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Resumo

Trypanosoma cruzi apresenta populacdo heterogénea com sete linhagens
reconhecidas denominadas de Discrete Typing Units (DTU’s). O conhecimento dessas
DTUs pode contribuir para melhor compreensao da epidemiologia da doenca de
Chagas e os possiveis fatores de risco de infeccdo ao homem. O objetivo deste estudo
foi realizar levantamento entomologico de triatomineos e caracterizar molecularmente
as linhagens de T. cruzi que estdo presentes nos vetores, em municipios do agreste
de Pernambuco, Brasil. A partir de dados do Programa Nacional de Controle da
Doenca de Chagas (PNCDch) foi realizado um estudo retrospectivo (2008-2017) para
avaliar a ocorréncia e distribuicdo de triatomineos em 21 municipios. Além disso,
durante o periodo de julho de 2018 a junho de 2019, triatomineos foram coletados no
intradomicilio e peridomicilio e identificados, para posterior extracdo de DNA. A
pesquisa de T. cruzi foi realizada por meio de exames parasitologicos e moleculares.
Para a pesquisa de DNA de Trypanossoma spp. foi realizada PCR, os produtos
amplificados foram purificados e sequenciados. A genotipagem de T. cruzi foi
realizada por Multiplex PCR. Para avaliar a distribuicdo espaco-temporal de
triatomineos infectados por tripanosomatideos foram usados dados do PNCDch
(2008-2018), incluindo o namero total de triatomineos capturados nas areas intra e
peridomiciliares, bem como a taxa de infec¢do (TI) por tripanosomatideos. O método
G/ por Getis—Ord foi usado para identificar agrupamentos de concentracdo
estatisticamente significativos e a Tl. O modelo de regressao linear generalizado com
distribuicdo binomial foi usado para avaliar a probabilidade de detectar a taxa de
infeccdo por tripanosomatideos. Através do estudo retrospectivo, um total de 4694
triatomineos foram coletados, sendo 94,5% no intradomicilio e 5,5% no peridomicilio.
As espécies mais frequentes foram Panstrongylus lutzi (30,36%), Triatoma brasiliensis
(26,12%), Triatoma pseudomaculata (22,43%) e Panstrongylus megistus (20,54%).
Um total de 117 triatomineos foram coletados, sendo 93,16% e 6,84% em ambientes
intradomiciliar e peridomiciliar, respectivamente. As espécies capturadas foram P. lutzi
(37,60%), T. pseudomaculata (26,50%), T. brasiliensis (23,08%) e P. megistus
(12,82%). A taxa de infeccdo por T. cruzi foi de 5,49% e 12,09% em exames
parasitoldgicos e moleculares, respectivamente. A anélise molecular detectou 70,59%
de gendtipo Tcl, em todas as espécies de triatomineos identificadas e 29,41% de

Tclll/TclV em P. megistus e P. lutzi. A analise da distribuicdo espaco-temporal de



triatomineos infectados por tripanosomatideos foi realizada com 4.800 triatomineos.
Formas flagelares semelhantes a T. cruzi foram detectadas em 10,29% deles, e a
maioria das amostras positivas (98,17%) foram coletadas no intradomicilio. As
andlises geoespaciais identificaram aglomerados de triatomineos em ambientes
intradomiciliares e peridomiciliares. A regressao logistica para as espécies (P. lutzi, P.
megistus, T. brasiliensis e T. pseudomaculata) demonstrou que a probabilidade de
deteccdo da infeccdo por T. cruzi permanece constante em até 50 espécimes
examinados ou mais. A presenca de triatomineos infectados em areas de intra e
peridomicilio alerta para a implementacéo de a¢fes de vigilancia, como educa¢do em
saude nas areas de maior vulnerabilidade de ocorréncia desses vetores. Além da
adocado de medidas de controle entomoldgico sistematico para reduzir os riscos de

infestacdo e, consequentemente, da doenca de Chagas.

Palavras-chaves: Vetores, doenca de Chagas, DTUs, tripanosomatideos.



Abstract

Trypanosoma cruzi presents a heterogeneous population with seven lineages
recognized, called Discrete Typing Units (DTU's). The knowledge of DTUs can
contribute to a better understanding of the epidemiology of Chagas disease and the
possible risk factors for infection to man. The study aimed to carry out an entomological
survey of triatomines and molecularly characterize the lineages of T. cruzi present in
vectors, in municipalities in the rural region of Pernambuco, Brazil. Based on data from
the Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas (PNCDCh), a retrospective
study (2008-2017) was conducted to assess the occurrence and distribution of
triatomines in 21 municipalities. In addition, during the period from July 2018 to June
2019, triatomines were collected in intradomicile and peridomicile area and identified
for subsequent DNA extraction. The search for T. cruzi was carried out through
parasitological and molecular exams. For the DNA research of Trypanosoma spp. PCR
was performed, and the amplified products were purified and sequenced. T. cruzi
genotyping was performed by Multiplex PCR. To evaluate the spatiotemporal
distribution of triatomines infected by trypanosomatid parasites, data from the PNCDch
(2008-2018) were used, the total number of triatomines captured from intradomicile
and peridomicile areas, as well as the infection rate (IR) by trypanosomatid. The
G;/method by Getis—Ord method was used to statistically identify significant
concentration clusters and the IR of triatomines by trypanosomatids. A generalized
linear regression model with binomial distribution was used to evaluate the probability
of finding an IR by trypanosomatids. A total of 4694 triatomines were collected, 94.5%
and 5.5% from the intradomiciliary and peridomiciliary environments. The most
frequent species were Panstrongylus lutzi (30.36%), Triatoma brasiliensis (26.12%),
Triatoma pseudomaculata (22.43%) and Panstrongylus megistus (20.54%). A total of
117 triatomines were collected, 93.16% and 6.84% from the intradomiciliary and
peridomiciliary environments, respectively. The captured species were P. lutzi
(37.60%), T. pseudomaculata (26.50%), T. brasiliensis (23.08%), and P. megistus
(12.82%). In parasitological and molecular tests, the T. cruzi infection rate was 5.49%
and 12.09%. The molecular analysis detected 70.59% of the Tcl genotype in all
triatomine species identified and 29.41% of the Tclll/TclV in P. megistus and P. lutzi.
The analysis of the spatiotemporal distribution of triatomines infected by

trypanosomatids was performed with 4,800 triatomines. The flagellar forms similar to



T. cruzi were detected in 10.29% of them, the majority of positive specimens (98.17%)
were collected at intradomicile. The geospatial analyses identified triatomines clusters
in intradomicile and peridomicile environments. The logistic regression for species (P.
lutzi, P. megistus, T. Brasiliensis, and T. pseudomaculata) showed that the probability
of detection of T. cruzi infection remains constant in up to 50 specimens examined or
more. The presence of infected triatomines in intra and peridomicile areas calls for
implementing surveillance actions, such as health education in areas where these
vectors are most vulnerable. In addition, the adoption of systematic entomological
control measures reduces the risks of infestation and, consequently, of Chagas

disease

Keywords: Vectors, Chagas disease, DTUs, trypanosomatids.
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1. Introducdao

Triatomineos (Hemiptera; Reduviidae) sédo insetos hematofagos, em todos os
seus estagios de desenvolvimento, com grande importancia para a saude publica, pois
sdo vetores de Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas (DC)
(GALVAO et al. 2014).

No Brasil, os triatomineos possuem ampla distribuicdo geografica, com maior
diversidade de espécies registrada na regido Nordeste, seguido das regiées Centro-
Oeste, Norte, Sudeste e Sul (JURBERG et al.,, 2017). Geralmente, esses insetos
ocupam ambientes silvestres (COMINETT et al., 2014), mas podem também ocupar
areas rurais adjacentes e centros urbanos (BARROS et al., 2021; PEREIRA et al.,
2021). Acdes antrOpicas nos ambientes silvestres provocam o deslocamento e
adaptacdo dos hemipteros aos ambientes artificiais préoximos aos humanos
(JUNQUEIRA et al., 2011; GALVAO et al., 2014), aumentando o risco de contato e
consequentemente, da transmissao por T. cruzi.

O protozoario Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida; Trypanosomatidae) é
representado por uma populacdo heterogénea (ZINGALES et al., 2012) e devido
diferencas entre caracteristicas genéticas, eco-epidemioldgicas e patogenicidade sédo
reconhecidas sete linhagens, denominadas de DTU’s (Discrete Typing Units): Tcl,
Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e TcBat (ZINGALES et al., 2012). No Brasil, todas as DTUs
foram relatadas (BRENIERE; WALECKX; BARNABE, 2016) a partir de amostras de
mamiferos silvestres, domésticos e vetores nos diferentes biomas (JANSEN et al.,
2018). Porém, a diversidade genética de T. cruzi ainda é subestimada (JANSEN et al.,
2020), apesar da caracterizacado dessas linhagens ser fundamental para a melhor
compreensao da interacdo parasito-hospedeiro (RIBEIRO et al.,, 2018) e da eco-
epidemiologia da DC (BRENIERE; WALECKX; BARNABE, 2016).

Considerada um grave problema de saude publica, a DC é endémica em 21
paises da América, com cerca de 14.000 mortes anuais no mundo (WHO, 2022). No
Brasil, no periodo de 2010 a 2020 foram registrados 49.574 ¢ébitos, destes, 11.210
ocorreram na regido Nordeste, sendo 1.299 no estado de Pernambuco (BRASIL,
2022a). No pais predominam os casos crénicos decorrentes de infec¢des vetoriais em
décadas passadas (BRASIL, 2015), sendo assim, a vigilancia entomoldgica deve ser
implantada em todo o pais, seja com a participacdo da populagédo na notificacdo de

triatomineos, ou por vigilancia ativa (BRASIL, 2021).
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No Brasil, foram registrados dez géneros e 66 espécies de triatomineos,
distribuidas nos seus diferentes biomas (JURBERG et al., 2017). Hemipteros em
todos os biomas brasileiros ressalta que o pais apresenta condicdes ambientais
favoraveis a uma ou mais espécies, e consequentemente 0 risco para a transmissao
de T. cruzi ndo pode ser desprezado em nenhum bioma (GURGEL-GONCALVES et
al., 2012).

O estado de Pernambuco localiza-se em uma regido considerada de risco de
transmissao vetorial, concentrando acfes na vigilancia entomoldgica e controle
vetorial (PERNAMBUCO, 2013). H4 registros de triatomineos em mais de 90% dos
municipios pernambucanos (SILVA et al.,, 2012), principalmente no ambiente
domeéstico (SILVA et al., 2019) e com diferentes taxas de infec¢des por T. cruzi (SILVA
et al., 2012; SILVA et al., 2017).

