominance of the main vector.
The seasonality observed for Lu. longipalpis showed that the risk of infection by L. infantum in
the area occurs throughout the year, since the vector showed plasticity in face of different
weather conditions and was captured in all months. The Moreninhas neighborhood accounted
for almost half of the total number of sandflies captured, requiring the urgent implementation of
control measures in the region, as well as throughout the city, in order to mitigate the risk of
transmission of the etiologic agent. Considering that Campo Grande remains an endemic area
for VL, we emphasize the importance of regular monitoring of vectors and human and canine
cases, providing data for surveillance and control actions to continue to be carried out in the

municipality.
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Supplementary Square. General characteristics of capture sites.

Capture Site
(neighborhood)

General characteristics

Z.¢ Pereira

Located in Imbirussu region;
Forest fragment surrounded by urbanized area;
Area with abundant vegetation and organic matter;

Presence of several coatis (Nasua nasua);

Carioca

Located in Imbirussu region;

Capture site in residential area on the outskirts of the
neighborhood with unpaved streets;

Presence of two dogs and a closed chicken coop (>10 hens) in

the peridomicile;

Tijuca

Located in the Lagoa region;
Capture site in residential area with unpaved streets;

Presence of chickens (06) and fruit trees in the peridomicile;

Monte Alegre

Located in the Anhanduizinho region;

The capture site was surrounded by pasture areas (grass) and few
residences;

Presence of fruit trees and abundant organic matter;

Presence of a chicken coop (>10 hens), ducks and one dog in the

peridomicile;

Parque do Sol

Located in the Anhanduizinho region;

Capture site in residential area with unpaved streets and close
(1000m) to the city's landfill;

Only one tree in peridomicile with few leaves that did not
provide shade;

Presence of few chickens (03) in peridomicile;

Moreninhas

Located in the Bandeira region;

Large peridomicile with medium-sized fruit trees and abundant
organic matter;

Presence of several animals like dogs (03), chickens (>10),

ducks, geese, guinea fowl and some cows;
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Perpétuo Socorro

Located in the Bandeira region;

The capture site was near a forest fragment with native
vegetation (100m);

Peridomicile with large trees and abundant organic matter;

Presence of a chicken coop (>10 hens) ;

Tiradentes

Located in the Bandeira region

Grassed peridomestic, presence of fruit trees and chickens (07);

Vivendas do Parque

Located in the Bandeira region;
Residence away from other houses, vacant land in the
surroundings areas;

Presence of one dog, a chicken coop (>10 hens) and goats (02);

Vila Nascente

Located in the Prosa region;
Residence with native vegetation remaining area in the
peridomicile;

Presence of chickens (>10) and dogs (02);

Montevidéu

Located in the Prosa region;
Residence located near (50m) the federal highway BR-163;
Presence of an uncovered chicken coop (>10 hens) with

abundant organic matter;

Presidente

Located in the Segredo region;
Residence near (100m) the Parque Estadual Matas do Segredo,
an area with protected savannah remnants;

Presence of a chicken coop with few hens (04);

Cerejeiras

Located in the Segredo region;

Large peridomicile with several trees that allow for ground
shading;

Presence of a chicken coop (>10 hens) and abundant organic

matter;

Parque dos

Laranjais

Located in the Segredo region;
Neighborhood on the outskirts of the city, with a lot of vegetation
around;

Residence with some fruit trees and a closed chicken coop (>10);
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e Located in the Centro region;
e Located in a central and urbanized area, near an old railway
Cabreuva station:

e Presence of vegetable garden and lots of organic matter;

e Closed coop with few chickens (05);

e Located in the Lagoa region;

e Central and urbanized area, with many residences in the

Bandeirantes

surrounding area;

e Residence with a lot of undergrowth in the peridomicile and only
one rooster;
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Manuscrito 2

5.2 Influéncia da wurbanizacdo sobre a comunidade de flebotomineos (Diptera:
Psychodidae: Phlebotominae) no Centro-QOeste do Brasil — um estudo com dados dos

ualtimos 20 anos
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Resumo:

As pressdes ambientais causadas por agdes antropogénicas tém ameacado a diversidade de
diversos taxons, favorecendo o estabelecimento de espécies de vetores e propiciando o aumento
na incidéncia de diversas doencas, como as leishmanioses. O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da urbanizagdo na diversidade dos flebotomineos comparando diferentes periodos de
estudo no municipio de Campo Grande. O estudo foi conduzido na area urbana do municipio de
Campo Grande, MS, Brasil utilizando dados primarios com coletas realizadas entre 2017 a 2019
e dados secundarios da fauna de flebotomineos dos anos 1999 a 2000 e de 2003 a 2005. Todas
as coletas foram realizadas com o auxilio de armadilhas automaticas luminosas. Para analise da
urbaniza¢do foi calculado o indice de Vegetacdo por Diferenga Normalizada (NDVI). No
primeiro periodo de estudo (1999-2000) foram capturados 1245 espécimes pertencentes a 28
espécies na area urbana de Campo Grande. No segundo periodo de estudo (2003-2005) foram
capturados 11.024 espécimes distribuidos em 22 espécies e entre 2017 a 2019 foram coletados
1572 flebotomineos pertencentes a quatro espécies. Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia
whitmani foram capturados em todos os periodos amostrados, sendo observada a domiciliagcao
e dominancia de Lu. longipalpis sobre as outras espécies. A maior diversidade de espécies foi
capturada entre 1999-2000 (n= 28) e o periodo compreendido entre 2017 a 2019 apresentou a
menor diversidade e abundancia de insetos. Observou-se aumento nas areas urbanizadas nos trés
bairros em que houve capturas de flebotomineos nos diferentes periodos de estudo e drastica
reducdo na diversidade de espécies nesses locais.

Palavras-Chave: biodiversidade, area urbanizada, Lutzomyia longipalpis, NDVI, leishmaniose

visceral
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Introduciao

Os flebotomineos surgiram na Terra ha 250-300 milhdes de anos (Andrade-Filho; Brazil,
2003) com fosseis mais antigos datados do Periodo Cretaceo Inferior (120-135 milhdes de anos
atras). Esta trajetoria evolutiva condicionou as variagdes morfoldgicas e adaptativas dos
flebotomineos a diversos ambientes (Andrade-Filho et al., 2009; Lewis, 1982). Algumas
espécies apresentam importancia médica e veterinaria por serem vetores naturais de diversos
agentes etiologicos, incluindo tripanossomatideos do género Leishmania (Costa; Souza, 2018),
que acometem animais silvestres, domésticos e o ser humano e formam um complexo de doengas
com diferentes formas clinicas a depender da espécie do protozoario envolvida na infec¢ao

(Burza et al., 2018; Lainson; Shaw, 2010).

Das aproximadamente 1000 espécies de flebotomineos existentes no mundo, cerca de
530 ocorrem nas Américas e 280 ja foram registradas no Brasil, sendo localidade-tipo de 206
destas (Shimabukuro et al., 2017). Toda essa biodiversidade encontra-se ameagada pela pressao
do ambiente causada por agdes antropogénicas que podem interferir na comunidade de diversos
taxons, favorecendo o estabelecimento de algumas poucas espécies e o desaparecimento
daquelas que ndo se adaptam as novas condic¢des locais (Nichols et al., 2007; Rebélo et al.,
2019). O uso extensivo da terra, o desmatamento acelerado, a constru¢dao de novas rodovias e a
poluicdo ambiental para atendimento da crescente populagdo mundial modificam o habitat
natural dos insetos de maneira geral (Reid et al., 2005), permitindo que as espécies mais
adaptadas ao ambiente antropico dominem sobre as outras. Todos os fatores que contribuem
para a urbaniza¢do de maneira ndo planejada tém impactado a saude humana, sendo associada
ao aumento de diversas doencas transmitidas por vetores, como arboviroses, filariose, malaria e

as leishmanioses (Reid et al., 2005).

A espécie Lutzomyia longipalpis, principal vetor de Leishmania (Leishmania) infantum,
agente da leishmaniose visceral (LV), era encontrada primariamente em ambientes florestais e
ao longo do tempo se adaptou ao ambiente antropico, especialmente nas periferias de grandes
cidades (Brazil et al., 2015; Lainson; Rangel, 2005; Oliveira et al., 2000). Em Mato Grosso do
Sul, a LV permaneceu restrita a algumas regides até meados de 1993, e sua expansao pelo estado
coincidiu com periodos de grande perturbagdo no ambiente, inclusive pela construg¢do do

gasoduto Bolivia-Brasil (Antonialli et al., 2007).
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Em Campo Grande, os primeiros casos humanos de LV foram reportados em 2001,
quando se deu inicio a epidemia da doenga na cidade (Furlan, 2010). Entre 2001 a 2018 foram
notificados 1.855 casos da parasitose no municipio, mudando rapidamente o status da LV de
area epidémica para area endémica (Oliveira et al., 2020). De acordo com Furlan (2010), as
mudangas ocorridas no ambiente como abertura de novas avenidas e loteamentos podem ter

contribuido para o aumento da densidade do vetor, com consequente aumento da doenga.

Atualmente classificada como area de transmissdo intensa para LV, o primeiro estudo no
municipio foi conduzido entre 1999 a 2000, quando se observou a presenca de 28 espécies de
flebotomineos, incluindo o principal vetor de L. (L.) infantum (Oliveira et al., 2000; 2003).
Posteriormente, diante do aumento expressivo de casos humanos, novas coletas sistematicas
foram realizadas entre 2003 a 2005, identificando 22 espécies e constatando o predominio do

vetor na drea urbana do municipio (Oliveira et al., 2012a).

Para analisar a urbaniza¢do e seus efeitos na biodiversidade ou na distribuicao de
doencas, algumas ferramentas como as geotecnologias sdo utilizadas (Kalluri et al., 2007;
Rogers; Packer, 1993). Através de modelos matematicos, ferramentas geoespaciais ¢ o Indice
de Vegetacao por Diferenga Normalizada (NDVI), uma andlise dos efeitos da paisagem sobre a
comunidade de flebotomineos na Argentina evidenciaram que a abundancia de Lu. longipalpis
foi influenciada pela menor quantidade de cobertura vegetal (Martin et al., 2020). Em Corumba
(MS), comparando diferentes periodos de estudo, a aplicagdo do mesmo indice demonstrou
como as mudangas ocasionadas pela urbaniza¢do afetaram a abundancia e distribuicdo de
Lutzomyia cruzi e de outras espécies ao longo do tempo (Casaril et al., 2014). No Velho Mundo,
modelos ecologicos foram utilizados para prever mudancas geograficas das espécies em
cenarios climaticos futuros e se tais alteragdes levariam a expansio geografica ou extingao dos
vetores, demonstrando a importancia do ambiente e do clima na distribuigdo dos vetores

(Chalghaf et al., 2018).