Porém, apesar desses dados, ainda sdo incipientes estudos entomolégicos com
triatomineos e a frequéncia de infeccao por T. cruzi no estado de Pernambuco. Essas
informacbes sdo essenciais para identificar as areas de vulnerabilidade para a
presenca de triatomineos infectados, e, consequentemente de maior risco de DC.
Sendo assim, podem ser adotadas medidas preventivas baseadas no controle
entomologico, na educacdo em saude com a populagdo e contribuir para que as
geréncias de saude possam implementar medidas de controle nas areas de maior

vulnerabilidade com maior eficiéncia, visando reduzir a incidéncia da DC.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Triatomineos

2.1.1 Historico e Taxonomia

O primeiro relato sobre o aspecto e habitos de um triatomineo foi realizado pelo
padre Reginaldo de Lizarraga, no ano de 1590, durante uma viagem ao Peru e Chile.
Charles Darwin durante sua viagem pela América do Sul observou esses insetos na
Argentina, descrevendo que a hematofagia ndo causava dor e que em menos de 10
minutos de hematofagismo sua forma poderia mudar de plana para globular
(GALVAO; JURBERG, 2014; GALVAO, 2017).

Porém, a primeira descricdo formal de um triatomineo foi realizada por De
Geer, no ano de 1773, como Cimex rubrofasciatus (GALVAO; JURBERG, 2014) e 60
anos depois, Laporte (1833) o designou como espécie do género Triatoma passando
a ser chamado Triatoma rubrofasciata (GALVAO, 2017).

No Brasil, em 1907, a pedido do sanitarista Oswaldo Cruz, o médico brasileiro
Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas viajou ao estado de Minas Gerais para atuar no
controle de um surto de Malaria. Chagas recebeu a informacdo da existéncia de um
inseto hematdéfago conhecido como “barbeiro”, que no interior das habitagdes
humanas, realizava o hematofagismo, geralmente no rosto das pessoas, apdés o
apagar das luzes. No entanto, durante o dia o inseto permanecia escondido em locais
como frestas das paredes e cobertura das casas, sendo dificil sua captura (CHAGAS,
1909). Tratava-se de um hemiptero Conorhinus megistus, conhecido atualmente
como Panstrongylus megistus (Neiva, 1910) (JURBERG et al., 2005).

A classificacdo atual da subfamilia Triatominae baseia-se, principalmente, na
revisdo de Lent e Wygodzinsky (1979). Esta inserida no Reino Animalia, Filo
Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Hemiptera, Subordem Heteroptera e Familia
Reduviidae (JURBERG et al., 2017). Atualmente sdo reconhecidas 157 espécies (154
existentes e trés fosseis), e uma subespécies (COSTA et al., 2021) agrupadas em 18
géneros e cinco tribos (Quadro 1) (ALEVI et al., 2021).
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Quadro 1 - Tribos, géneros e numero de espécies que compdem a subfamilia

Triatominae. Fonte: Alevi et al., (2021).

Tribo Género Espécies
Alberproseniini Alberprosenia
Bolboderini Belminus
Bolbodera
Microtriatoma
Parabelminus

Cavernicolini Cavernicola

Rhodniini Psammolestes
Rhodnius

Triatomini Dipetalogaster
Eratyrus
Hermanlentia
Linshcosteus
Mepraia
Nesotriatoma
Panstrongylus
Paratriatoma
Triatoma

(0] = N
ENGWWORNREP SWIN NNEFEON

Paleotriatoma 1
Total 157

2.1.2 Morfologia
As caracteristicas morfolégicas externas associadas ao padrao cromatico das
espécies sdo fundamentais para a descrigéo taxondmica de triatomineos (GIRON et
al., 1997).
Os triatomineos possuem o corpo dividido em cabeca, torax e abdémen, como
os demais insetos (Figura 1). Através da muda ou ecdise, 0 exoesqueleto é trocado,
permitindo o seu crescimento (ARGOLO et al., 2008). Na Figura 1, sdo apresentadas

estruturas da morfologia externa de um triatomineo.
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cabeca

torax

abddémen

Figura 1 — Vista dorsal de um exemplar de Triatoma tibiamaculata, adulto. cl, clipeo; an, antena; ta,
tubérculo antenifero; ol, olho; cr, cério; cm, célula da membrana; me, membrana; la, lobo anterior do
pronoto; Ip, lobo posterior do pronoto; es, escutelo; cn, conexivo. Fonte: Arquivo pessoal, (2021).

Nos triatomineos adultos h&a a presenca de ocelos, genitalia e asas anteriores
e posteriores bem desenvolvidas. Esses insetos apresentam dimorfismo sexual, pois
as fémeas sdo maiores que os machos da mesma espécie, possuem conexivo
interrompido e o apice do abdémen é pontudo pela presenca do ovipositor. Nos
machos, o conexivo € continuo e o apice abdominal & arredondado (Figura 2)
(ARGOLO et al., 2008; GALVAO; JURBERG, 2014).

3 ~"/Conex1vo -

Macho Fémea

Figura 2 — Exemplares macho e fémea de Triatoma juazeirensis, detalhe para a por¢cdo dorso-apical
do abdébmen mostrando a diferenca entre as genitalias. Fotos: Rodrigo Méxas, I0C/Fiocruz. Fonte:
Argolo et al. (2008), adaptado.

Os triatomineos possuem a cabeca cilindrica ou subcilindrica, ovoide ou com
forma mais ou menos conica, curta ou alongada, variando conforme o taxon (GIRON
et al., 1997). O rostro é formado pelo labio dorsal ou labro e pelo labio propriamente
dito que forma a propodscide, tri-segmentada, curta e reta, que quando em repouso

nao ultrapassa o primeiro par de patas. Os olhos sdo compostos e constituidos por
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omatideos e posterior aos olhos situam-se os ocelos (GIRON et al., 1997). Pode-se
observar um par de antenas formadas por quatro articulos e inseridas no tubérculo
antenifero e com funcédo sensorial. A posicdo do tubérculo antenifero é de grande
importancia para a identificacdo dos trés principais géneros de triatomineos:
Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma. Espécies do género Panstrongylus possuem a
cabeca curta e larga, de formato hexagonal e o tubérculo antenifero insere-se préximo
da regido anterior dos olhos. No género Rhodnius, a cabeca € cilindrica e alongada e
o tubérculo antenifero proximo a extremidade anterior da cabecga, enquanto no género
Triatoma, a cabeca é cilindrica com tubérculo antenifero no meio da regido anteocular
(ARGOLO et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3 — Diferenciacdo dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma. A) Panstrongylus B)
Rhodnius C) Triatoma. A seta indica o tubérculo antenifero. Fonte: Arquivo pessoal, (2021).

O térax € dividido em trés segmentos: protérax (anterior), mesotorax
(mediano) e metatorax (posterior). A regido dorsal € chamada de noto, a lateral de
pleura e a ventral de esterno. O primeiro segmento toracico dorsal apresenta forma
trapezoidal e denomina-se pronoto. Este segmento é bem desenvolvido e dividido em
lobo anterior e posterior e em algumas espécies observam-se estruturas de
importancia taxonémica como estruturas em forma de espinhos com ponta
arredondada, denominadas de tubérculos distais e laterais (GIRON et al., 1997;
JUNQUEIRA et al., 2011). O segundo segmento, em sua maioria, € coberto pelo
pronoto e a Unica regiao visivel € denominada de escutelo, que tem formato triangular.
O terceiro segmento é pouco visivel e reduzido (JUNQUEIRA et al., 2011).

No mesonoto se inserem as asas anteriores conhecidas como hemélitros
(hemi=metade; elitro=asas) com regibes bem definidas: uma dura, resistente e
coriacea na metade anterior basal, denominada de coério e a outra menos resistente,
membranosa na porcado distal (GIRON et al., 1997). A coloracdo dessas asas pode
auxiliar na identificacdo de algumas espécies, enquanto o segundo par de asas €

membranoso e ndo tem importancia sistematica (JUNQUEIRA et al., 2011).
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Em cada segmento toracico estdo inseridos os apéndices locomotores, ou seja,
trés pares de patas, que podem apresentar anelacdes ou coloracdes que podem ser
Uteis na distincdo de espécies (JUNQUEIRA et al., 2011; GALVAO; JURBERG, 2014).

O abdémen é achatado dorso-ventralmente e constituido por 11 segmentos
dorsais ou urotergitos e 11 ventrais ou uroesternitos. O 10° e o 11° segmentos
constituem, respectivamente, o tubo anal e o anus (GONCALVES; COSTA, 2017).
Para a conexao das faces dorsal e ventral, apresenta lateralmente, o0 conexivo, com
manchas de importancia para diferenciacdo de espécies (GIRON et al., 1997;
JUNQUEIRA et al., 2011).

Quanto a morfologia, os ovos dos triatomineos, apresentam forma que pode
variar de cilindrica (ex.: Psammolestes arthuri) a aproximadamente esférica (ex.:
Pantrongylus rufotuberculatus (BARATA, 1998). O ovo pode apresentar
ornamentacgdes diversas, inicialmente, apresenta coloracdo branca leitosa e com o
desenvolvimento do embrido torna-se rosado até avermelhado indicando que o
embrido esta formado e o ovo proximo a eclodir (JUNQUEIRA et al., 2011) (Figura 4).
As fémeas do género Rhodnius p6em os ovos aderidos ao substrato e as fémeas dos
géneros Triatoma e Panstrongylus depositam o0s ovos livres, sem substancia
aderente. Estruturas presentes ou ausentes nos ovos como colo, chanfradura lateral

e colarinho podem ser Uteis na identificacdo de espécies (ROCHA; SANTOS, 2014).

Figura 4 — Ovos de triatomineos, a: ovo recém liberado, b: ovo embrionado, c: ovo eclodido e opérculo.
Fonte: Galvéo et al. (2014).

A partir da eclosdo da ninfa do ovo até a fase adulta, os triatomineos passam
por cinco estadios de ninfa, que podem se distinguir dos adultos por apresentarem
olhos menores, auséncia de ocelos, de asas e pela imaturidade sexual (GALVAO;

JURBERG, 2014). As ninfas inicialmente apresentam colora¢&o rosada e no periodo
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de uma hora, com o contato com o ar, a coloragdo torna-se marrom ou preta,
dependendo da espécie, o que também é observado a cada ecdise (JUNQUEIRA et
al., 2011).

2.1.3 Ciclo biolégico

Os triatomineos tém desenvolvimento hemimetabolo, apresentando uma fase
de ovo, cinco estadios de ninfa e a fase adulta (Figura 5). Entre 20 e 30 dias ap0s a
copula, a fémea inicia a postura (de uma a duas centenas de ovos). A eclosdo da ninfa
ocorre quando o opérculo do ovo se desprende permitindo a saida da ninfa. Para que
haja a mudanca entre os estadios ninfais é necessario pelo menos um repasto
sanguineo, ja que a distensdao abdominal junto com outros fatores proteicos
(hemoglobina) oriundos da alimentagdo sanguinea ativam células neurossecretoras.
Estas células desencadeiam mensagens para a producdo dos horménios de muda
(ecdisona) e do crescimento (hormdnio juvenil). O periodo de desenvolvimento é
variavel, de acordo com a espécie, podendo ocorrer em trés meses ou chegar a dois
anos. Vale ressaltar, que a complementacdo do ciclo bioldgico é dependente de
fatores abiodticos, como temperatura (27 a 30° C) e umidade relativa (60 a 85%).
Quando hé alteracdes nessas condi¢des, as ninfas podem morrer presas as exuvias,
por ndo conseguir realizar a muda ou pode ainda ocorrer alteragcdes morfolégicas
posterior a ecdise, diminuicdo da postura e da eclosdo dos ovos (ARGOLO, 2008;
JUNQUEIRA et al., 2011; GONCALVES; COSTA, 2017).

A hematofagia ocorre em todos os estadios imaturos e na fase adulta, tanto por
machos, quanto por fémeas. Porém, pode ocorrer canibalismo, principalmente das
ninfas mais jovens sobre as mais desenvolvidas (GONCALVES; COSTA, 2017),
coprofagia (fezes eliminadas por outros triatomineos) e alimentacao em hemolinfa de
outros insetos, como Dictyoptera (LOROSA et al., 2000; JUNQUEIRA et al., 2011).



21

Ninfa 5

Ninfa 1
\ /

(# L * o N%,z
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Ninfa 3

Figura 5 — Ciclo de vida de Triatoma brasiliensis. Fotos: Rodrigo Méxas, |IOC/Fiocruz. Fonte: Argolo
(2008), adaptado.

2.1.4 Distribuicéo geogréfica

A maioria das espécies de triatomineos ocorre apenas na regido neotropical e
algumas poucas sio relatadas nos Estados Unidos, centro-sul da Africa, sudeste da
Asia e norte da Australia (JURBERG et al., 2017).

Conforme dados revisados por Magalhdes e colaboradores (2022), nos
Estados Unidos foram registradas mais de dez espécies de triatomineos, com maior
diversidade nos estados do Texas, Novo México e Arizona. Espécies como Triatoma
sanguisuga e Triatoma gerstaeckeri foram relatadas no Texas e em outros estados do
sul dos EUA, ocasionalmente em domicilios, mas geralmente sem sinais de
colonizacdo. Na Venezuela, Colémbia e algumas areas da América Central Rhodnius
prolixus € o principal vetor e pode formar grandes col6nias no interior dos domicilios
humanos. Ainda, as espécies, Triatoma dimidiata e Rhodnius pallescens sao
envolvidas na ecoepidemiologia da DC em paises da América Central (MAGALHAES
et al., 2022).

No Brasil, foram registrados dez géneros e 66 espécies de triatomineos, sendo
a maioria na regido Nordeste (30), seguido das regides Centro-Oeste (29), Norte (28),
Sudeste (19) e Sul (18). Destas espécies, cerca de dez, dos géneros Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius tém maior importancia epidemiologica, destacando-se
Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus
megistus e Rhodnius robustus (JURBERG et al., 2017).
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T. infestans por muitos anos foi considerado o vetor mais importante, devido a
sua capacidade de domiciliacédo e adaptacdo a ambientes artificiais. Porém, devido as
acOes sistematicas de controle vetorial, em 2006, a Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) concedeu ao Brasil a Certificacdo de Interrupcdo da Transmissao
Vetorial da Doenca de Chagas por T. infestans, (FERREIRA e SILVA, 2006).
Atualmente, existe pequenos focos residuais deste vetor nos estados do Rio Grande
do Sul e Bahia (JURBERG et al., 2017; BRASIL, 2021). Uma colénia com mais de
400 espécimes desta espécie foi detectada em um galinheiro no estado da Bahia
(RIBEIRO-JUNIOR et al., 2019).

T. brasiliensis € considerado o principal vetor de T. cruzi no Nordeste brasileiro,
com registros nos estados de Pernambuco (SILVA et al., 2012), Piaui (COSTA et al.,
2018), Sergipe (MELO et al., 2018), Paraiba (LILIOSO et al.,2017), Bahia (RIBEIRO-
JUNIOR et al., 2019), Ceara (CANDIDO et al., 2019; ALENCAR et al., 2021) e Rio
Grande do Norte (BARBOSA-SILVA et al., 2019; LIMA-NEIVA et al., 2021,
HONORATO et al.,, 2021). Esta espécie apresentou altas taxas de disperséao,
infestacdo, colonizacéo e infeccédo por T. cruzi em uma area da caatinga nordestina
(BEZERRA et al., 2020).

T. pseudomaculata tem sua distribuicdo nas regioes Nordeste, Centro-Oeste e
no estado de Minas Gerais (JURBERG et al., 2017). No estado do Rio Grande do
Norte foi a segunda espécie mais frequente, com ninfas e adultos capturados no intra
e peridomicilio, sendo um indicativo de colonizacdo desses ambientes por esta
espécie (BARBOSA-SILVA et al., 2019). No estado da Bahia foi uma das espécies
mais frequentes demonstrando sua capacidade sinantropica.

P. megistus tem sua distribuicdo nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sul,
Sudeste e Norte nos estados do Para e Tocantins (JURBERG et al.,, 2017). Esta
espécie foi a mais frequente no Distrito Federal e junto com Triatoma sordida e
Rhodnius neglectus sdo as espécies mais importantes na manutencao do risco de
transmissao de T. cruzi a seres humanos no Brasil Central (MINUZZI-SOUZA et al.,
2017).

R. robustus tem sua distribuicdo nas regides Norte e nos estados do Maranhéo
e Mato Grosso (JURBERG et al.,, 2017). No estado do Para foi a espécie mais
frequente e com uma das maiores frequéncias de infeccdo por T. cruzi (84,7%)
(BARROS et al., 2021).
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No estado de Pernambuco ocorrem 12 espécies de triatomineos, dos géneros
Panstrongylus, Psammolestes, Triatoma e Rhodnius (JURBERG et al., 2017). Silva e
colaboradores (2012) relataram as espécies T. brasiliensis, T. pseudomaculata, P.
lutzi e P. megistus como as mais frequentes no estado (Figura 6). Essas espécies
apresentam indices variaveis de infec¢des por T. cruzi, demonstrando sua importancia
na epidemiologia da doenca de Chagas (PARENTE et al., 2017, CANDIDO et al.,
2019,).
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Figura 6 — Distribuicdo geografica e abundancia relativa de 10 espécies de triatomineos
registradas no estado de Pernambuco, Brasil, entre 2006 e 2007. Fonte: Silva et a., (2012).

No Quadro 2 estdo sumarizadas as 66 espécies de triatomineos registradas no
Brasil (JURBERG et al., 2017).



Quadro 2 — Espécies de triatomineos e sua distribuicdo geografica no Brasil. Fonte: Jurberg et al. (2017).
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ESPECIES

REGIOES E UNIDADES FEDERATIVAS BRASILEIRAS

NORTE

NORDESTE

CENTRO-OESTE

SUDESTE

SUL

AC

AP

AM | PA | RO

RR

TO

AL

BA

CE

PB

PE

Pl

MA

RN

SE

DF | GO |MS | MT

ES

MG |RJ | SP

PR

RS

SC

Alberprosenia malheroi

Belminus laportei

Cavernicola lenti

C. pilosa

Eratyrus mucronatus

Microtriatoma borbai

M. trinidadensis

Panstrongylus diasi

. geniculatus

. guentheri

. lenti

. lignarius

. lutzi

. megistus

. rufotuberculatus

V| 0| 0|0 |0|T|0|T

. tupynambai

Parabelminus carioca

P. yurupucu

Psammolestes coreodes

P. tertius

Rhodnius amazonicus

. brethesi

. domesticus

. marabaensis

. milesi

. montenegrensis

. hasutus

. heglectus

. paraenses

. pictipes

el il uPy)

. robustus
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Quadro 2— Espécies de triatomineos e sua distribuicdo geografica no Brasil. Fonte: Jurberg et al. (2017) (Continuagéo)

REGIOES E UNIDADES FEDERATIVAS BRASILEIRAS
ESPECIES NORTE | NORDESTE CENTRO-OESTE SUDESTE SUL
AC|AP|AM|PA|RO|/RR|TO|AL |BA|CE|PB|PE|PI|MA|RN|SE|DF|GO|MS|MT|ES|MG|RJ|SP|PR|RS|SC

T. tibiamaculata

T. vandae

T. vitticeps

T. williami

T. wygodzinskyi

AC — Acre; AP — Amapa; AM — Amazonas; PA — Par4; RO — Rondbnia; RR — Roraima; TO — Tocantins; AL — Alagoas; BA — Bahia; CE — Ceard; PB —
Paraiba; PE — Pernambuco; Pl — Piaui; MA — Maranhdo; RN — Rio Grande do Norte; SE — Sergipe; DF — Distrito Federal; GO — Goias; MS — Mato Grosso
do Sul; MT — Mato Grosso; RJ — Rio de Janeiro; SP — S&o0 Paulo; PR — Parana; RS — Rio Grande do Sul, SC — Santa Catarina.
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2.1.5 Habitat

Os triatomineos podem ser encontrados em diferentes ecétopos. As colbnias
podem estar associadas a ecotopos estaveis ou instaveis, conforme as caracteristicas
do esconderijo do vetor (DIOTAIUTI, 2017). Nos primeiros, ha a permanente presenca
de fontes alimentares e o microclima sofre menores variacdes em comparagdo ao
ambiente externo, resultando em colonias com densidades maiores. Pode-se citar
como exemplo, algumas espécies de palmeiras colonizadas, principalmente, por
Rhodnius spp.. Essas palmeiras sdo frequentadas por aves, roedores, morcegos,
marsupiais e anfibios que servem de fontes alimentares para os insetos. Nos ecotopos
instaveis, a disponibilidade de alimento é esporadica, ha variacdes de temperatura e
umidade similiar ao ambiente externo. Como exemplo, cascas de arvores secas, em
gue as fontes alimentares sdo mais restritas, apresentando coldénias com numero
reduzido de insetos (DIOTAIUTI, 2017).

Para os triatomineos, um abrigo adequado deve ser estreito, escuro, com
constante microclima, independente de oscilacfes externas e que contenha sinais
guimicos que possam atrair e manté-los agregados (LAZZARI, 2014).