Considerando a lacuna de conhecimento de Phlebotominae na area urbana de Campo
Grande nos ultimos anos e as recentes modificagdes no ambiente, como abertura de novas
avenidas e loteamentos (PLANURB, 2019), o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
urbaniza¢do na diversidade dos flebotomineos comparando diferentes periodos de estudo no

municipio de Campo Grande.
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Material e Métodos
Area de Estudo

O municipio de Campo Grande (20°28°13° S e 54°37°25°* W; altitude entre 500 e 675m
a.n.m.) estd localizado na regido Centro-Oeste do Brasil (Figura 1) com populagio estimada de
906.092 habitantes em 2020 (IBGE, 2020). A populagao total de Campo Grande foi multiplicada
por quase 6 vezes entre as décadas de 1970 e 2010. Entre os anos de 2000 a 2010 o aumento
anual foi em média de 12.318 pessoas. Atualmente a capital responde por 32,13% do total de
habitantes do estado e cerca de 98,66% da populagdo do municipio reside na area urbana
(PLANURB, 2019). O clima na érea urbana de Campo Grande ¢ tropical Aw (tropical iimido
com esta¢ao chuvosa no verao e seca no inverno) (Alvares, 2013) de acordo com a classificacao
de Koéppen. O municipio esta inserido no bioma Cerrado sobre a bacia sedimentar do Parana e
tem fitofisionomia diversa, sendo que até 2007 a éarea de cobertura vegetal remanescente

representava apenas 20,7% de sua area total (PLANURB, 2019).
Comparacio da fauna entre diferentes periodos

Para este estudo foram utilizados dados primérios com coletas realizadas entre 2017 a
2019 e dados secundarios da fauna de flebotomineos dos anos 1999 a 2000 (Oliveira et al., 2003)
e de 2003 a 2005 (Oliveira et al., 2012a).

Os dados primarios do periodo foram obtidos através de coletas sistematicas realizadas
em 16 bairros no perimetro urbano de Campo Grande, entre julho de 2017 a junho de 2019.
Foram selecionados locais de coleta que apresentavam ambiente propicio para o
desenvolvimento dos flebotomineos em acordo com a classificacdo de “piores cendrios”
proposta por Santini e colaboradores (2015). Em nosso estudo foram selecionadas residéncias
com presenca de abrigos de animais e de matéria organica no peridomicilio. Trés bairros foram
previamente amostrados por Oliveira e colaboradores (2003, 2012a) e as residéncias
selecionadas estavam proximas aos locais estudados anteriormente. Seguindo a metodologia
utilizada nos estudos conduzidos no passado, as coletas foram realizadas com auxilio de
armadilhas automadticas luminosa tipo Falcdo (Falcdo, 1981). As armadilhas foram instaladas
das 18:00h as 06:00h em cada residéncia selecionada. Considerando o baixo rendimento nas
capturas de espécimes nas copas das arvores (Oliveira et al., 2012a) e a dificuldade na logistica
de amostragem, optou-se pela exclusdo deste ecotopo e pela instalagdo de armadilhas quinzenais

nas coletas realizadas entre 2017 e 2019.
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A 1identificacdo dos espécimes capturados seguiu a classificagdo proposta por Galati
(2018) e a abreviacdo dos géneros de flebotomineos seguiu a classificagdo proposta por

Marcondes (2007).

Figura 1. Localizagdo geografica da drea urbana e dos pontos de captura, por bairro, Campo
Grande, MS, Brasil, de julho de 2017 a junho de 2019

Nos bairros A (Z¢ Pereira), D (Monte Alegre) e P (Bandeirantes) foram conduzidas capturas nos trés periodos
(1999-2000; 2003-2005; 2017-2019)

Dados Ambientais

A urbanizagio nos 16 pontos de coleta foi avaliada através do calculo do Indice de
Vegetacdo por Diferenga Normalizada (NDVI). O NDVI proposto por Rouse et al. (1973)
permite o mapeamento da vegetacdo na area selecionada com base na assinatura espectral das
plantas por meio da combinagdo de bandas especificas de acordo com o satélite utilizado,
conforme férmula: NDVI = (NIR — R)/NIR + R, em que NIR representa a reflectincia no

infravermelho e o R ¢ a reflectancia no vermelho.

Foram utilizadas imagens dos meses de setembro do satélite LANDSAT 5 (Land Remote

Sensing Satellite) para os anos 2000 e 2004 e LANDSAT 8 para imagens do ano 2017, obtidas
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junto a USGS (U.S. Geological Survey), compativeis com o ambiente urbano de Campo Grande

e sem interferéncia de nuvens.

O resultado do NDVI foi estratificado através da média e desvio padrao, que representam
respectivamente a complexidade e a heterogeneidade do habitat (Oliveira et al., 2012b). Apos a
estratificacdo as imagens foram classificadas através da composicao RGB (“Red, Green, Blue”)
453 (4= infravermelho proximo, 5= infravermelho médio, 3= vermelho) para imagens do
LANDSAT 5 e 564 (5= infravermelho proximo, 6= infravermelho médio, 4= vermelho) para
imagens do LANDSAT 8, sendo atribuidas as cores vermelha, azul e verde as bandas especificas
(Liu; Moore, 1990). As imagens foram recortadas em buffers de 500 metros em torno de cada
ponto de coleta. Para a classificagdo das areas foram utilizadas como controle interno as imagens
de satélite do perimetro urbano de Campo Grande extraidas do Google Earth (Google, 2018),

que foram comparadas com os resultados obtidos pelo célculo do NDVI e da composi¢ao RGB.
Resultados

Comparacio da fauna total entre os periodos amostrados

Durante todo o periodo de coleta, no primeiro estudo (1999-2000) Oliveira et al. (2003)
capturaram 1245 espécimes pertencentes a 28 espécies na area urbana de Campo Grande. A
espécie mais abundante foi Lu. termitophila (= Evandromyia termitophila). No segundo periodo
de estudo (2003-2005) Oliveira et al. (2012a) capturaram 11.024 espécimes distribuidos em 22
espécies, dos quais 3.204 foram capturados entre 2003-2004 e 7820 entre 2004-2005. Entre 2017
e 2019 nods coletamos 1.572 flebotomineos pertencentes a quatro espécies, todas registradas
previamente por Oliveira e colaboradores (2003; 2012a). Entre 2017 ¢ 2018 € 2018 € 2019 foram
capturados 772 e 800 individuos respectivamente. O esfor¢o amostral entre 1999-2000, 2003-
2005 € 2017-2019 foram de 9.540, 19.968 e 9.024 horas de captura, respectivamente. O total de

espécimes capturados por espécie e por ano de coleta estdo disponiveis na Tabela 1.

As espécies Lu. longipalpis e Ny. whitmani foram capturadas em todos os periodos
amostrados. Lutzomyia longipalpis foi a espécie mais frequente nas capturas realizadas entre
2003 2005 e de 2017 € 2019 (Tabela 1). Observou-se aumento expressivo no total de espécimes
de Lu. longipalpis capturados entre os periodos estudados, representando 5,7% do total entre

1999-2000, 90,3% entre 2003-2005 e de 99,4% entre 2017-2019.
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A maior diversidade de espécies foi capturada entre 1999-2000 (n= 28), enquanto a maior
abundancia foi observada entre 2004-2005 (9,40 espécimes/armadilha). O periodo
compreendido entre 2017 e 2019 apresentou a menor diversidade (n= 04) e baixa abundancia de
flebotomineos (2,10 espécimes/armadilha). O comparativo entre os anos de captura e a riqueza

de espécies e abundancia estdo plotados na Tabela 1 e Figura 2.

Comparacio da fauna entre trés bairros amostrados em todos os periodos

Comparando os trés bairros amostrados nos diferentes periodos de estudo, observou-se
consideravel reducdo no nimero de espécies capturadas (Tabela 2). Na area urbana, a perda de
diversidade de espécies de flebotomineos nos ultimos 20 anos foi de cerca de 85%, considerando
os periodos amostrados. Entre os trés bairros, a regido do Bairro Monte Alegre apresentou a
maior perda de diversidade de espécies (91%), com captura de apenas duas espécies entre 2017
a 2019, diferente do observado de 1999 a 2000 (n= 23). Nos bairros Z¢ Pereira e Bandeirantes

a redu¢do na diversidade de espécies foi de cerca de 80% em cada.
Urbanizacao do ambiente entre 2000 a 2017

A urbaniza¢ao do ambiente durante os anos de captura foi avaliada através do NDVI. As
Figuras 3, 4 e 5 apresentam os buffers de 500 metros dos anos de 2000, 2004 e 2017
respectivamente, para os 16 bairros em que foram conduzidas capturas no periodo de 2017 a
2019. Foram identificadas cinco fitofisionomias do ambiente de acordo com a classificacao das
imagens: agua, vegetacdo campestre (presenca de arbustos e gramineas), vegetacdo densa (areas
de mata fechada e com maior quantidade de fitomassa), solo exposto e area urbanizada. A

porcentagem de cada classe em trés diferentes periodos analisados est4 disponivel na Tabela 3.
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Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa de flebotomineos, por espécie, em cinco periodos de estudo, coletados na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil

(continua)
1999-2000 2003-2004 2004-2005 2017-2018 2018-2019

Espécies Capturadas

n %0 n %0 n %0 n %0 n %0
Br. avellari 56 4,50 5 0,16 17 0,22 - - - -
Br. brumpti 44 3,53 - - 1 0,01 - - - -
Br. galindoi 54 4,34 - - - - - - - -
Br. pintoi 8 0,64 - - - - - - - -
Brumptomyia sp. 150 12,05 3 0,09 - - - - - -
Evandromyia sp. - - - - 1 0,01 - - - -
Lutzomyia (Castromyia) sp. - - - - 3 0,04 - - - -
L. aragaol 125 10,04 26 0.81 39 050 . - . -
(= Psathyromyia aragaoi)
L. bourrouli 5 0,40 ] i | 001 ] ] ] ]
(= Evandromyia bourrouli)
L. campograndensis 29 233 7 022 1 0.14 ] ] ] ]

(= Psathyromyia campograndensis)
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Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa de flebotomineos, por espécie, em cinco periodos de estudo, coletados na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil

(continuagao)
1999-2000 2003-2004 2004-2005 2017-2018 2018-2019

Espécies Capturadas

n %0 n % n %0 n %0 n %0
L. cerradincola

1 0,08 - - - - - - - -
(= Expapillata cerradincola)
L. christenseni

16 1,29 5 0,16 39 0,50 - - - -
(= Pintomyia christenseni)
L. claustrei

17 1,37 82 2,56 51 0,65 - - - -
(= Psychodopygus claustrei)
L. cortelezzii

42 3,37 7 0,22 14 0,18 - - - -
(= Evandromyia cortelezzii)
L. corumbaensis

4 0,32 - - - - - - - -
(= Evandromyia corumbaensis)
L. cruzi 1 0,08 - - - - - - - -
L. damascenoi

30 241 1 0,03 2 0,03 - - - -
(= Pintomyia damascenoi)
L. flaviscutellata

6 0,48 - - 2 0,03 1 0,13 - -

(= Bichromomyia flaviscutellata)
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Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa de flebotomineos, por espécie, em cinco periodos de estudo, coletados na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil

(continuagao)
1999-2000 2003-2004 2004-2005 2017-2018 2018-2019
Espécies Capturadas
n %0 n % n %0 n %0 n %0
L. hermanlenti
45 3,61 41 1,28 78 1,00 - - - -
(= Psathyromyia hermanlenti)
L. lenti
117 940 61 1,90 86 1,10 1 0,13 - -
(= Evandromyia lenti)
L. longipalpis 71 5,70 2820 88,01 7143 91,34 765 99,09 798 99,75
L. longipennis
105 8,43 1 0,03 2 0,03 - - - -
(= Micropygomyia longipennis)
L. migonei
1 0,08 - - - - - - - -
(= Migonemyia migonei)
L. punctigeniculata
4 0,32 - - 2 0,03 - - - -
(= Psathyromyia punctigeniculata)
L. quinquefer
quinguey: 10 0,80 9 0,28 21 0,27 - - - -
(= Micropygomyia quinquefer)
L. renei 1 0,08 - - - - - - - -
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Tabela 1. Frequéncia absoluta e relativa de flebotomineos, por espécie, em cinco periodos de estudo, coletados na area urbana de Campo Grande, MS, Brasil

(conclusao)

Espécies Capturadas

1999-2000

2003-2004

2004-2005

2017-2018

2018-2019

n

%

n

%o

n

%o

%o

n

%

L. shannoni

(= Psathyromyia shannoni)

65

522

73

2,28

92

1,18

L. sordellii

(= Sciopemyia sordellii)

44

3,53

0,12

0,04

L. teratodes

(= Evandromyia teratodes)

12

0,96

0,01

L. termitophila

(= Evandromyia termitophila)

175

14,06

32

1,00

98

1,25

L. whitmani

(= Nyssomyia whitmani)

0,56

20

0,62

49

0,63

0,65

0,25

L. antunesi

(= Nyssomyia antunesi)

0,22

64

0,82

TOTAL DE ESPECIMES

1245

3204

7820

772

800

ESPECIMES/ARMADILHA

1,57

3,85

9,40

2,01

2,17

RIQUEZA DE ESPECIES

28

17

22
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Figura 2. Riqueza e abundancia absoluta de flebotomineos capturados em diferentes periodos
de estudo, area urbana de Campo Grande, MS, Brasil

Observou-se a urbanizag@o nos trés bairros em que houve capturas de flebotomineos nos
diferentes periodos de estudo. Considerando os buffers com raio de S00m em torno dos pontos
de coleta, a regido do Monte Alegre possuia 41,01% de areas urbanizadas em 2000, aumentando
para 59,10% em 2017. Na regido do Z¢ Pereira o aumento de area urbanizada foi ainda maior,
passando de 39,68% em 2000 para 59,95% em 2017. No bairro Bandeirantes, uma area central,

a mudanca foi discreta, de 82,56% em 2000 para 88,25% em 2017.
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Tabela 2. Riqueza de espécies, abundancia e média de espécimes capturadas por bairro em trés diferentes periodos de estudo, drea urbana de Campo

Grande, MS, Brasil

Riqueza de espécies por bairro

Bairros

Z:é Pereira

(= Mata do Zé Pereira)

Bandeirantes

(= Centro e Taveirépolis)

Monte Alegre

(=Chécara das Palmeiras)

Periodos de captura | 1999-2000  2003-2005  2017-2019 | 1999-2000  2003-2005  2017-2019 | 1999-2000  2003-2005  2017-2019
Riqueza de espécies 21 19 3 5 2 1 23 7 2
Abundancia 297 1663 57 96 8193 22 377 1168 13
Espécime/Armadilha 1,87 2,28 1,21 0,60 19,69 047 2,37 2,24 0,27
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Figura 3. Indice de Vegetacio por Diferenca Normalizada (NDVI) no ano 2000, por bairro, no buffer de 500 metros, drea urbana de Campo Grande,
MS, Brasil
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Figura 4. Indice de Vegetagdo por Diferenca Normalizada (NDVI) no ano 2004, por bairro, no buffer de 500 metros, drea urbana de Campo
Grande, MS, Brasil
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Figura 5. Indice de Vegetacio por Diferenca Normalizada (NDVI) no ano 2017, por bairro, no buffer de 500 metros, drea urbana de Campo Grande,
MS, Brasil
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Tabela 3. Quantificacio da paisagem (%) de acordo com o Indice de Vegetagdo por Diferenca Normalizada (NDVI) dos anos 2000, 2004 ¢ 2017,
no buffer de 500 metros, area urbana de Campo Grande, MS, Brasil

CLASSES EM %

Pontos de Coleta Area Urbanizada Solo Exposto Vegetacio Campestre Vegetacio Densa

2000 2004 2017 2000 2004 2017 2000 2004 2017 2000 2004 2017
Cabretva 82,16 87,19 83,04 238 3,89 9,05 12,06 5,40 791 3.40 3,52 0,00
Bandeirantes 82,88 88,25 88,25 9,62 7,63 9,67 725 4,00 2,08 0,25 0,12 0,00
Monte Alegre 41,01 57,50 59,10 39,28 17,10 23,68 18,96 24,04 16,35 0,75 1,36 0,62
Presidente 21,67 28,02 27,28 19,30 5,98 8,47 11,71 16,69 24,03 47,32 49,31 40,22
Carioca 2749 33,83 69,78 55,60 50,00 22,51 13,31 11,19 4,60 3,60 4,73 2,99
Cerejeiras 21,52 16,55 31,97 2948 6,21 21,64 37.93 57,46 33,58 10,57 17,17 12,06
Z¢ Pereira 39,68 56,47 59,95 25,37 9,20 10,70 17,29 13,06 13,80 17,66 21,27 15,55
Montevidéu 44 04 45,65 47,52 50,13 34,12 34,74 521 19,23 14,64 0,62 0,75 3,10
Moreninhas 53,56 64,17 79,90 4320 32,71 10,86 324 3,00 8,74 0,00 0,12 0,25
Perpétuo Socorro 2291 37,36 49,57 35,74 11,58 11,36 30,39 36,86 24,22 10,96 14,20 14,73
Parque do Sol 41,26 87,11 88,12 58,24 12,27 8,91 0,50 0,62 2,97 0,00 0,00 0,00
Parque dos Laranjais 27,83 38,51 49,32 31,80 5,71 7,83 34,78 46,71 25,71 497 8,32 9,19
Tijuca 57,67 67,17 84,02 17,23 14,36 1,75 19,10 17,35 11,48 6,00 1,12 2,25
Tiradentes 42 43 64,76 62,91 43,67 19,85 26,30 5,96 9,56 3,97 1,98 0,37 0,00
Vila Nascente 41,02 52,50 50,25 43,52 20,45 23,56 985 20,70 21,19 4,86 5,73 4,00

Vivendas do Parque 15,03 57,27 80,20 51,80 35,03 16,07 33,17 7,70 3,73 0,00 0,00 0,00
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Discussao

Diante da urbanizacdo do municipio de Campo Grande nas ultimas décadas,
buscou-se reavaliar a fauna de flebotomineos vinte anos apds a primeira captura
sistematica realizada na area (Oliveira et al., 2003; PLANURB, 2019). Nas coletas
realizadas entre 2017 e 2019 foram capturadas quatro diferentes espécies, demonstrando
areducdo da diversidade na area urbana comparada aos estudos conduzidos anteriormente

(Oliveira et al., 2003, 2012a; Silva et al., 2007; Dorval et al., 2016)

Nas coletas realizadas a partir de 2017, o nimero de pontos de captura foi
ampliado com relagdo aos demais estudos realizados na area. Isto deveu-se a inteng¢ao de
reconhecer o padrao de ocorréncia e distribui¢do dos flebotomineos na cidade como um
todo. A metodologia de captura utilizada nos trés periodos distintos foi através de
armadilhas automaticas luminosa, que embora tenha limitacdes pela competicao da luz
no ambiente urbano (Oliveira et al., 2012a), sdo mais apropriadas pelo tamanho, custo e
pouco incomodo para os moradores das residéncias em que foram instaladas (Casaril et

al., 2014).

Nos estudos anteriores realizados em Campo Grande, além das armadilhas
instaladas proximas ao solo, foram utilizadas armadilhas nas copas das arvores a
aproximadamente 5m de altura e na margem das areas florestais (Oliveira et al., 2003;
2012a). No presente estudo dada a logistica necessaria para amostrar 16 locais e
considerando a indiferenga entre as espécies capturadas nas armadilhas do solo, copa e
margem (Oliveira et al., 2003; 2012a) optou-se pela instalagdo de armadilhas apenas a
1,5m do solo. Além disso, as capturas realizadas nos estudos anteriores foram semanais
e nas capturas conduzidas recentemente optou-se pela realizagdo quinzenal. Embora tal
fato tenha diminuido o esfor¢o amostral em ntimero de horas e de armadilhas, as coletas
foram realizadas em todos os 24 meses, o que pode ter impactado na abundancia, mas

ndo na diversidade das espécies presentes na area.

O primeiro estudo sistematico da fauna de flebotomineos realizado ha 20 anos por
Oliveira e colaboradores (2003) na 4rea urbana de Campo Grande evidenciou a presenga
de 28 espécies, com predominio de Lu. termitophila (= Evandromyia termitophila)
sobretudo em galinheiros. No estudo da fauna entre 2017-2019, a espécie mais frequente

foi Lu. longipalpis que dominou sobre as demais espécies e foi coletada em 15 dos 16
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bairros amostrados, representando quase a totalidade de espécimes capturados, enquanto

nenhum espécime de Ev. termitophila foi identificado.

Conforme observado por Oliveira e colaboradores (2006; 2012a), a diversidade
de espécies entre o primeiro e segundo periodo de estudo foram similares (2000= 28;
2005= 22), e as poucas espécies ndo encontradas no segundo estudo eram tipicas de areas
florestais. De fato, a pressdo causada pela urbanizacdo reduz a diversidade de espécies,
propiciando o estabelecimento apenas de espécies que conseguem se adaptar a mudanca
ambiental (Rebélo et al., 2019; Reid et al., 2005). Assim, Lu. longipalpis obteve vantagem
sobre as demais espécies na area, uma vez que esta adaptada a ambientes urbanos como
ja observado em outras localidades (Lainson; Rangel, 2005; Rangel; Vilela, 2008).
Atraidos por fontes alimentares, abrigos e locais ideais para desenvolvimento das formas
imaturas principalmente pela presenca de galinheiros, chiqueiros e cdes nos
peridomicilios, a espécie encontrou um ambiente perfeito para seu estabelecimento

(Casanova et al., 2013; Cerbino Neto et al., 2009; Rosario et al., 2017).