Geralmente, os vetores ocupam ambientes silvestres (COMINETTI et al., 2014)
e podem habitar fendas de rochas, tocas de animais no solo, ninhos de aves,
palmeiras, ocos de arvores, cavernas e bromélias (ARGOLO, 2008; JURBERG et al.,
2017). No entanto, agbes antropicas no ambiente natural resultam na fuga da fauna
local, e consequentemente ocasiona o deslocamento dos triatomineos silvestres para
moradias humanas e o seu entorno peridomiciliar (JUNQUEIRA et al., 2011; GALVAO
et al., 2014). Mudancas no cenario epidemiolégico da DC na Amazénia brasileira foi
observado no comportamento de R. pictipes, que apesar de ser considerado silvestre
foi capturado em é&rea urbana, reforcando a necessidade de novas medidas de
vigilancia e controle (PEREIRA et al., 2021)

Espécies de triatomineos sao capazes de invadir ativamente areas residenciais
humanas atraidos por fontes de luz (CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2007) em
busca de abrigo ou de fontes alimentares (SILVA et al., 2017). Ainda pode ocorrer a
invasao passiva, como pelo transporte de madeira infestada do ambiente silvestre
acumulando-se no peridomicilio, servindo de abrigo associado com animais
sinantrépicos potenciais reservatorios de T. cruzi, como marsupiais e roedores
(FREITAS et al., 2004).
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A presenca de triatomineos é relatada em ambientes urbanos ( PARENTE et
al., 2017; RIBEIRO et al., 2016, PEREIRA et al., 2021) e rurais (FIDALGO et al., 2018;
SARQUIS et al., 2012, BARROS et al., 2021), tanto no intra como no peridomicilio. Na
area urbana de Diamantina, Minas Gerais, 87,9% dos triatomineos foram capturados
no intradomicilio e todas as residéncias eram feitas de tijolos, telhados com laje e/ou
telhas de ceramica ou amianto (DIAS et al.,, 2016a). Col6nias intradomiciliares
caracterizadas pela presenca de todos os instares de desenvolvimento do inseto,
incluindo ovos foram relatadas em abundancia sob colchdes e no interior de paredes
de barro rachadas ou superficies de paredes rebocadas (DOS SANTOS et al., 2017).
No agreste pernambucano, triatomineos foram capturados em residéncias de
alvenaria, cobertas com teto de telha demonstrando a adaptacdo desses vetores.
Este fato reforca a necessidade da elaboracdo de politicas educativas e do
monitoramento constante das areas afetadas, a fim de interromper o ciclo de
transmissao de T. cruzi (FARIAS et al., 2019).

Em areas rurais, ecotopos artificiais como galinheiros, pocilgas, currais,
poleiros, cercas e pilhas de madeira, pilhas de tijolos e telhas podem ser usados como
abrigo e fonte de alimento por estarem associados a espécies de mamiferos
(SARQUIS et al., 2006; SARQUIS et al., 2012; DIOTAIUTI, 2017).

No nordeste brasileiro R. nasutus habita, geralmente, palmeiras Copernicia
prunifera (carnauba), mas também foi capturado no intradomicilio demonstrando o
ecletismo ecolédgico dessa espécie, que pode estar readaptando seu habitat natural
devido a a¢Bes antrdpicas (SARQUIS et al., 2012). Nessa mesma regido, cactaceas
como Cereus jamacaru (mandacaru) podem abrigar ninhos de aves, que podem servir
de abrigo e fonte alimentar para R. neglectus e T. pseudomaculata (CARBAJAL DE
LA FUENTE et al., 2008). Nessa regiao, T. brasiliensis foi capturado no ambiente
silvestre, em rochas com presenca de vegetacdo xerdfila, que podem servir para
ninhos de aves, ou ainda as fissuras e rachaduras dessas rochas servir de
esconderijo para animais potenciais fontes alimentares (SARQUIS et al., 2010). Em
uma area do semiarido, espécimes de T. brasiliensis foram capturados em habitats
peridomiciliar (57,5%), silvestre (35,8%) e intradomiciliar (6,7%). As telhas, tijolos,
pedras e madeira serviram de ecoOtopos estaveis, proporcionando um aumento da
infestacao, abrigo e disponibilidade de fontes alimentares. A disperséo ativa e passiva
desses insetos entre ecétopos € favorecida quando essas estruturas sédo construidas

ou modificadas entre as intervengdes quimicas (BEZERRA et al., 2020). A prevaléncia
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de T. brasiliensis infectados em ambientes peridomiciliares (ex.: pilhas de
madeira/telha/tijolo) foi maior do que no ambiente silvestre. Sendo assim, programas
educacionais podem ser usados para informar aos moradores sobre 0S riscos
associados a criacdo de ecoétopos artificiais no ambiente peridomiciliar (MONSALVE-
LARA et al., 2021).

No estado do Rio Grande do Norte, Triatoma brasiliensis brasiliensis foi
capturado em ambientes domeésticos, peridomésticos e silvestres, ocupando
diferentes ecotopos (alpendres, afloramentos rochosos, paredes de pedra e concreto,
galinheiros, currais de gado). Dentre os habitats pesquisados, as paredes de pedra
dos currais de gado se destacaram como 0s mais infestados, possivelmente por ser
uma estrutura peridoméstica permanente e muitas vezes servir de ligacdo com o
ambiente silvestre, favorecendo o fluxo de triatomineos e roedores silvestres entre 0s
ecotopos (LIMA-NEIVA et al., 2021).

Arvores tipicas do sertdo nordestino como catingueira, umbuzeiro, imburana,
baraina, quixabeira, jurema preta, angico, aroeira podem ser infestadas por
triatomineos, como T. pseudomaculata (CARBAJAL DE LA FUENTE et al., 2008).

Espécies de importancia epidemiolégica no estado de Pernambuco como P.
lutzi tem como principais habitats silvestres, tocas de tatus, rochas habitadas por
roedores, galinheiros (peridomicilio), além de domicilios (JURBERG et al., 2014).
Exemplares de P. megistus embora possam ser encontrados em copas de palmeiras,
estdo predominantemente associados a tocas terrestres e ocos de arvores, além de
serem encontrados no peri e intradomicilio (GAUNT; MILES, 2000). T. brasiliensis é
considerado o vetor mais importante de T. cruzi no nordeste brasileiro. No ambiente
silvestre € encontrado em ocos de arvores, ou sob rochas e cercas de pedras, que
servem de abrigo para roedores (BARBOSA-SILVA et al., 2016; COSTA et al., 1998),
ou infestando Pilosocereus gounellei (xiquexique), espécie de cacto comum na
Caatinga (VALENCA-BARBOSA et al.,, 2015). T. pseudomaculata no ambiente
silvestre tem como habitat cascas de arvores, refagios de roedores e marsupiais, no
peridomicilio, currais e galinheiros, aléem dos domicilios (JURBERG et al., 2014).

Na figura 7, areas no intradomicilio e no peridomicilio (Figura 8) que podem

servir de abrigo para triatomineos no agreste pernambucano.
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Figura 7 — Areas no intadomicilio que podem servir de abrigo para triatomineos, fendas nas paredes
(A, B), espacos entre as telhas (C, D). Fonte: Arquivo pessoal, (2019).

Figura 8 — Areas no peridomicilio que podem servir de abrigo para triatomineos, pilhas de tijolos e
madeiras (A), cercas de madeira (B), galinheiros (D), abrigo de animais domésticos (D) Fonte: Arquivo
pessoal, (2019).

A capacidade de adaptacdo dos triatomineos a ambientes artificiais, como o
intra e peridomicilio é variavel de acordo com a espécie. As que melhor se adaptam
ao ambiente intradomiciliar sédo consideradas espécies de importancia priméaria na
transmissdo domiciliar de T. cruzi e as demais, sdo espécies consideradas
secundarias (DIOTAIUTI, 2017).
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Contudo, os triatomineos podem ser capturados em diferentes eco6topos
naturais e artificiais, originados por acdo antrépica e esses podem estar justapostos,
0 que aumenta a interacao entre vetores e seres humanos, desafiando a vigilancia e
o controle vetorial (SARQUIS et al., 2012).

2.1.6 Fontes alimentares

De acordo com o ec6topo em que estéo inseridos, 0os hemipteros hematofagos
podem estar associados a diferentes fontes alimentares, preferencialmente animais
homeotérmicos como aves e mamiferos, mas também podem se alimentar de animais
pecilotérmicos como anfibios e répteis (DIOTAIUTI, 2017).

Receptores sensoriais localizados nas antenas e rostro dos triatomineos
percebem estimulos oriundos dos hospedeiros como calor, produtos quimicos
eliminados pela pele ou respiracdo ou associados aos seus habitats (LAZZARI.,
2014).

Ha relatos de aproximadamente cinco classes taxonémicas que servem como
fonte de alimentacdo para triatomineos: Mammalia, Aves, Amphibia, Reptilia e
Insecta. Dentre os mamiferos, espécies pertencentes as familias: Hominidae
(humanos e ndo humanos), Felidae, Canidae, Leporidae, Bovidae, Dasypodidae,
Didelphidae, Equidae, Suidae, Myrmecophagidae, Bradypodidae e Mephitidae e as
ordens Chiroptera e Rodentia (RABINOVICH et al., 2011).

O ecletismo alimentar é relatado em todos os estagios de desenvolvimento
deste artropode. Em condi¢des de laboratorio, ninfas de primeiro instar de Triatoma
spp. tiveram preferéncia alimentar bem definida para sangue de ave, roedor, céo e
gamba (LOROSA et al., 2008). Ninfas de T. brasiliensis e T. pseudomaculata,
colonizando o peridomicilio, foram observadas com mais frequéncia associadas a
presenca de galindceos onde desenvolveram colbnias densas, facilitando a invasédo
intradomiciliar (BARBOSA-SILVA et al., 2016). DNA humano foi detectado em ninfa
de quinto instar de T. brasiliensis capturada no intradomicilio, sendo um alerta, pois &
indicativo de colonizacdo intradomiciliar (VALENCA-BARBOSA et al., 2015). Ja
adultos de P. lutzi tiveram como fonte alimentar sangue de ave, roedor, gamb4, boi,
cavalo, gato, tatu e humano, e ainda alimentagfes mistas como sangue de
roedor/ave, boi/roedor, tatu/roedor, humano/ave, gamba/tatu, gamba/boi, gato/roedor,
cavalo/ave, gamba/ave/boi 0 que sugere que o espécime pode circular entre 0s

ambientes silvestre e peridomiciliar (CARANHA et al., 2006).
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No estado do Rio Grande do Norte, o sangue de bovinos foi relatado como uma
importante fonte alimentar para espécimes de T. b. brasiliensis, que mantiveram
numerosas colénias em currais nas proximidades das moradias humanas. Na mesma
area, sangue de Kerodon rupestres foi detectado como fonte alimentar, esses
espécimes formaram coldnia em afloramentos rochosos préximos (20-50m) do curral
do gado. Além disso, sangue de Mus musculus e Capra hircus foram observados em
T. b. brasiliensis capturados no peridomicilio (currais de gado). Vetores alimentados
com sangue de K. rupestris, M. musculus e Galea spixii capturados em currais sugere
interacdo entre ecotopos silvestres e peridomésticos. (LIMA-NEIVA et al., 2021).
Neste mesmo estado, T. brasiliensis teve como fonte alimentar mais frequente,
sangue de roedores (G. spixii, K. rupestris, Rattus rattus, Thrichomys apereoide e Mus
musculus em ambientes peridomiciliares e silvestres (M. musculus). Além de
alimentagbes com sangue humano (Homo sapiens), de caes (Canis lupus familiaris)
e bovinos (Bos taurus). A espécie T. pseudomaculata foi encontrada alimentando-se
de sangue em Canis lupus familiaris e P. lutzi de sangue de M. musculus
(HONORATO et al., 2021).

No estado de Pernambuco T. brasiliensis apresentou o maior nimero de fontes
alimentares, seguido por P. lutzi e T. pseudomaculata e 12,2% desses vetores
alimentaram-se com sangue humano, sendo também identificadas como fontes
alimentares sangue de aves (28%), roedores (22%), caes (10,7%), cabras (9,2%),
gambas (9%), gatos (3,3%), baratas (2,9%), equinos (1,2%), lagartos (1,1%), bovinos
(0,9%), ras (0,9%), suinos (0,7%), tatus (0,7%) e quatis (0,2%). Foi demonstrado o
ecletismo alimentar e sugerido que a degradacdo ambiental pode aproximar animais
como marsupiais e roedores das residéncias, onde seus esconderijos podem servir
de abrigo para os triatomineos. Adicionalmente, a criacdo de animais de producdo nas
areas peridomiciliares pode contribuir para a dispersédo desses vetores (SILVA et al.,
2017).

2.1.7 Controle da transmisséao vetorial

O controle quimico é a medida de controle vetorial recomendada para acdes
de protecdo coletiva. Sendo assim, no Brasil, para o controle de triatomineos
recomenda-se a aplicagdo de inseticidas piretréides, devido ao seu poder residual,

além da suscetibilidade dos vetores a esses inseticidas, neste caso, 0 principio ativo
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preconizado é a alfacipermetrina (C22H19CIl2NO3) com dose de 40mg/m? (BRASIL,
2020).

A indicacdo de borrifacdo residual é realizada de acordo com a espécie do
vetor. Caso sejam encontrados espécimes de T. infestans a unidade domiciliar (UD)
positiva deve ser borrifada e 100% das UDs da localidade devem ser pesquisadas e
se necessario borrifadas. Além disso, localidades com presenca de T. infestans
devem permanecer sob vigilancia, sendo monitoradas anualmente por um periodo
minimo de 3 anos. A area é considerada livre do vetor quando o resultado da pesquisa
for negativo, durante o periodo de 3 anos consecutivos. Caso sejam encontradas
espécies capazes de gerar colénias domiciliares (P. megistus, T. brasiliensis, T.
maculata, T.pseudomaculata, T. rubrovaria, T. sordida) a borrifacdo deve ser realizada
na UD positiva e a pesquisa ampliada para um raio minimo de 100 metros. Caso sejam
encontrados exemplares adultos de espécies predominantemente silvestres (T.
tibiamaculata, T. vitticeps, P. geniculatus, P. lutzi, R. domesticus, R. nasutus, R.
neglectus, R. pictipes, R. robustus), a borrifacdo ndo deve ser realizada (BRASIL,
2020).

Contudo, apesar da pulverizacao com inseticidas piretréides reduzir fortemente
a infestacéo, no caso de T. brasiliensis, principal vetor no nordeste brasileiro, um
estudo realizado em uma area da caatinga nordestina, o niumero de triatomineos
voltou aos niveis pré-intervengcdo em média 14 meses apos a primeira pulverizacao.
Com isto, a capacidade vetorial de T. brasiliensis somada ao seu potencial invasor e
a eficacia limitada do controle quimico na caatinga, representam importantes
obstaculos a eliminacdo do risco de transmissdo doméstica. Sendo necessérias

estratégias sistematicas de controle dessa espécie (BEZERRA et al., 2020).

2.2 Trypanosoma cruzi
T. cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoario flagelado pertencente a Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e Género Trypanosoma (REY, 2008).

Este protozoario foi descoberto pelo médico Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas
em 1909, na cidade de Lassance, Minas Gerais, ao observar formas flageladas
durante o exame do intestino de um inseto conhecido por barbeiro e que realizava
hematofagia em humanos, durante a noite. Inicialmente, havia a hipotese que se
tratava de Trypanosoma minasense, que infectava saguis. Espécimes de barbeiros

foram enviadas para o Doutor Oswaldo Cruz, que verificou se tratar de tripanosomas
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distintos dos encontrados em primatas. Sendo assim, o Dr. Carlos Chagas denominou
o novo flagelado de Schizotrypanum cruzi, em homenagem ao Dr. Oswaldo Cruz, que
posteriormente passou a ser chamado de Trypanosoma cruzi (KROPF, 2009).

T. cruzi é representado por um conjunto de populagcbes, conhecidas como
isolados ou linhagens, essas populacdes apresentam heterogeneidade bioldgica,
como graus variados de viruléncia para animais experimentais e humanos, diferentes
sensibilidades a drogas e tropismo tissular. Essa diversidade € explicada por T. cruzi
ser um agente diploide que se multiplica por divisdo binaria, e sendo assim, 0 genoma
de cada isolado evolui de forma independente. A partir do final da década de 70 foram
realizados os primeiros estudos de genética de populacdes de T. cruzi. Michael Miles
relatou, a partir da analise do polimorfismo dos perfis eletroforéticos enzimaticos, que
os isolados foram divididos em trés grupos principais denominados de zimodemas.
Os zimodemas Z1 e Z3 tinham o predominio de linhagens do ciclo silvestres (gambés
e triatomineos) e o zimodema Z2, agrupava linhagens do ciclo doméstico (humanos e
mamiferos domeésticos) (ZINGALES, 2017).

Atualmente as linhagens de T. cruzi sdo denominadas de Discrete Typing Units
- DTU (Unidades Discretas de Tipagem): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e TcBat
(ZINGALES et al., 2009, ZINGALES et al., 2012). DTU é conceituda como um conjunto
de populacdes geneticamente semelhantes que podem ser identificadas por
marcadores genéticos, imunologicos e moleculares em comum (JANSEN et al., 2017).

No Brasil, todas as DTUs de T. cruzi foram relatadas (BRENIERE; WALECKX;
BARNABE, 2016) a partir de amostras de mamiferos silvestres, domésticos e vetores
nos diferentes biomas (Figura 9), no entanto, ainda séo incipientes dados sobre sua
distribuicdo na natureza, hospedeiros, reservatérios e seu potencial de risco para a
doenca de Chagas (JANSEN et al., 2017).
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Figura 9- Distribuicdo espacial das DTUs de Trypanosoma cruzi nos Biomas Brasileiros: Floresta
Amazbnica, Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado e Pantanal. Fonte: Laboratério de Biologia de
Tripanosomatideos - IOC/FIOCRUZ - http://chagas.fiocruz.br/biogeografia/

Tcl é a principal DTU identificada em vetores (BRENIERE et al., 2016) e com a
maior dispersdo nas Américas. Este genotipo esta associado a ecétopos primarios
(arboreos, ocos de arvores) e secundarios (terrestres na Amazoénia). Tem como
hospedeiros silvestres espécies das ordens Artiodactyla, Carnivora, Chiroptera,
Cingulata, Didelphimorphia, Pilosa, Primates, Rodentia, Xernathra (MAGALHAES et
al., 2022). Aléem de animais silvestres, foi isolado em Canis familiaris no estado do
Ceara (BEZERRA et al., 2014). No Brasil, esta DTU foi isolada em espécies de
triatomineos como P. megistus (RIBEIRO et al., 2016), T. petrockinae (LIMA-
OLIVEIRA et al., 2020), T. brasiliensis (BEZERRA et al., 2018; LILIOSO et al., 2017;
LIMA-OLIVEIRA et al., 2020), T. vitticeps (DARIO et al., 2018) e T. sordida
(COMINETTI et al., 2014). No nordeste brasileiro, esta DTU foi isolada de T.
brasiliensis capturados no intradomicilio e em pilhas de telhas, pocilgas e currais
(BEZERRA et al.,, 2018; VALENCA-BARBOSA et al.,, 2021), T. pseudomaculata
capturados no peridomicilio (BRITO et al., 2008; HONORATO et al., 2021), R. nasutus
(BRITO et al., 2008), T. juazeirensis e T. melanica capturados no ambiente silvestre
(WANIEK et al., 2020). Em infec¢des mistas com Tcll em T. sherlocki capturados no

intra e peridomicilio (WANIEK et al., 2020) e T. brasiliensis capturados no peridomicilio
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(HONORATO et al., 2021). As infec¢cbes humanas por esta DTU se concentram no
norte da América do Sul e Central e estdo associadas a cardiomiopatia chagasica
(ZINGALES et al., 2012). Em humanos, no Brasil, foi isolada no estado do Parana
(ABOLIS et al., 2011).

Tcll é a segunda DTU mais isolada no Brasil, estd associada ao ciclo de
transmissdo domeéstico nas regides centrais e sul da América do Sul. Com relatos em
hospedeiros das ordens Carnivora, Chiroptera, Cingulata, Didelphimorphia, Primates,
Rodentia (MAGALHAES et al., 2022). Em triatomineos, no Brasil, foi descrita em T.
brasiliensis em ambiente intra e peridomiciliar (pilha de tijolos e galinheiros), além do
ambiente silvestre (BEZERRA et al., 2018; VALENCA-BARBOSA et al., 2021), T.
vitticeps, P. geniculatus (DARIO et al., 2018), T, sordida, T. matogrossensis e P.
megistus (COMINETTI et al.,, 2014). No Nordeste foi isolado de T. brasiliensis
capturados no peridomicilio e ambiente silvestre (BARBOSA-SILVA et al., 2016). Em
humanos é associada com cardiomiopatia e mega sindromes no Atlantico e no Brasil
Central (ZINGALES et al., 2012) e foi a DTU com maior frequéncia em isolados de
humanos no Parana (ABOLIS et al., 2011). No Brasil foi a principal DTU identificada
em pacientes com doenca de Chagas crbnica (92,9%) com formas cardiaca,
indeterminada ou cardiodigestiva, nascidos nas regides Sudeste e Nordeste
(NIELEBOCK et al., 2020).