De acordo com os dados obtidos pelo célculo do NDVI nos bairros em que houve
captura nos trés periodos observamos aumento de drea urbanizada entre 2000 e 2017. A
urbanizagdo desses locais ¢ caracterizada pela presenca de areas impermeaveis, quer seja
pela abertura de novas ruas e avenidas ou construcao de residéncias. Nesse sentido, pode-
se observar dois diferentes padrdes na presenca/auséncia de flebotomineos — a diminuicao
na diversidade de espécies e o estabelecimento de Lu. longipalpis na area. Resultados
semelhantes foram observados em estudos conduzidos na cidade de Corrientes,
Argentina, sendo observado que em regides com pouca vegetacao (baixo NDVI) houve
reducdo na riqueza de espécies, permitindo o estabelecimento do vetor pela menor
competicdo interespecifica com outros flebotomineos (Berrozpe et al., 2017) e que a
abundancia de Lu. longipalpis estava relacionada a baixa proporcao de arvores e arbustos

no local de coleta (Martin et al., 2020).

A diminuicdo na diversidade das espécies pode ndo estar ligada diretamente
apenas a diminui¢do de areas com vegetacdo densa, mas também com a urbanizagdo em
seu entorno e a competicao interespecifica com Lu. longipalpis. A exemplo do observado
no bairro Z¢ Pereira o fragmento com vegetacdo densa pouco se alterou durante os
ultimos anos. No entanto, das 21 espécies capturadas entre 1999-2000, e atualmente

apenas 03 ainda sdo encontradas atualmente no ambiente. Esse fato pode ser causado pela
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poluicdo do ambiente através do aumento do trafego de veiculos em ruas proximas, além
dos dejetos solidos despejados na area, que podem contaminar o solo e causar impacto

no desenvolvimento das formas imaturas dos espécimes.

Além da presenca do principal vetor de L. (L.) infantum na area urbana, outras
duas espécies vetores de agentes etioldgicos causadores de leishmaniose tegumentar
também sdo encontrados na area. Nyssomyia whitmani, principal vetor de L. (Viannia)
braziliensis em quatro regides do pais, excluindo-se a regido Norte, onde atua como vetor
de L. (V.) shawi (Costa et al., 2007) e, a exemplo de Lu. longipalpis, também ¢é capaz de
se adaptar a perturbacdes no ambiente (Costa et al., 2007; Costa et al., 2018). Outra
espécie envolvida no ciclo epidemioldgico da LT e que se encontra presente no ambiente
urbano de Campo Grande ¢ Bi. flaviscutellata, associada com infec¢des por L. (L.)
amazonensis (Dorval et al., 2010; Lainson; Shaw, 1968), sendo necessarios estudos
constantes para monitoramento e controle das espécies em questdo, uma vez que atuam

como importantes vetores de agentes etioldgicos causadores da LT.

Os resultados apresentados demonstraram a reducdo na diversidade de espécimes
no ambiente urbano de Campo Grande nos ultimos 20 anos, coincidindo com o aumento
de areas urbanizadas. Além da urbanizacdo, as medidas de controle implementadas no
passado para conter o avango da LV como a borrifagdo com inseticidas piretroides (Silva
etal.,2007) e o uso de coleiras impregnadas com deltametrina a 4% em caes do municipio
(Brazuna, 2012), podem ter favorecido o desaparecimento de algumas espécies sensiveis
ao ambiente, no entanto o principal vetor Lu. longipalpis ainda se encontra na area e esta

amplamente distribuido na cidade.

Embora ndo se tenha dados anteriores sobre a fauna e abundancia de
flebotomineos no bairro Vivendas do Parque, ¢ importante considerar dados sobre a
ocorréncia de casos de LV neste bairro e nas regides adjacentes, como o bairro Noroeste,
por exemplo. Nosso estudo sobre a distribui¢do espacial da incidéncia da LV e do risco
de infeccdo por Leishmania infantum em seres humanos identificou alto risco para a
ocorréncia da doenga nos bairros Noroeste e Maria Aparecida Pedrossian (Oliveira et al.,
2020), cuja divisao administrativa da cidade inclui o Vivendas do Parque. Avaliamos o
relacionamento da incidéncia da doenca (em termo do risco relativo suavizado) com
questdes demograficas e socioecondmicas (Oliveira et al., 2020), mas nio consideramos

a abundancia de Lu. longipalpis por ndo haver dados disponiveis para todos os bairros de
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Campo Grande, uma vez os estudos prévios de fauna e inquérito entomoldgico se
restringiram a algumas regides da cidade (Dorval et al., 2016; Oliveira et al., 2000; 2003,
2006, 2012a; Silva et al., 2007).

Os bairros Noroeste e Vivendas do Parque localizam-se em regides periféricas da
area urbana e tiveram ocupag¢do recente, conforme observado pelos dados de cobertura
vegetal e drea urbanizada avaliados pelo NDVI no presente trabalho. Segundo Oliveira et
al., (2020), o bairro Noroeste possui baixos indicadores socioecondmicos, incluindo
aqueles referentes ao esgotamento sanitario e abastecimento de dgua encanada, o que
reforca a ligacdo da ocorréncia da doenga com precarias condigdes de saneamento
ambiental. Em contrapartida, o bairro Maria Aparecida Pedrossian, apresenta condi¢des
socioecondmicas e ambientais melhores, mas a por¢ao deste bairro referente ao Vivendas
do Parque teve rapida ocupacgao do solo, o que pode favorecer o estabelecimento do vetor
na area e, consequentemente, aumentar o risco de infec¢do por L. infantum. Portanto, sdo
necessarios estudos complementares para avaliar tal influéncia e auxiliar na compreensao

da distribuicdo e dindmica de ocorréncia da doenga na cidade.

A abertura de novas areas de forma desordenada pode diminuir a biodiversidade
do local e ainda impactar no aumento ou diminui¢do de doengas cujos agentes etiologicos
sdo transmitidos por vetores capazes de se adaptar as novas condi¢des locais. Os
distirbios causados pela urbaniza¢do fornecem novos habitats para os reservatorios e
alteram a dindmica populacional de vetores e dos ciclos de transmissdo das leishmanioses,
propiciando o contato direto de flebotomineos com a populacdo humana (Reid et al.,
2005; Rosario et al., 2017; Salah et al., 2020). Além disso, considerando os diferentes
contextos eco-socioepidemioldgicos de cada regido endémica combinado com a falta de
engajamento politico, o controle dos vetores e consequentemente da LV, se tornam muitas

vezes inviaveis (Salomon et al., 2015; Romero; Boelaert, 2010).

Enfatiza-se que compreender a relacdo dos flebotomineos com as mudangas
ambientais ao longo do tempo ¢ crucial para entender a dindmica das leishmanioses.
Portanto, este estudo contribui para compreender o comportamento desses dipteros ao
longo dos ultimos vinte anos no municipio de Campo Grande (MS) e fornece subsidios
para que estratégias de controle sejam adotadas pelos 6rgaos de vigilancia entomologica,
ressaltando a importancia da continuidade das medidas de preven¢ao e controle para LV

conforme preconizado pelos 6rgaos competentes.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected vector-borne disease associated with socioeco-
nomic and environmental issues. In Brazil, epidemics of VL have occurred in major cities
since 1980. Applied models for medical and epidemiological research have been used to
assess the distribution and characteristics of disease endpoints and identify and character-
ize potential risk factors. This study described the demographic features of VL and modeled
the spatio-temporal distribution of human VL cases and their relationship with underlying
predicitve factors using generalized additive models. We conducted an ecological study
covering an 18-year period from the first report of an autochthonous case of VL in Campo
Grande, state of Mato Grosso do Sul, in 2001 to 2018. The urban area of the city has 74
neighborhoods, and they were the units of analysis of our work. Socioeconomic and demo-
graphic data available from Brazilian public databases were considered as covariables. A
total of 1,855 VL cases were reported during the study period, with an annual mean inci-
dence rate of 13.23 cases per 100,000 population and a cumulative crude incidence of
235.77 per 100,000 population. The results showed the rapid transition from epidemic to
endemic and the centrifugal dispersal pattern of the disease. Moreover, the model
highlighted that the urban quality of life index, which is calculated based on income, educa-
tion, housing conditions, and environmental sanitation data, plays a role in VL occurrence.
Our findings highlighted the potential for improving spatio-temporal segmentation of control
measures and the cost-effectiveness of integrated disease management programs as soon
as VL is difficult to control and prevent and has rapid geographical dispersion and increased
incidence rates.
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Introduction

Leishmaniases constitute the third group of major importance among vector-borne diseases,
with an estimated 1.4 million disability-adjusted life years lost behind only malaria and dengue
[1]. Moreover, leishmaniases are considered neglected diseases once they are endemic in low-
income populations, with unacceptable morbidity and mortality indicators and reduced
investments in research, drug production, and control actions [2, 3].

Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe clinical form and is characterized as a chronic
and systemic disease that, when left untreated, is lethal in more than 95% of cases [4]. The
main etiological agent of VL in Brazil and Latin America is Leishmania infantum, whose vec-
tors are Lutzomyia longipalpis [5] and Lutzomyia cruzi [6, 7] sandflies.

In Brazil, epidemics of VL have been observed in major cities since 1980, when the first evi-
dence of urbanization of the disease was recorded [8, 9]. This continuous increase in incidence
in various regions of Brazil may be triggered by environmental changes promoted by rural
exodus and other migratory movements, lack of planning and sanitation in urban areas, as
well as the adaptation of the vector to domestic reservoirs [5, 10-12]. This context and the ter-
ritorial spread of the disease represent some of the challenges for disease control in urban
areas [13, 14], as observed in the city of Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul, where
the disease was reported in 2001; it spread rapidly throughout the urban areas of the city and
became endemic in a few years [15]. A recent report—which compared the underlying VL risk
using a spatio-temporal explicit Bayesian hierarchical model with the risk classification cur-
rently in use by Brazil’s Ministry of Health—showed that Campo Grande remains a high-risk
area for L. infantum transmission [16].

Applied models for medical and epidemiological research have been used to assess the dis-
tribution and characteristics of disease endpoints and identify and characterize the effect of
potential risk factors on these endpoints [17-20]. Understanding the spatial dynamics of the
disease and its relationships with socioeconomic and environmental predictors can provide
support for the implementation of more effective strategies for the control of infectious dis-
eases [21]. Due to the spatial nature of health events, the application of geostatistical methods
is an essential part of the analysis and interpretation of these data [22]. The reason lies in the
fact that any data linked to a geographical location may have characteristics associated with its
location; that is, the variables may have some location-related correlation structure [22].

Among several methods, generalized additive models (GAMs) [23] were recently used to
study the relationship between cutaneous leishmaniasis occurrence and possible risk factors
[18] and to predict the potential distribution of Leishmania vectors [24]. GAMs are semi-
parametric regression methods that relate the response variable to smoothed functions of
potential explanatory variables via a link function [23, 25]. Thus, this study aimed to describe
the demographic features of human VL and model the spatio-temporal distribution of
reported cases of VL using GAM, covering an 18-year period from the first report of an
autochthonous case in 2001 to 2018 in an urban area endemic for VL. We also assessed the
relationship between the disease and a few underlying predictor factors related to socioeco-
nomic status.