O gendtipo Tclll tem distribuicAo na América do Norte e Sul, associado
principalmente ao ciclo silvestre e a hospedeiros das ordens Carnivora, Chiroptera,
Cingulata, Didelphimorphia, Primatas, Rodentia (MAGALHAES et al., 2022). Foi
isolado em triatomineos dos géneros Panstrongylus, Triatoma (DARIO et al., 2018) e
Rhodnius (JANSEN et al., 2017). No nordeste brasileiro foi isolado em P. lutzi no
ambiente silvestre e doméstico (CAMARA et al., 2010; HONORATO et al., 2021) e T.
brasiliensis (CAMARA et al., 2010; VALENCA-BARBOSA et al., 2021). E raro em
humanos (MAGALHAES et al., 2022) com isso, a apresentacao clinica da doenca de
Chagas é pouco conhecida (ZINGALES et al., 2012).

O genotipo TclV possui distribuicdo nas Ameéricas, associado principalmente ao
ciclo domésticos e tem como hospedeiros espécies das ordens Carnivora, Chiroptera,
Cingulata, Primates (MAGALHAES et al., 2022). No Brasil foi descrito em Triatoma
vitticeps (DARIO et al., 2018) e em um cdo doméstico em Manaus, Amazonas
(VASCONCELOS et al., 2020).
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TcV tem distribuicdo na América do Norte e América do Sul, associado ao ciclo
doméstico, com hospedeiros das ordens Cingulata, Didelphimorphia e Rodentia. Em
humanos provoca doenca de Chagas nas formas indeterminada, cardiaca e digestiva
(MAGALHAES et al., 2022).

O genotipo TcVI tem distribuicdo na América do Sul, em ciclos domésticos e
hospedeiros das ordens Didelphimorphia e Rodentia. Em humanos provoca as
mesmas manifestacées clinicas do genotipo TcV. No Brasil foi isolado em T.
brasiliensis (LIMA-OLIVEIRA et al., 2020) e em pacientes chagéasicos crénicos
(NIELEBOCK et al., 2020).

TcBat tem distribuicdo na América Central e América do Sul, no ciclo silvestre,
associado a espécies da Ordem Chiroptera (MAGALHAES et al., 2022). No Brasil, foi
isolado de quirépteros, Myotis spp. e Noctilio sp. oriundos das regides Centro-Oeste
e Sudeste (MARCILI et al., 2009), na Colébmbia em uma crianga (RAMIREZ et al.,
2014) e no Brasil foi isolado pela primeira vez em triatomineo da espécie Triatoma
sordida, no estado do Mato Grosso (COMINETTI et al., 2014).

Contudo, a diversidade de T. cruzi € provavelmente subestimada (JANSEN et
al., 2020), sendo que a caracterizacdo dos diferentes genétipos é de grande
importancia para entender a eco-epidemiologia da infec¢cdo (BRENIERE et al., 2016).
E importante salientar que a genotipagem de amostras de pacientes de DC pode
auxiliar a esclarecer aspectos da patologia e diagnostico clinico (WANIEK et al., 2020),
além de auxiliar no entendimento da interagdo parasito-hospedeiro (RIBEIRO et al.,
2018), porém as associa¢gfes de gendtipos de T. cruzi e espécies hospedeiras ou

variaveis ambientais devem ser propostas com cautela (JANSEN et al., 2020).

2.2.1 Morfologia

T. cruzi apresenta um corpo robusto, com cerca de 16 a 20 um de comprimento.
Possui extremidade posterior pontiaguda, uma membrana ondulante e flagelo livre. O
cinetoplasto € grande e subterminal, o que faz com que o corpo se torne proeminente
ao redor dele (TAYLOR, 2017).

As principais formas de T. cruzi observadas nos vetores s&o epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas, ja nos hospedeiros mamiferos as formas amastigotas,
gue sdao intracelulares e tripomastigotas sanguineas (REY, 2008; TAYLOR, 2017).

No intestino do vetor a forma epimastigota (Figura 9) apresenta cinetoplasto

discoide, anterior ao nucleo, que € bem evidente, membrana ondulante rudimentar e



38

flagelo livre (REY, 2008). Esta é a forma de multiplicacdo, que ocorre por divisdo
binaria (JUNQUEIRA et al., 2011). As formas tripomastigotas metaciclicas (Figura 10)
apresentam cinetoplasto bem desenvolvido, situado na extremidade, posterior ao
nucleo, com nacleo e membrana ondulante bem desenvolvidos e com flagelo livre
(REY, 2008).

Figura 10 — Formas de Trypanosoma cruzi em exame a fresco de fezes de triatomineos, forma
epimastigota (e) e tripomastigota metaciclica (t). Fonte: Arquivo pessoal (2019).

Nos hospedeiros mamiferos as tripomastigotas sanguineas sao semelhantes
as tripomastigotas metaciclicas (Figura 11A). Nesses hospedeiros, a forma
amastigota apresenta multiplicacdo intracelular (JUNQUEIRA et al.,, 2011) com
aspecto arredondado ou ovoide com cinetoplasto discoide, anterior a um ndcleo bem
desenvolvido, com flagelo rudimentar no interior de uma bolsa flagelar (REY, 2008)
(Figura 11B).

Figura 11 — Formas de Trypanosoma cruzi em mamiferos. A) Tripomastigota sanguinea em esfregaco
de sangue humano. Fonte: Arquivo pessoal, (2019). B) Amastigota (seta) no musculo cardiaco de
camundongo infectado com T. cruzi. Fonte: http://chagas.fiocruz.br/parasita/organizacao-estrutural/

2.2.2 Ciclo biolégico
O triatomineo durante o hematofagismo em um hospedeiro vertebrado
infectado, ingere as formas tripomastigotas sanguineas. No intestino anterior,

diferenciam-se em epimastigotas e migram para o intestino médio, onde multiplicam-
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se por divisao binaria. No intestino posterior, as epimastigotas se aderem ao epitélio
intestinal, diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas (processo conhecido por
metaciclogénese). Essas formas séo infectantes para o hospedeiro vertebrado e séao
eliminadas junto com as fezes do vetor (AZAMBUJA, 2017; JUNQUEIRA et al., 2011).
Como os triatomineos tém o frequente habito de defecar durante ou logo em seguida
ao repasto sanguineo, as formas infectantes, via mucosa ou solucéo de continuidade
na pele do vertebrado, penetram no hospedeiro. As tripomastigotas invadem
diferentes tipos celulares, como células musculares estriadas e lisa, macrofagos,
células epiteliais e fibroblastos. As formas metaciclicas formam um vacuolo
parasitario, onde se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por divisdo
binaria. Com o aumento das formas amastigotas no interior das células, estas se
rompem e ocorre a diferenciacdo de amastigotas em tripomastigotas sanguineas, que
passam a corrente sanguinea, podendo invadir novas células ou serem ingeridas por
novos vetores durante o repasto sanguineo (JUNQUEIRA et al.,, 2011; TAYLOR,
2017) (Figura 12).

Trypanosoma cruzi
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Figura 12 — Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC, (2019).
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2.2.3 Hospedeiros
O protozoario, T. cruzi pode infectar cerca de 70 géneros e mais de 100

espécies de hospedeiros mamiferos (ZINGALES et al., 2012), entre animais silvestres
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e domésticos, além do homem (DIAS et al., 2016; JANSEN et al., 2018; LECA JUNIOR
et al., 2013). Este protozoario esta distribuido desde o sul dos Estados Unidos ao Sul
da América Latina (BRENIERE et al., 2016).

Porém, considerando a via vetorial classica de transmissdo de T. cruzi, é
importante diferenciar as fontes de alimentagéo das fontes de infeccdo. As fontes de
infeccao silvestres dos triatomineos pertecem a sete diferentes ordens: Marsupialia,
Edentata, Chiroptera, Carnovora, Lagomorpha, Rodentia e Primates. No ambiente
domiciliar e peridomiciliar cdes e gatos sdo os principais reservatoérios. Ja as galinhas
sdo consideradas importantes fontes de alimentacdo no peridomicilio (AZAMBUJA,
GARCIA, 2017)

Os marsupiais tém grande importancia epidemiolégica, por suas altas taxas de
infecgdo natural por T. cruzi e alta sinantropia, podendo servir de elo entre o ciclo
silvestre e doméstico (JANSEN et al., 2018). Além dos marsupiais, roedores também
podem servir como elo entre os ciclos de transmissdo (MARTINS et al., 2015).

No ambiente urbano, os cdes e gatos séo considerados o0s principais reservatorios
de T. cruzi (AZAMBUJA E GARCIA, 2017, RAMIREZ et al, 2013). Os caes séo
considerados sentinelas sendo um importante indicativo da ocorréncia do ciclo de
transmissao. A infeccdo por T. cruzi foi detectada em cdes em uma area com historico
de surtos agudos da doenca de Chagas na Colémbia (JAIMES-DUENEZ et al., 2017).
No Brasil, 11,5% dos caes foram soropositivos no estado do Rio Grande do Norte
(FREITAS et al., 2018) e 38% no Ceara (BEZERRA et al., 2014). DNA de T. cruzi foi
detectado em cédes e gatos em ambiente urbano e periurbano no Para (PEREIRA et
al., 2021).

Em todos os biomas brasileiros foram registradas infeccbes por T. cruzi em
mamiferos de vida livre. Em dados revisados por Jansen e colaboradores (2018), no
bioma Caatinga, predominante da regido nordeste brasileira, 17% dos mamiferos
silvestres eram soropositivos e 8% apresentaram hemoculturas positivas, indicativo
de alta parasitemia e consequentemente alto potencial de infeccdo. As cuicas
(principalmente Philander spp.), quatis (Nasua nasua), primatas (Sapajus libidinosus,
Leontopithecus rosalia) apresentaram as mais altas taxas de hemocultura positiva, os
quirépteros a maior diversidade de genoétipos e roedores da espécie Ratus ratus
apresentaram 21% de hemoculturas positivas. No Cerrado a infec¢ao por T. cruzi foi
observada em Didelphis albiventris, Oecomys cleberi, Rhipidomys macrurus e

Gracilinanus agilis. Nesta ultima espécie foi observada parasitemia patente, indicando
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sua competéncia para infectar vetores ou outros mamiferos através da predacao
(BRANDAO et al., 2019). Na Amazonia brasileira, DNA de T. cruzi foi detectado em
D. marsupialis (PEREIRA et al., 2021) e em primatas das familias Callitrichidae,
Aotidae, Pitheciidae, Cebidae e Atelidae (BAHIA et al., 2017).

Recentemente, T. cruzi, genoétipo Tcll, foi isolado em diferentes tecidos
(coracao, intestino, figado e masculo) de uma suindara (Tyto furcata) sugerindo uma
infeccao crbnica, com base na presenca de DNA do parasito em multiplos 6rgéos,
mas ausente no baco demonstrando o estabelecimento de T. cruzi em uma ave
hospedeira. Para os autores, ha a necessidade de investigar se mais espécies de aves
podem ser infectadas por T. cruzi e se T. furcata tem um papel na disseminacéo,
transmissao e/ou manutencao do parasito (MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2022).

2.3 Doenca de Chagas

T. cruzi € o agente etioldgico da doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase
americana, uma enfermidade sistémica que apresenta curso clinico bifasico,
composto por uma fase aguda e uma fase cronica, que pode se manifestar nas formas
indeterminada, cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva (BRASIL, 2010; DIAS et al.,
2016).

Esta enfermidade é endémica em 21 paises americanos e considerada um
grave problema de saude publica. Porém, mudancas epidemioldgicas, principalmente
devido a mobilidade populacional, urbanizacdo e emigracdo, aumentaram 0s casos
no Canada, nos Estados Unidos, em muitos paises europeus e alguns africanos, no
Mediterraneo Oriental e no Pacifico Ocidental (WHO, 2022).

Estima-se que em todo o mundo, aproximadamente, 75 milhdes de pessoas
vivem em area de risco, 6 a 7 milhdes estejam infectadas, com cerca de 14.000 mortes
por ano. Menos de 10% das pessoas sao diagnosticadas e alguns poucos recebem o
tratamento adequado (WHO, 2022).

No Brasil, a estimativa atual é de que pelo menos um milhdo de pessoas
estejam infectadas por T. cruzi (BRASIL, 2021). E, entre os anos de 2010 e 2020
foram registrados 49.574 6bitos por DC, destas, 11.210 ocorreram na regido Nordeste,
sendo 1.299 no estado de Pernambuco (BRASIL, 2022a). Durante o periodo de 2008
a 2020, foram confirmados 3.018 casos de DC aguda, sendo 94,47% na regiao Norte;
4% no Nordeste; 1% no Centro-Oeste; 0,40% no Sudeste e 0,13% na regidao Sul
(BRASIL, 2022b).
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No pais, atualmente, distinguem-se trés diferentes areas de risco de
transmissdo de T. cruzi. Area extra-amazoOnica, endémica inicialmente, com
transmissao domiciliar por T. infestans interrompida, com risco, atualmente, limitado a
presenca de espécies nativas que podem constituir colénias intradomiciliares, mesmo
apos terem sido eliminadas. Outra area de risco é a amazbnica, com transmissao
enzodtica, oral, mais frequente pelo consumo de alimentos in natura. Por fim, area de
transicdo, onde coexistem as duas situacfes, compreendendo os estados do
Maranhdo, Tocantins e Mato Grosso (SILVEIRA, 2011; DIAS et al., 2016).

As vias de transmissdo do parasito sdo a vetorial, oral, transfusional ou
transplantes de o6rgaos, vertical (congénita) e acidental (DIAS et al., 2016). Além
dessas, foi confirmada a presenca de tripomastigotas no sémen de individuos
chagasicos, e a transmissdo sexual experimental em camundongos foi comprovada
(GOMES et al., 2019).

No Brasil, entre os anos de 2010 e 2020, foram notificados casos de DC aguda,
cujas infec¢cdes ocorreram por via oral (77,09%), vetorial (7,9%), vertical (0,39%),
acidental (0,18) e inderteminados/branco (14,15%) (BRASIL, 2022b). A transmisséo
oral € a mais frequente no pais, principalmente, na regiao norte (MADEIRA et al.,
2021), associado muitas vezes ao consumo de acai contaminado, porém
recentemente em 2020, um dos maiores surtos brasileiros foi registrado na regiao
nordeste, na cidade de Ibimirim, Pernambuco. Este surto resultou em 30 pessoas
infectadas e foi associado a alimentacéo, porém a fonte alimentar da infeccéo nao foi
identificada. Diferentes cenarios epidemiolégicos no pais demonstram a necessidade
de medidas de controle adequadas (JANSEN et al., 2020).

Os casos cronicos da DC sao predominantes no Brasil e sédo decorrentes de
infeccbes vetoriais de décadas passadas (BRASIL, 2015), dessa forma, o pais
concentra suas acdes de combate a doenca, no controle do vetor no ambiente
domiciliar (BRASIL, 2021). O carater enzodtico da DC, faz com que a infec¢cdo humana
por via vetorial seja sempre possivel e as demais formas de transmissdo séo
dependentes daquela que naturalmente € produzida a partir do artrépode vetor, sejam
domiciliados ou ndo (GALVAO et al., 2014).

No Brasil eram notificados apenas os casos agudos da doenga (BRASIL, 2010),
porém, esta fase pode ser sintomatica ou assintomética dependendo do estado
imunolégico do hospedeiro (NEVES, 2005), o que dificulta o diagndstico e

consequentemente aumenta a subnotificagdo. No entanto, conforme a Portaria n® 264,
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de 17 de fevereiro de 2020, a DC crénica foi incluida na Lista nacional de notificacdo
compulséria de doencas, agravos e eventos de saude publica (BRASIL, 2020). A
adocédo da notificacdo compulsoria permitira um maior dimensionamento da DC,
tornando visiveis muitos casos, aprimorando os dados no sistema de informacéo para
a melhoria de medidas preventivas e acesso ao tratamento adequado (MADEIRA et
al., 2021).

O estado de Pernambuco esta localizado em uma regiéo originalmente de risco
de transmissao vetorial e dessa forma concentra acdes na vigilancia entomoldgica e
controle de vetores (PERNAMBUCO, 2013). Nesse estado a presenca de triatomineos
foi registrada em 138 municipios e 91,3% capturados no intradomicilio (SILVA et al.,
2012).

Porém, apesar da presenca de triatomineos positivos para flagelados
semelhantes a T. cruzi e a vigilancia entomolégica ser de grande importancia (SILVA
et al., 2012, SILVA et al., 2015; SILVA et al.,, 2017), no agreste pernambucano,
estudos entomolégicos com triatomineos e sua frequéncia de infeccao por T. cruzi

ainda séo incipientes.
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3. Objetivos

3.1 Geral
Realizar levantamento entomolégico de triatomineos e caracterizar
molecularmente as linhagens de T. cruzi que estdo presentes nos vetores, em

municipios do agreste de Pernambuco, Brasil.

3.2 Especificos
Identificar as espécies de triatomineos capturados nos municipios da area de
estudo.
Detectar a frequéncia da infeccdo natural por T. cruzi e suas linhagens nos
triatomineos capturados.
Identificar os municipios de maior ocorréncia de triatomineos infectados por

T. cruzi e maior risco da infeccao por este protozoario.
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Distribuicdo espacial de triatomineos em uma

regido endémica para doenca de Chagas no Brasil

Resumo

Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da doenca de Chagas (DC), uma infec¢do zoondtica
transmitida por vetores triatomineos ao homem. Embora a histéria dessa infeccdo parasitaria
tenha nascido no Brasil e aqui tenha dado um grande avanco na informacao, 0 mesmo nao pode
ser dito sobre a real distribuicdo do triatomineo em varias areas deste pais. O objetivo deste
estudo foi avaliar a ocorréncia de espécies de triatomineos em uma regido endémica para DC
no Nordeste do Brasil. Foi realizado um estudo retrospectivo com dados obtidos de 2008 a
2017. Todas as informac6es foram fornecidas pela V Geréncia Regional de Saude do estado de
Pernambuco. A distribuicao espacial das espécies de triatomineos foi analisada por meio de um
mapa utilizando o sistema de informacéo geografica Quantum. Um total de 4.694 espécimes de
triatomineos (469,4 + 221,2 por ano) foram coletados no periodo 2008-2017, sendo 94,5%
(4.434/4.694) no intradomicilio e 5,5% (260/4.694) no peridomicilio. Dentre os artropodes
coletados, 92,5% (4.340/4.694) e 7,5% (354/4.694) eram adultos e ninfas, respectivamente. As
espécies mais frequentemente detectadas foram Panstrongylus lutzi (30,36%), Triatoma
brasiliensis (26,12%), Triatoma pseudomaculata (22,43%) e Panstrongylus megistus
(20,54%). Esses dados contribuem para um melhor entendimento da distribuicéo da infeccdo
por T. cruzi na regido Nordeste do Brasil. Medidas preventivas baseadas no controle de vetores
devem ser implementadas na area de estudo para reduzir a frequéncia desta doenca tropical

negligenciada.

Palavras-chave: Vetor. Tripanossomiase americana. Epidemiologia. Brasil.

Introducéo



57

Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) é reconhecido como o agente
etiologico da doencga de Chagas (DC). Atualmente, essa infec¢do parasitéria é considerada uma
das mais importantes doencas tropicais negligenciadas e uma grande ameaga a saude publica,
com incidéncia anual de 28.000 casos e até 12.000 mortes somente nas Américasl. A
transmissdo da DC depende da ocorréncia de vetores triatomineos (Triatoma infestans,
Panstrongylus megistus e Rhodnius robustus), que eliminam a forma infectante do protozoario
(tripomastigotas metaciclicas) em seus fluidos fecais, que sdo detectados proximos ao local da
picada ap6s uma refeicdo de sangue. Alternativamente, T. cruzi entra em contato com
hospedeiros vertebrados através de membranas mucosas intactas, como a conjuntiva. Além
disso, nos Gltimos anos, outras vias de transmissao, como transfusdo de sangue, transplante de
6rgéos e transmissdo transplacentaria e oral, adquiriram importancia®.

Os vetores de T. cruzi sdo insetos hematdfagos (Reduviidae: Triatominae) pertencentes
a um grupo de 148 espécies, das quais 65 ocorrem no Brasil?. Aproximadamente dez espécies
sdo epidemiologicamente importantes para a transmisséo de DC*. No Brasil, a presenca desses
reduvideos tem sido relatada em diferentes regides, pois sio adaptados a diferentes ec6topos®®.
Esses espécimes podem viver em ambientes intradomiciliares e peridomiciliares”®. Os ecotopos
peridomiciliares, incluindo instalagcGes de animais e restos de construcdes, desempenham um
papel importante como ponte entre os ciclos doméstico e selvagem da doenga®®.

Até 0 momento, alguns levantamentos epidemiolégicos foram realizados em diferentes
regibes brasileiras. Por exemplo, na regido Sudeste, P. megistus foi recuperado em areas
urbanas®®, enquanto no Sul do Brasil, Triatoma circummaculata e Triatoma rubrovaria®! foram
relatados como as espéecies mais comumente detectadas. Na regido Nordeste espécies como
Triatoma brasiliensis, Panstrongylus lutzi e Triatoma pseudomaculata sdo frequentemente
relatadas”®*?. E importante ressaltar que varios ambientes naturais nesta regido, como arvores

xerofilas e rochas, sdo habitados por triatomineos®?,
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Dados sobre a distribuicdo desses vetores sdo necessarios para melhor compreender o0s
aspectos epidemioldgicos relacionados a transmissdo da DC e direcionar intervengoes
preventivas’. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia e distribuicio de espécies

de triatomineos em uma regido endémica para DC no Nordeste do Brasil.