Materials and methods
Study area

Located in the central region of the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, Campo Grande (20°
26°34” S, 54° 38’ 47” W, Gr) has a total area of 8,118.4 km? (Fig 1), of which the urban area
occupies 359.03 km” and is divided into 74 neighborhoods (units of analysis used in this
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Fig 1. Study area. Jockey and Noroeste neighborhoods are highlighted due to the behavior of their relative smoothed risk distinct from the other
neighborhoods, as shown in the results. Data sources: shapefiles from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE) and Municipal Department of
Environment and Urban Development of Campo Grande (PLANURB).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.9001

study) [26]. In 2019, according to estimates by the Brazilian Institute of Geography and Statis-
tics (IBGE) [27], Campo Grande had an estimated 895,982 inhabitants. The population density
is 97.22 inhabitants/km?, and 98.66% of this population lives in urban areas [28]. Moreover,
92.3% of the buildings in Campo Grande are masonry houses with cladding, and 61.5% of the
economically active population earns up to two minimum wages. Concerning sanitation, 44%,
90%, and 98.8% of the population has access to sewage treatment, treated water, and garbage
collection, respectively [29].

In the Koppen climate classification system, the climate of Campo Grande is tropical mon-
soon (Am), characterized by irregular rainfall distribution with a well-defined dry season dur-
ing the coldest months of the year and a rainy season during the summer months [30].
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Study design and data sources

We conducted an ecological study based on reported and autochthonous human cases of VL.
The analysis was carried out in two steps: first, the occurrences of the disease were used to cal-
culate the incidence and describe the demographic features. In the second step, the reported
cases were geocoded and grouped by neighborhood to estimate the smoothed relative risks
and assessed according to the area data analysis using GAM to study the spatio-temporal dis-
tribution of the disease.

We considered all confirmed autochthonous human cases of VL reported in the urban
perimeter of Campo Grande from January 2001 to December 2018. These data were extracted
from the Brazilian Notification Disease Information System (SINAN) [31].

The covariables listed in Table 1 describe the demographic and socioeconomic charac-
teristics of the Campo Grande neighborhoods and were used as covariates to mode the
occurrences of LV. These data were extracted from the databases of the IBGE, the Munici-
pal Department of Environment and Urban Planning of Campo Grande [29], and the
study Campo Grande social exclusion profile [32]. We have considered in our analysis all
variables related to the socioeconomic factors available for the study area. More details
and the characterization of these covariables through descriptive measures are presented
in the S1 Table.

The grid of the neighborhoods of Campo Grande used in this study was made available in
shapefile format (ESRI-Environmental Systems Research Institute) by the Municipal Depart-
ment of Environment and Urban Planning of Campo Grande.

Table 1. Covariates assessed in the study.
Source Variable
IBGE
Number of permanent private households
Total number of residents per permanent private household
Average number of residents in permanent private housing units
Income-value of median monthly nominal income of persons >10 years of age
Proportion of the population with a toilet at home
Proportion of the population with household water supply
Proportion of the population with regular garbage collection by a public cleaning service
PLANURB
Education index
Income and poverty index
Environmental sanitation index
Housing and living conditions index
Urban quality of life index
Sauer et al. [32]
Social exclusion index
Poverty of the persons responsible for permanent private housing units
Income inequality
Literacy rate

Years of education of persons responsible for permanent private housing units

Abbreviations: IBGE, Brazilian Institute of Geography and Statistics; PLANURB, Municipal Department of
Environment and Urban Planning of Campo Grande.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.t001
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Statistical methods

The crude incidence per year and age-sex-specific incidence rates were calculated. In addition,
the proportions of notifications by age and sex were calculated per year (available as supple-
mentary data). To compare male and female occurrences by age categories, Poisson regression
was used to estimate incidence ratios with 95% confidence intervals. The rates were described
using descriptive statistics and presented in the tables and figures.

Considering that the incidence rates do not consider possible differences between the
observation units (neighborhoods, in the case of this work), such as the age distribution of
individuals and the number of occurrences of VL cases per unit area, the estimate of the rela-
tive risk was used for the temporal-spatial analysis. Considering further that the relative risk
does not take into account the possible uncertainty associated with unusual incidence rates in
counties with relatively small populations at risk [33], the smoothed relative risk (SRR) pro-
posed by Clayton and Kaldor [34] was used to assess the spatial distribution of VL, which
allowed us to compare the results between neighborhoods. To estimate the SRR, the observed
number of cases was geocoded and grouped by neighborhood, and indirect standardization
[35] was used to compute the expected number of cases for each neighborhood. The SRR then
follows as the ratio of the observed number of events (reported cases of VL) over the expected
number:

SRRi = 9
Ei
where Oi is the observed or reported number of VL cases in the area (neighborhood) i, and Ei
is the expected number of VL cases for the area i.

To assess the relationship between the disease occurrences in the neighborhood and the
period investigated with the demographic and socioeconomic variables, we employed a GAM
considering the spatio-temporal interactions. According to Wikle, Zammit-Mangion, and
Cressie [36], in general, a GAM model considers the transformation of the mean response to
have an additive form in which the additive components are smooth functions (e.g., splines) of
the covariates, where the functions themselves are generally expressed as basis-function expan-
sions. GAMs can approximate the relationship between the predictors (inputs) and the out-
come variable (output) and express the relationship mathematically. The proposed model can
be written as the transformed mean response additively as:

g(Y (s 1) = x(s; t) B + f(s: 1) + v(s; ),

where Y(s; t) is the response (SRR or case counts), g(-) is a specified monotonic link function, x
(s; t) is a vector of covariates for spatial location s and time t, § is a vector of parameters, the
function f{s; t) is a random smooth function of space and time, and v(s; t) is a spatio-temporal
white-noise error process; following the notation adopted by Wikle, Zammit-Mangion, and
Cressie [36].

To avoid the effects of multicollinearity, at the beginning of the modeling process, the cor-
relations were assessed using the Pearson correlation coefficient, and one of the covariables
between the pairs with a correlation greater than 0.8 was excluded. After the adjustment, the
correlations between the estimated coefficients were verified, excluding the covariables with a
correlation between coefficients greater than 0.7 as suggested by Seber and Lee [37]. Then, the
stepwise backward method (p-value < 0.05) was adopted to select the model’s explanatory var-
iables [38]. In the last step, cross-validation was adopted to define the parameters of the time-
space effect (node parameters). Data from 2018 were not included in the estimation process;
they were used only in the cross-validation process, that is, the mo
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del estimated with data from 2001-2017 was used to predict the year 2018, with the model
that presented the lowest mean squared error chosen as the final model. This process was
repeated to adjust the soft risk (with gamma response) and occurrences (with Poisson and neg-
ative binomial response) [39]. The residues were checked to assess whether the model ade-
quately captured the spatial and temporal variability in the data. Considering Henebry’s
approach [40], Moran’s I test was used to test the spatial dependence, and the Durbin-Watson
test was used for temporal dependency [41].

Statistical analyses of the data, generation of the maps, and modeling were performed using
R 3.6.1. The ggmap package [42] was used to perform the geocoding, and ggplot2 [43] was
used to plot the maps. The smooth relative risks were estimated using the Dcluster package
[44], and the binomial negative GAM was estimated using the mgcv package [45]. The ape
[46] and Imtest [47] packages were used respectively for the Moran’s I and Durbin-Watson
tests. Scatter plots and matrix correlations were built using the PerformanceAnalytics package
[48].

Ethics statement

This study was approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of Mato
Grosso do Sul (CAAE: 02617218.8.0000.0021) and registered under number 3.030.880. Per-
sonally identifiable information (patient name and information included on the case report
form) was available only to surveillance officers and was not used in this study.

Results

From 2001 to 2018, a total of 1,855 cases of VL were reported in Campo Grande, with an
annual average incidence rate of 13.23 cases per 100,000 population and a cumulative crude
incidence of 235.77 per 100,000 population for the period. The distribution of cases by sex and
age group is shown in Tables 2 and 3. Regarding age, children between 0 and 5 years and adults
over 40 years of age were the most affected by the disease. It is noteworthy that since the begin-
ning of the epidemic in 2001, children had a high risk of illness. Regarding sex, in general, the
highest incidence was recorded in men. When analyzing sex and age, although the incidence
of VL in men was higher in almost all age groups, no statistical difference was observed when
the male-to-female incidence rate ratio (IRR) was estimated overall or stratified by age group
(IRR: 1.92; 95% confidence interval [CI]: 0.53-6.90). During the 18 years evaluated, the male/
female ratio remained practically constant during the first five years of the epidemic, it oscil-
lated with little variability between 2006 and 2016 and returned to the initial ratio in the final
two years of the analysis.

The annual crude incidence and the temporal evolution of VL cases are depicted in Fig 2.
Descriptively, there was a continuous and progressive increase in the incidence rate until 2006,
followed by declines in 2007, 2009, and 2010, and a sharp increase between 2011 and 2012.
From 2013 through 2018, the tendency was for the incidence to decrease.

Fig 3 shows the smoothed relative risks for each Campo Grande neighborhood throughout
the evaluated series. Among the 1,855 notifications, 15 cases who lived in the rural area when
they were diagnosed and reported to the SINAN were excluded from the analysis. Descrip-
tively, it is noted that there was a relatively high fluctuation (variability) until 2010, followed by
stabilization between 2010 and 2014, with a return to baseline from 2014. Two neighborhoods
showed different behaviors and, therefore, improved detail was required: at the beginning of
the series, in 2003, the Jockey Club neighborhood had a high SRR that decreased over time;
the Noroeste neighborhood, on the other hand, showed the opposite behavior and was con-
spicuous due to the sharp increase in rates between 2014 and 2016, peaking in 2016. The
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Table 2. Demographic features of visceral leishmaniasis cases in Campo Grande, Brazil, 2001-2018.

Age 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %
<1 0 0,00 0 0,00 2 2,08 9 7,14 13 8,50 11 6,96 11 8,27 14 9,79 7 6,80 5 4,59
1to4 5 50,00 6 30,00 | 25 | 26,04 | 30 | 23,81 | 27 | 17,65 | 34 | 21,52 | 26 | 19,55 | 30 | 20,98 21 20,39 | 25 | 22,94
5to 14 1 10,00 5 25,00 17 17,71 20 15,87 32 20,92 20 12,66 21 15,79 16 11,19 8 7,77 12 11,01
15to 24 2 20,00 3 15,00 16 16,67 14 11,11 20 13,07 15 9,49 17 12,78 12 8,39 8 7,77 10 9,17
25t0 39 1 10,00 3 1500 | 11 | 11,46 & 22 | 17,46 | 23 | 1503 | 32 | 20,25 | 18 | 13,53 | 18 | 12,59 14 13,59 | 15 | 13,76
40 to 59 0 0,00 2 10,00 | 17 | 17,71 | 22 | 17,46 | 24 | 1569 @ 28 | 17,72 | 29 | 21,80 | 36 | 25,17 28 27,18 | 28 | 25,69
> 60 1 10,00 1 5,00 8 8,33 9 7,14 14 9,15 18 11,39 11 8,27 17 11,89 17 16,50 14 12,84
Total 10 20 96 126 153 158 133 143 103 109
Sex
F 4| 40,00 8| 40,00 39| 40,63 50 | 39,68 57| 37,25 44| 27,85 45| 33,58 50 | 34,97 33| 32,04 48 | 43,64
M 6| 60,00 12| 60,00 57| 59,38 76 | 60,32 96 | 62,75 114 | 72,15 89 | 66,42 93| 65,03 70 | 67,96 62| 56,36

Total 10 20 96 126 153 158 134 143 103 110

Age 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total

n % n % n % n % n % n % n % n % n %
<1 16 | 11,43 9 4,48 6 3,85 4 4,55 8 11,59 2 3,70 2 3,33 3 8,82 122 6,58
1to4 29 20,71 52 25,87 20 12,82 12 13,64 13 18,84 7 12,96 11 18,33 6 17,65 379 20,45
5to 14 15 | 10,71 9 4,48 8 513 7 7,95 2 2,90 1 1,85 2 3,33 3 8,82 199 | 10,74
15to 24 8 5,71 17 8,46 10 6,41 14 | 1591 2 2,90 2 3,70 2 3,33 1 2,94 173 9,34
25to0 39 19 13,57 30 14,93 33 21,15 13 14,77 19 27,54 22 40,74 10 16,67 10 29,41 313 16,89
40 to 59 35 | 2500 | 51 | 2537 | 48 | 30,77 | 17 | 19,32 | 16 | 23,19 | 15 | 27,78 | 20 | 33,33 8 23,53 | 424 | 22,88
> 60 18 | 12,86 | 33 | 16,42 | 31 | 19,87 | 21 | 23,86 9 13,04 5 9,26 13 | 21,67 3 8,82 243 | 13,11
Total 140 201 156 88 69 54 60 34 1853
Sex
F 52 37,14 66 32,84 57 36,77 28 31,82 28 40,58 14 25,93 24 40,00 13 38,24 660 35,60
M 88 62,86 | 135 | 67,16 98 63,23 60 68,18 41 59,42 40 74,07 36 60,00 21 61,76 | 1194 | 64,40
Total 140 201 155 88 69 54 60 34 1854

Note: One case was excluded from sex analysis and two from age analysis because of missing information.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.t002

explanation for the high rates is that the observed values were much higher than the expected
values for these areas. Fig 4 presents the spatial distribution of SRR according to neighbor-
hoods over the study period.

At the beginning of the VL epidemic, between 2001 and 2003, in addition to the continuous
increase in annual incidence rates, there was also a rapid spread of the disease throughout the
city that evidenced the transition from epidemic to endemic in Campo Grande in the follow-
ing years, since the constant presence of the disease was observed in the city. From Fig 4 it can
be seen that the high SRR values are distributed throughout the city over the years, and the
number of neighborhoods coded with dark red tones (SRR > 1) has also increased over the
years, especially after 2003. Considering the spatial distribution of the SRR accumulated in the
period 2001-2018 (Fig 5), it was observed that the largest SRRs are distributed in peripheral
neighborhoods that, in the great majority, are neighborhoods with low socioeconomic status.

Our results from Fig 6 and S2 Table showed that among 17 covariables assessed, 10 of them
showed a significant association with the cumulative SRR, being that all of them are related to
income, housing, or education. The significant correlations between the SRR and the covari-
ables can be considered moderate, since they are around 0.50, with the highest correlation
coefficient equal to -0.59 (p-value < 0.001) which corresponded to the income and poverty

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218  October 2, 2020 7/20
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Table 3. Cumulative crude incidence of visceral leishmaniasis according to age and sex; Campo Grande, Brazil, 2001-2018.

Female sex Male sex Male-to-female Incidence rate ratio (95% CI)
Population | Cases | Incidence per 100,000 | Population | Cases | Incidence per 100,000

Age 405464 660 162,78 381333 1192 312,59 1.92 0.53-6.90
<1 5734 53 924,31 5965 69 1.156,75 1.25 0.81-1.94
1to4 22153 187 844,13 23109 192 830,85 0.98 0.95-1.02
5t09 27542 62 225,11 28829 76 263,62 1.17 0.86-1.60
10 to 14 31843 33 103,63 32845 28 85,25 0.82 0.56-1.21
15to 19 35218 27 76,67 35337 44 124,52 1.62 0.63-4.20
20a29 73723 68 92,24 73142 125 170,90 1.85 0.55-6.21
30a39 66420 65 97,86 61218 156 254,83 2.60 0.40-16.99
40a 49 57372 67 116,78 50412 187 370,94 3.18 0.33-30. 60
50a59 41698 29 69,55 36006 141 391,60 5.63 0.19-166.58
60 a 69 24028 39 162,31 19980 88 440,44 2.71 0.38-19.20
70a79 13496 21 155,60 10282 58 564,09 3.63 0.29-45.25
>80 6237 9 144,30 4208 28 665,40 4.61 0.23-92.23

Note: One case was excluded from sex analysis and two from age analysis because of missing information.

CI, confidence interval.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.t003

index variable. The second highest correlation coefficient had the opposite direction (r = 0.58;
p-value < 0.001) and corresponded to the poverty of the persons responsible for permanent pri-
vate housing units variable. These two covariables express the same magnitude (income) and
are, therefore, strongly correlated (r = -0.92; p-value < 0.001). However, it is important to note
that they indicate opposite directions (ratified by the r = -0.92; p-value < 0.001), that is, while
high values of income and poverty index indicate higher income, high values of poverty of the
persons responsible for permanent private housing units indicate greater poverty among persons
responsible for permanent private housing. Moreover, the correlations of these two covariables
with the SRR are consistent as they indicate that the higher the poverty level, the greater the

s o}

Fig 2. Annual crude incidence and absolute frequency of visceral 1

is by year in Campo Grande, Brazil, 2001-2018.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.g002
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Fig 3. Smoothed relative risks according to the neighborhoods of Campo Grande, Brazil, 2001-2018 (n = 1840).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.9003

SRR. These results can also be viewed in the scatter plots (Fig 6) where weak/moderate linear

relationships with apparent non-constant variability are shown; thus, it can be concluded that
the SRR of VL has a weak or moderate linear relationship with all covariables. The strong lin-
ear relationship between the covariables indicates multicollinearity.

A GAM with a negative binomial response for the number of VL reports adequately
described the trend of VL over the evaluated period. Among the study covariables, only urban
quality of life index (UQLI) remained as a predicted variable in the model. The estimated
parameters of the model are presented in Table 4. This model presents residuals with Moran’s
Iindex and Durbin-Watson test not significant, which indicates that the model adequately
captured the spatial and temporal variability in the data. Additionally, the predicted errors for
2018 (Fig 7) reinforced the good model fit, since most predicted errors (difference between the
values observed for 2018 and the prediction for this same year) are around 0.

Discussion

In our study, the analysis of an 18-year series in an endemic urban area considered an area of
intense VL transmission [16, 49] revealed important findings regarding the epidemiology and
spatio-temporal distribution of the disease by highlighting the rapid transition from epidemic
to endemic status. This analysis has also indicated a greater occurrence of diseases in extremes
of age and an inverse association with covariables related to socioeconomic status, suggesting
the greatest risk of illness in vulnerable human populations [50].

Our results indicated that the disease had a heterogeneous incidence in the population,
affecting mainly men and extremes of age. Previous studies on the epidemiological profile of
VL morbidity and mortality between 2001 and 2009 in the city of Campo Grande [15, 51-53]
revealed that men were significantly more affected by the disease than women. The highest
morbidity and mortality measures observed among men were associated with age, increasing
in individuals over 40 years old and children under 10 years old. In the city of Natal, state of
Rio Grande do Norte, Lima et al. [54] reported that the average age at diagnosis increased over
prior years, and males were more frequently affected between 1990 and 2014. Some authors
have suggested that the immunologic effects of sex hormones could be linked to the increased
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Fig 4. Spatial distribution of smoothed relative risks according to year and neighborhoods; Campo Grande, Brazil, 2001-2018. Legend categories coded with the
light red tones represent neighborhoods where the risk is less than the city average (SRR < 1), and the dark red tones corresponding to those neighborhoods where the
risk is higher than the city average (SRR > 1). Data sources: shapefile from the Municipal Department of Environment and Urban Development of Campo Grande
(PLANURB); Brazilian Notification Disease Information System (SINAN). Geographic Coordinate Systems WGS-84. SRR, smoothed relative risk.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.9004

risk of VL in males [54, 55]. Other studies conducted in urban areas in Brazil have described
the higher incidence of the disease in children under 5 years of age, suggesting that this is pos-
sibly related to increased susceptibility to L. infantum infection when long-term immunity is
developing [56, 57]. Similar reasoning can be applied for older people, whose other chronic
degenerative morbidities and immunosenescence [58] may increase susceptibility to infection.
During the 18-years of VL occurrence in Campo Grande, it was possible to observe varia-
tions in the incidence of the disease in two periods, 2008-2009 and 2013-2016. These reduc-
tions in incidence rates probably do not have a straightforward explanation, especially due to
the complexity of Leishmania parasite transmission dynamics [59]. Several factors and hypoth-
eses can be considered, including the cyclical nature of the disease, aspects of its pathogenesis
such as undetermined incubation period and asymptomatic and subclinical forms [60, 61],
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Fig 5. Spatial distribution of cumulative smoothed relative risks according to neighborhoods in Campo Grande, Brazil, 2001-2018. Legend categories
coded with the light red tones represent neighborhoods where the risk is less than the city average (SRR < 1), and the dark red tones correspond to those
neighborhoods where the risk is higher than the city average (SRR > 1). Data sources: shapefile from the Municipal Department of Environment and Urban
Development of Campo Grande (PLANURB); Brazilian Notification Disease Information System (SINAN). Geographic Coordinate Systems WGS-84. SRR,
smoothed relative risk.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.9005

and the discontinuity of control measures recommended by Brazil’s Ministry of Health [16]
such as the euthanasia of seropositive dogs, the monitoring of vectors, and the sprinkling of
residual action insecticides. From 2007 to 2009, dogs were fitted with a 4% deltamethrin-
impregnated collar on a large scale [15]. Data reported by Brazuna [15] showed a reduction in
the incidence of canine VL during the two years of this intervention. Although there are no
data on the effect of canine VL on the incidence of the disease in humans, our results (Fig 2)
showed that the period of high collar coverage in dogs (2008-2009) coincided with a reduction
of human cases.
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Fig 6. Scatter plots and matrix correlations of the study variables assessed. *** indicates p-value < 0.001; ** indicates p-value < 0.05; *
indicates p-value = 0.10; SRR, smoothed relative risk of visceral leishmaniasis; PPH, permanent private households; RPH, residents private
household; AR, average number of residents in permanent private housing units; IMM, income value of median monthly nominal income of
persons 10 years of age and over; TH, toilet at home; HWS, household water supply; RGC, regular garbage collection; EI, education index; IPI,
income and poverty index; ESI, environmental sanitation index, HLC, housing and living conditions index; UQLI, urban quality of life index;
SEI, social exclusion index; PPR, poverty of the persons responsible for permanent private housing units; IIQ, income inequality; LR, literacy
rate; YEPR, years of education of persons responsible for permanent private housing units.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.9006

The rapid VL spatio-temporal dispersion and its association with UQLI, which is calculated
from socioeconomic and environmental data, are pronounced. The first evidence of the spread
and urbanization of VL in Brazil was described by Deane [62] in 1956, in Sobral, in the state of
Ceard, Northeast Brazil. Almost 30 years later, the first major urban VL epidemic in Brazil was
reported in Teresina, capital of the state of Piaui, also located in the Northeast region [8].
Antonialli et al. [63] suggested that the expansion of VL in the state of Mato Grosso do Sul
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Table 4. Parametric coefficients of the GAM regression model with a negative bi ial resp for the ber of VL reports.
Estimate Std. Error z value Pr(>|t])
Intercept -7.9251 0.1827 -43.383 <0.001
UQLI -2.0471 0.3076 -6.656 <0.001

Abbreviations: GAM, generalized additive model; VL, visceral leishmaniasis; UQLI, urban quality of life index.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.t004

occurred from the city of Corumba and coincided in time and space with three major works
that would have caused anthropogenic environmental changes, especially the Brazil-Bolivia
gas pipeline.

In Campo Grande, our data showed that the disease is associated with covariables related to
socioeconomic status. The influence of socioeconomic factors on VL has been widely reported
in the scientific literature [11, 64, 65]. The link between poverty and health problems is com-
plex and profound; various conditions are associated with poverty, such as malnutrition, poor
housing conditions, difficulties in accessing health services, and a lack of education [65].

The burden of leishmaniasis falls disproportionately on the poorest segments of the global
population. In endemic areas, there is an increased risk of infection due to poor housing con-
ditions and environmental sanitation and also due to migratory movements motivated by

Fig 7. Model predicted errors for 2018. (A) Distribution of the prediction error by the adjusted model of the VL cases in Campo Grande for 2018.
(B) Histogram of prediction errors. (C) Boxplot of prediction errors. VL, visceral leishmaniasis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218.g007
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different causes [64, 66] that favor exposure and contact of non-immune individuals with
infected vectors. However, within poor communities, low income may not be a major determi-
nant of risk [64]. In our study, income, education, and housing were inversely associated with
VL. The final model with the best fit to the data to explain the occurrence of the disease in the
period evaluated in Campo Grande was composed only by UQLIL. However, this single pre-
dicted variable jointly reflects income, education, housing conditions, and environmental
sanitation.

During a major urban VL epidemic in Teresina, Piaui, from 1993 to 1996, the cases were
clustered on the outskirts of the city in areas bordering forest and green pastures, in regions
with no sewage system [20, 67]. Analyses of this epidemic by multilevel modeling showed that
the incidence of the disease was associated with low socioeconomic status, the presence of
dense vegetation, and a high prevalence of canine infection [67]. Other studies conducted in
Teresina during 1991-2000 [68] and 2001-2006 [69] also reported the spatial correlation of
VL incidence rates with socioeconomic, demographic, and risk indicators as well as environ-
mental sanitation such as the presence of running water, suggesting that the occurrence of the
disease is associated with poor living conditions.

Our results did not demonstrate the isolated association of VL with indicators of basic and
environmental sanitation, such as garbage collection, sanitary sewage, and running water.
According to data from the Municipality of Campo Grande in 2012, the public water supply
system served 99.5% of the population, and the city’s sewage system with collection and treat-
ment was available to 64.73% of households [29]. However, there are areas in the city with defi-
ciencies in sanitary infrastructure with poor housing conditions. Some of these conditions,
such as peridomicile rich in organic matter from fruit trees and household waste, are favorable
for the proliferation of vector insects [70, 71].

The absence of a cause-and-effect relationship between demographic density and disease
presence suggests the influence of other elements on the maintenance of endemicity in a given
area [72]. The present study did not consider the biotic and abiotic environmental factors that
are known to be associated with the risk of L. infantum infection. These factors directly affect
the presence, behavior, and distribution of wild parasite vectors and reservoirs and may pro-
vide contact with these peridomiciliary areas. Similar to other urban centers, dogs are the
main reservoir of L. infantum in Campo Grande, where serological positivity reached 25% of
the total samples analyzed between 2002 and 2006 [52].

Negative binomial Bayesian geostatistical models used to analyze the incidence of leishman-
iases in Brazil, which considered climate, environmental, and socioeconomic variables as pre-
dictors, demonstrated that rainfall and socioeconomic variables were risk factors for
cutaneous and visceral leishmaniases [19]. In Bihar, India, rainfall, illiteracy rate [73, 74], hous-
ing type, number of informal workers [71], land use and cover, vegetation conditions, surface
humidity, indoor climate, and size of the unemployed population [72] were factors associated
with disease occurrence. However, it must be noted that in India, the vector and Leishmania
are of different species. In this South Asian nation, humans are the reservoir of L. donovani
responsible for anthroponotic VL transmission, which may present a different scenario for VL
dispersion from that in Latin America [50].

The rapid and sometimes disorganized Brazilian territorial expansion and urbanization of
the disease bring to discussion the control and management strategies advocated by the com-
petent agencies, especially in urban centers where problems of malnutrition, education, hous-
ing, and basic sanitation are present [11]. The elimination of VL in Latin America does not
seem to be a realistic goal at this time, given the lack of political commitment, gaps in scientific
knowledge, and the weakness of management processes and surveillance systems [13, 14].
Thus, the need for studies with improved methodological quality in new regions is evident,

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0240218  October 2, 2020 14/20



PLOS ONE

115

Spatio-temporal modeling of visceral leishmaniasis in Midwest Brazil

prioritizing investigation into the identified patterns and their causes as well as the variables
for which knowledge is scarce [75].

This study identified the need to investigate and analyze the association between VL and
other predicted variables through more complex and robust models and, perhaps, the incorpo-
ration of other climate and environmental variables capable of highlighting the effect of other
factors on the spatio-temporal dynamics of the disease. Despite the flexibility of our model
that provided a better assumption of the nature of relationships between the UQLI and VL
cases, this limitation has to be pointed out.

Even though it is not possible to establish causal inferences from ecological studies, they
allow the analysis of certain questions due to the evaluation of the association of a certain dis-
ease and variables of interest that are defined in aggregates of individuals [76, 77]. Studies have
helped us to understand some factors related to the dynamics of VL dissemination in Brazilian
cities, a phenomenon that was poorly understood until the early 1990s [19, 20, 49, 78, 79].

Spatio-temporal models are useful for studying the interrelationships between health, envi-
ronmental, and socioeconomic factors, as well as the temporal and spatial distribution of vari-
ous diseases. These studies have provided important information for health surveillance, such
as monitoring and mapping of public health impact risk factors, as well as allowing a better
description, understanding, and prediction of risk areas for different diseases [67, 80-82]. Par-
ticularly, GAM models showed better fit and good prediction accuracy when compared to gen-
eralized linear models, which supports the use of this technique in the field of epidemiology
where a causal link needs to be assessed [25]. The practical use of this method has been demon-
strated through a real data analysis [18, 25].

In conclusion, our manuscript showed that VL has a higher incidence in men and people of
extreme ages. About two years after the first autochthonous reported VL case, the disease had
already been reported in almost every neighborhood of Campo Grande. The spatio-temporal
model presented a good fit to the study data and showed the relationship of the disease as an
indicator of urban quality of life, which is related to income, education, housing, and environ-
mental sanitation. These variables were not included individually in the final model, which
reinforces the need for a composite index that summarizes the main dimensions of the socio-
economic context for research purposes, considering that countless factors of different scales
and dimensions may have interplay with each other [83]. Finally, our results demonstrate the
need for investments in integrated control measures that aim beyond the public health mea-
sures and policy already recommended by the Ministry of Health of Brazil for VL [16], such as
improvements in housing conditions, environmental sanitation, and access to health services,
to reduce health disparities observed in this scenario.
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6. DISCUSSAO

O histoérico de casos de leishmanioses no estado de Mato Grosso do Sul inclui o
primeiro caso autdctone humano de LV das Américas (MIGONE, 1913). Restrita a regido
pantaneira, com alguns casos esporadicos em outros municipios, a doenga passou a se
distribuir pelo estado em meados de 1993, coincidindo com periodos de grande
perturbagdo no ambiente, principalmente pela constru¢do do gasoduto Bolivia-Brasil
(ANTONIALLI et al., 2007). Mudangas bruscas no ambiente afetam os agentes
etiologicos, seus reservatorios e vetores, criando um cendrio ideal para emergéncia de
doengas infecciosas, inclusive permitindo cendrios de pandemias (PLATTO et al., 2021).
A érea urbana de Campo Grande passou por alteragdes drdsticas na sua paisagem
(PLANURB, 2019) em resposta ao aumento populacional de quase 130.000 habitantes
entre 2004 e 2016 (IBGE, 2019). Esse incremento na populacdo foi acompanhado pela
abertura de novos loteamentos, principalmente nas periferias da area urbana e préximos

a remanescentes de vegetacao.

Esse estudo buscou identificar a distribuicdo espaco-temporal de flebotomineos e
da LV na cidade de Campo Grande, MS, vinte anos apds o primeiro estudo para
identificacdo desses dipteros na éarea e dezoito anos apds as primeiras notificacdes de
casos de LV no municipio (FURLAN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2003). Juntamente
com as 28 espécies de flebotomineos encontradas no primeiro estudo sistematico
realizado em Campo Grande, Lu. longipalpis ainda era pouco expressivo (OLIVEIRA et
al., 2000; 2003) e muito embora ndo houvesse casos humanos de LV no municipio no
inicio da década de 2000, j& havia relato da presenca de L. infantum em caes (SILVA et
al., 2000). Conforme j& observado em outras areas urbanas, a notificagdo de casos caninos
foi precedida pelos casos humanos (LAINSON; RANGEL, 2005; MATA-ELKHOURY
et al., 2008) que passaram a ser notificados em 2001, seguido de expansdo nos anos

seguintes ¢ mudando rapidamente o status da doenca de area epidémica para area

endémica (FURLAN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2020).

Das 28 espécies de flebotomineos relatadas em Campo Grande (OLIVEIRA et al.,
2003) apenas quatro foram identificadas na area urbana no presente estudo, mesmo com
esfor¢o de 9024 horas de coleta, observando reducao na diversidade dessa subfamilia ao
longo do tempo. A redugdo da biodiversidade em uma regido pode facilitar ou bloquear

a transmissdo de doencas vetoriais, a depender do elo epidemioldgico envolvido
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(KEESING et al., 2010). O observado em Campo Grande foi a domiciliagdo do vetor
(OLIVEIRA et al., 2006) e a rapida distribuicao da doenga pela area urbana (OLIVEIRA
et al., 2020). O principal vetor Lu. longipalpis foi a espécie mais abundante e representou
99,43% do total de flebotomineos capturados nas coletas realizadas entre 2017 e 2019.
Em 1999, a espécie representava apenas 5,7% do total de flebotomineos coletados
(OLIVEIRA et al., 2003), apresentando explosdo populacional nos anos seguintes, que
representou 90,3% dos espécimes capturados de 2003 a 2005 (OLIVEIRA et al., 2012a).

No nosso estudo, a fauna da area urbana foi avaliada através de capturas realizadas
em dezesseis bairros, buscando reconhecer o padrdo de ocorréncia e distribuicdo dos
flebotomineos na cidade como um todo, diferentemente do adotado nos estudos anteriores
(OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2012a). Embora a metodologia utilizada
apresente limitagcdes pela competicdo da luz no ambiente urbano (OLIVEIRA et al.,
2012a), ressaltamos seu uso frequente nos estudos com flebotomineos por causar pouco
incomodo nas residéncias em que sdo instaladas, bem como facilidade no transporte e

baixo custo (CASARIL et al., 2014).

Salientamos que, ainda de acordo com a metodologia adotada neste estudo, ¢
importante destacar algumas limitagdes. A primeira refere-se ao numero de armadilhas
instaladas em cada ponto de captura e a segunda foi a periodicidade em que as armadilhas
foram instaladas. Nos estudos anteriores conduzidos por Oliveira et al. (2003; 2012a),
foram utilizadas trés armadilhas em cada local — solo, copa e margem, enquanto no
presente estudo foi instalada apenas uma armadilha luminosa por ponto de captura. Além
disso, as coletas conduzidas em anos anteriores foram semanais e as capturas realizadas
em nosso estudo foram quinzenais. Ressaltamos que a opgdo por coletas a cada quinze
dias se deu por conta da logistica para amostrar 16 bairros distintos em uma cidade de
cerca de 359 km? (PLANURB, 2019). Muito embora o esfor¢o amostral tenha sido
reduzido com relagdo aos outros estudos na area, enfatizamos que as capturas foram
realizadas durante 24 meses, incluindo regides em que estudos prévios haviam sido

conduzidos.

Em nossas coletas a maior abundancia de flebotomineos foi encontrada em uma
residéncia que havia criagdo de galinaceos, bovinos e cdes no peridomicilio, como ja
observado em outros estudos (BERROZPE et al., 2017; 2018; COSTA et al., 2013). No

entanto, em outro local de coleta ndo houve captura de flebotomineos, mesmo com
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ambiente propicio para seu desenvolvimento. Esse evento pode ser explicado pelo fato
da residéncia se localizar muito préximo a uma rodovia federal (BR-163), o que poderia
impactar no desenvolvimento desses dipteros, quer seja pela poluicdo da queima de

combustiveis, ou pelo forte vento causado pelos veiculos que por ali trafegam.

Como esperado, os fatores climaticos apresentaram efeitos sobre as populacdes
de flebotomineos (CHEGHABALAKI et al., 2019; SALOMON, 2021). Nossos
resultados evidenciaram que a umidade e a velocidade do vento foram importantes
variaveis e condicionaram a abundancia dos flebotomineos nas armadilhas. Resultados
semelhantes foram observados em Campo Grande, MS (OLIVEIRA et al., 2013) e em
Natal, RN (XIMENES et al., 2006), em que quanto maior foi a velocidade do vento,
menor o numero de espécimes capturados. Ventos fortes podem limitar o voo desses
insetos entre o abrigo e armadilha, além de impactar nos fendmenos de copula realizados
pelos machos para atracdo das fémeas, diminuindo a abundancia de espécimes no local

(SALOMON, 2021).

Com relacdo as modificacdes do ambiente, o calculo do NDVI evidenciou o
aumento de areas urbanizadas no municipio de Campo Grande nos ultimos vinte anos,
incluindo os bairros em que foram realizadas capturas em anos anteriores (OLIVEIRA et
al., 2003; 2012a). Os impactos observados na estrutura da comunidade de flebotomineos
diante da radpida alteragdo do ambiente urbano do municipio foram a diminui¢cdo na
diversidade de espécies (REBELO etal., 2019; REID et al., 2005) e o estabelecimento de
Lu. longipalpis na drea (LAINSON; RANGEL, 2005; RANGEL; VILELA, 2008). Esses
resultados corroboram com o encontrado por Berrozpe et al., (2017) na Argentina,
observando que locais com pouca vegetacdo (baixo NDVI) cursava com a redugdo na
riqueza de espécies e estabelecimento do vetor, provavelmente pela menor competi¢ao
interespecifica com outros flebotomineos. Se de fato na natureza quem se estabelece ¢ o
organismo cujo melhor se adapta as mudancas, podemos observar tal fato para Lu.

longipalpis em Campo Grande.

Nossos resultados também evidenciaram que a reducdo na diversidade das
espécies nao esteve relacionada apenas com a diminuicdo de areas verdes. Isso significa
que mesmo que uma area florestal de um centro urbano nio seja alterada, a urbanizacao
no seu entorno pode pressionar e modificar a biodiversidade do local. A exemplo, o bairro

Z¢ Pereira apresenta um fragmento de vegetagdo onde foram conduzidas coletas nos trés
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periodos de estudo. Neste local foram identificadas a presenca de 21 espécies de
flebotomineos vinte anos atras (OLIVEIRA et al., 2003) e em nosso estudo apenas trés
foram capturadas. Frisa-se que a vegetac¢do do fragmento, que atualmente ¢ uma area de
preservacdo, nao foi alterada, no entanto a pressdo causada pela poluicdo do ambiente
através do aumento da circulacdo de veiculos e dos residuos sélidos jogados na area

podem ter representado um fator limitante na sobrevivéncia das demais espécies no local.

Ainda de acordo com os resultados obtidos através de sensoriamento remoto, a
regido do bairro Vivendas do Parque apresentou aumento da area urbanizada nos ultimos
20 anos. Neste bairro foi capturado apenas Lu. longipalpis, mesmo a residéncia sendo
cercada por areas com remanescentes de cerrado, onde se esperaria outras espécies
silvestres. O historico de ocupagdo do bairro € recente e a populagdo local tem o hébito
de criar animais como galinhas, patos e cabras no peridomicilio, que conforme observado
em outros estudos esta associado com a presenga e abundancia do vetor (BERROZPE et

al., 2017; 2019).

E importante destacar que o bairro Vivendas do Parque fica proximo ao bairro
Noroeste, que de acordo com o nosso modelo aditivo generalizado apresenta alto risco de
infecc¢do por L. infantum (OLIVEIRA et al., 2020). Neste estudo, observamos que o risco
relativo suavizado para a doenga foi ligado ao baixo status econdmico da populagdo.
Assim, frisa-se que para o controle das leishmanioses, além do controle dos vetores, dos
reservatorios e tratamento adequado dos doentes, deve-se investir em politicas publicas
que proporcione a reducdo da pobreza e devolva a dignidade a populagdo dessas
comunidades, ja que bairros com piores condi¢gdes socioecondmicas estdo mais expostos

ao risco da doenca (LUZ et al., 2021).

Segundo a Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS, 2020), o Brasil
apresentou reducdo de 27% de casos de LV nos ultimos anos. E importante salientar que
do inicio da década de 2000 até meados de 2014, houve empenho por parte dos
governantes na criagdo de diversos programas sociais com vistas a redug¢do da pobreza
(PENA etal., 2015) e do acesso a escolaridade pela populacdo brasileira. Tais programas,
aliados a medidas sanitarias podem ter auxiliado na reducdo de casos de LV no pais.
Diminuir ou deixar de investir em programas sociais que retirem a populacdo da extrema

pobreza pode contribuir ainda para o aumento de outras doencas de cunho social,
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causando, além do sofrimento da populacdo, um aumento nas despesas com saude

publica, ja que os tratamentos dessas enfermidades tém alto custo para o Estado.

Assim, reforcamos que além de programas sociais para auxiliar na reducdo da
pobreza e melhorar a qualidade de vida da populagdo, devem ser mantidas as vigilancias
entomoldgica e epidemioldgica na cidade de Campo Grande. Embora o controle de
vetores de Leishmania sp. seja por vezes inviavel (SALOMON et al., 2015), é necessario
que todos os esforcos se concentrem na redugdo da populagdo desses dipteros, evitando

0 aumento da incidéncia da LV na cidade.
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7. CONCLUSOES

Foram coletadas quatro espécies de flebotomineos na area urbana de Campo
Grande: Bichromomyia flaviscutellata, Evandromyia lenti, Lutzomyia longipalpis e
Nyssomyia whitmani;

Houve intensa redu¢do na diversidade de espécies no ambiente urbano de Campo
Grande nos ultimos 20 anos (1999-2019);

A espécie Lu. longipalpis foi a mais abundante e representou 99,43% dos
espécimes coletados. Pode-se observar a plasticidade dessa espécie frente as condigdes
climaticas, sendo capturada em todos os meses do estudo (24 meses);

Os machos de Lu. longipalpis foram mais frequentes que as fémeas;

Os fatores abidticos que mais influenciaram na distribui¢@o sazonal da espécie Lu.
longipalpis foram a umidade e a velocidade do vento;

O bairro Moreninhas localizado na por¢ao sul da area urbana apresentou a maior
abundancia de espécimes capturados, enquanto no bairro Montevidéu ndo houve captura
de flebotomineos, merecendo aten¢do para entender a relagdo destes insetos com o
ambiente local;

As espécies Ny. whitmani e Bi. flaviscutellata continuam presentes na drea urbana,
sendo necessario monitoramento constante, ja que sdo espécies envolvidas na
epidemiologia da leishmaniose tegumentar em outras localidades;

A LV apresentou maior incidéncia em homens e os extremos das idades,
acometendo principalmente de 0 a 5 anos e adultos acima dos 40 anos;

A disseminagdo da LV na &rea urbana ocorreu de forma répida, com casos
notificados em quase todos os bairros cerca de dois anos apds o primeiro caso autoctone
de LV do municipio;

O modelo espago-temporal apresentou um bom ajuste aos dados do estudo e
mostrou a relagdo da doenga como indicador de qualidade de vida urbana, que esta
relacionada a renda, educagao, habitagdao e saneamento ambiental;

Nossos resultados demonstram a necessidade de investimentos em medidas de
controle integrado que vao além das medidas e politicas de satide publica ja preconizadas
pelo Ministério da Saude do Brasil para a LV, como melhorias nas condigdes de
habita¢do, saneamento ambiental e acesso aos servicos de saude, bem como
monitoramento e vigilancia epidemioldgica e entomologica constante.
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