Métodos
Area de estudo

O estudo foi realizado na microrregido de Garanhuns (Latitude 8°53"27"” Sul e Longitude
36°29'48" Oeste), estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil (Figura 1). A area compreende 21
municipios e € caracterizada por um clima semiarido com temperatura média anual de 22°C (17
- 30°C), precipitacdo méedia anual de 147 mm (25 - 295 mm) e umidade relativa do ar de 90%.

De 2007 a 2015, foram registrados 773 casos da DC na area de estudo, com média anual
de 85,8 casos por ano*.

Delineamento do estudo e anélise dos dados

Foi realizado um estudo retrospectivo com dados obtidos de 2008 a 2017. Todos 0s
dados foram fornecidos pela V Geréncia Regional de Saude do estado de Pernambuco, e foram
retirados do Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas.

Foram obtidas informacdes sobre a espécie do vetor, estagio de vida, area de captura e
municipio, e calculadas as frequéncias absolutas e relativas. Além disso, o teste Qui-quadrado
(x?) com correcdo de Yates (nivel de significAncia de 5%) foi utilizado para comparar a
positividade entre espécies e area de captura (intradomicilio ou peridomicilio) e entre estagios
e area de captura. O software BioEstat (versdo 5.3) foi utilizado para essas analises®®.

A distribuicéo espacial das espécies de triatomineos foi analisada por meio de um mapa

utilizando o sistema de informacdo geografica Quantum (QGIS 3.2 BONN). O método de
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otimizagdo de Jenks foi utilizado para organizar os dados e, posteriormente, construir um

histograma de frequéncias para identificar os agrupamentos.

e (apital - Recife
== Municipalities
3 Agreste

= Pernambuco

' 0 50 100 150 km

FIGURA 1: Area de estudo localizada na microrregifo de Garanhuns, estado de Pernambuco,
Nordeste do Brasil.

Resultados

Um total de 4.694 espécimes de triatomineos (469,4 + 221,2 por ano) foram coletados
durante o periodo de estudo, sendo 94,5% (4.434/4.694) e 5,5% (260/4.694) dos ambientes
intradomiciliar e peridomiciliar, respectivamente. Uma diferenca altamente significativa foi
observada entre as espécies mais comuns e area de captura (2 = 50,363; p = 0,0000), e entre
fases de vida e area de captura (y2 = 112,496; p = 0,0000). O maior numero de espécimes
coletados em um Unico ano (17,3%; 870/4.694) foi obtido em 2008. De todos os invertebrados
coletados, 92,5% (4.340/4.694) e 7,5% (354/4.694) eram adultos e ninfas, respectivamente
(Tabela 1). As espécies de reduvideos mais relatadas foram P. lutzi (30,36%), T. brasiliensis

(26,12%), T. pseudomaculata (22,43%) e P. megistus (20,54%) (Tabela 1).



60

TABELA 1: Espécies de triatomineos coletadas em areas intra e peridomiciliares de 2008 a 2017.

ESPECIES Intradomicilio Peridomicilio Frequéncia
adultos  ninfas total adultos  ninfas total Total relativa (%)
Panstrongylus lutzi 1375 14 1389 36 0 36 1425 30,36
Triatoma brasiliensis 968 194 1162 44 20 64 1226 26,12
Triatoma pseudomaculata 943 39 982 42 29 71 1053 22,43
Panstrongylus megistus 834 43 877 72 15 87 964 20,54
Triatoma spp. 12 0 12 0 0 0 12 0,09
Triatoma melanocephala 8 0 8 0 0 0 8 0,25
Rhodnius spp. 4 0 4 0 0 0 4 0,09
Panstrongylus sp. 0 0 0 1 0 1 1 0,02
Triatoma infestans 0 0 0 1 0 1 1 0,02
TOTAL 4,144 290 4.434 196 64 260 4.694 100
374 37.0 -36.6 36.2
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FIGURA 2: Distribuig&o dos triatomineos coletados na area de estudo de 2008 a 2017.

Discussao
Este estudo relata a ocorréncia de vetores da DC em areas intradomiciliares e
peridomiciliares de uma regido endémica do Nordeste do Brasil. A porcentagem de espécimes

coletadas em areas intradomiciliares é semelhante a um estudo anterior realizado na mesma
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area, onde 92,4% dos triatomineos foram coletados no intradomicilio'’. Esses invertebrados
geralmente vivem em ambientes silvestres, porém devido a degradacdo de seus habitats
naturais, triatomineos sinantropicos sdo frequentemente relatados'®. Esses artropodes sdo
atraidos por fontes de luz em éreas intradomiciliares'® ou podem ser transportados passivamente
por madeiras acumuladas ou tijolos, que podem servir de abrigo para 0s vetores e animais
sinantropicos, como marsupiais e roedores®2°,

Na area de estudo, a vigilancia desses vetores ocorre tanto de forma ativa quanto passiva.
Durante o periodo de estudo (2008 a 2017) foi observada uma reducéo gradativa no nimero de
espécimes, o que pode estar relacionado a uma melhora nas condi¢6es sanitarias da populacéo.
No entanto, o risco de dispersdo de vetores aumenta com a diminuigéo da vigilancia.

Tanto as ninfas quanto os adultos foram coletados em areas intradomiciliares e
peridomiciliares. A dispersdo dos triatomineos em diferentes ambientes pode estar relacionada
ao acasalamento ou a busca por alimento®®. Neste estudo, a presenca de ninfas no intradomicilio
indica a formacéo de colbnias nestes ambientes, representada pelo fenbmeno de domiciliagdo
e, consequentemente, alto risco de infecgdo humana’*2.

Vaérias espécies foram capturadas durante o estudo (P. lutzi, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata e P. megistus), sendo P. lutzi a mais frequente (30,36%). Essa espécie ja havia
sido detectada em outras regides brasileiras!>!’, e é relevante para a persisténcia da DC em
areas endémicas?. Do ponto de vista epidemioldgico, P. lutzi desempenha um papel crucial na
dindmica da infeccdo por T. cruzi no Nordeste do Brasil, uma vez que se alimenta de uma
grande variedade de hospedeiros (aves, roedores, marsupiais, cdes, cabras e humanos), muitos
dos quais sd0 comumente encontrados na area de estudo®. Por outro lado, T. brasiliensis,
aparentemente associado a roedores, tem sido considerado um dos mais importantes vetores de
T. cruzi no Brasil, utilizando como abrigo a espécie de cacto Pilosocereus gounlei

habitualmente encontrada na regifo Nordeste??.
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Da mesma forma, T. pseudomaculata e P. megistus compartilham habitat natural e
hospedeiros semelhantes. Curiosamente, T. pseudomaculata foi capturado em ecétopos
silvestres de Mimosa tenuiflora (popularmente conhecida como jurema-preta), uma vegetacédo
nativa encontrada na area de estudo?’. Embora com menor frequéncia, espécies do género
Rhodnius foram detectadas na area do presente estudo?’.

Os achados contribuem para uma melhor compreensdo da dindmica da DC na regido
Nordeste do Brasil. A ma qualidade dos materiais habitacionais e das moradias, principalmente
nas areas rurais, proporciona um ambiente favoravel a proliferacdo de vetores triatomineos.
Infelizmente, a transmiss&o vetorial da DC no Brasil ainda ocorre, e a domiciliagdo dos vetores
observada neste estudo é um fator de risco para a ocorréncia da doenca. Portanto, medidas
preventivas baseadas no controle vetorial devem ser implementadas na area de estudo para

reduzir a incidéncia da DC.
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CAPITULO 2

Molecular characterization of Trypanosoma cruzi DTUs

of the triatomine species in a Chagas disease endemic area

(Anexo 2: artigo publicado no periddico, Journal of Parasitic Diseases, v. 46, 2021.
DOI: https://doi.org/10.1007/s12639-021-01418-6)
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Caracterizacdo molecular de DTUs de Trypanosoma cruzi

de espécies de triatomineos em area endémica para doenca de Chagas

Resumo

Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da doenca de Chagas (DC), uma infeccao tropical
negligenciada com grande importancia para a salde publica. Este protozoario possui insetos
triatomineos como vetor, mas também pode ser transmitido por transfusdo de sangue,
transplantes de 6rgdos, ingestdo de alimentos, ou congenitamente. Possui uma populagédo
heterogénea classificada em Discrete Typing Units (DTUs), Tcl-TcVI e TcBat. O objetivo
deste estudo foi caracterizar molecularmente as DTUs de T. cruzi em triatomineos de uma area
endémica para a DC no Nordeste do Brasil. Triatomineos foram coletados e o contetdo
intestinal foi microscopicamente analisado para investigar a presenca de flagelados
tripanosomatideos. Além disso, os tratos digestivos de alguns espécimes foram dissecados e
analisados molecularmente por PCR e sequenciamento para Trypanosoma spp. Amostras
positivas na PCR foram posteriormente submetidas a uma multiplex PCR para caracterizar
DTUs de T. cruzi. Um total de 117 triatomineos foram coletados, sendo 93,16% no
intradomicilio e 6,84% em ambientes peridomiciliares. Os insetos foram identificados como
Panstrongylus lutzi (37,60%), Triatoma pseudomaculata (26,50%), Triatoma brasiliensis
(23,08%) e Panstrongylus megistus (12,82%). Os exemplares aqui analisados apresentaram
taxas de infeccdo por T. cruzi de 5,49% e 12,09% em exames parasitologicos e moleculares,
respectivamente. A triagem por PCR multiplex revelou 70,59% do genotipo Tcl, detectado em
todas as especies de triatomineos identificadas neste estudo e 29,41% de DTU Tclll/TclV
detectado em P. megistus e P. lutzi. T. cruzi infecta triatomineos em ambientes intradomiciliares
e peridomiciliares, o que chama a atencdo para o risco de infecgcbes humanas e para a

importancia da implementacao da vigilancia e acdes de controle entomoldgico.
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Palavras-chave Unidades de tipagem discreta. Triatominae, Vetores da doenga de Chagas,

Nordeste do Brasil

Introducéo

Protozoérios da Familia Trypanosomatidae tem sido causa de importantes doencas de
interesse em saude publica ha algum tempo. Dentre esses parasitos, Trypanosoma cruzi
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) foi identificado como o agente etioldgico da doenca de
Chagas ou tripanossomiase americana, uma zoonose tropical negligenciada ainda presente na
América Latina. Insetos (Hemiptera: Reduviidae:Triatominae) atuam como vetores desse
protozodrio, principalmente em paises em desenvolvimento onde as méas condigdes de
habitacdo facilitam a infestacdo por estes triatomineos (Barbosa-Silva et al. 2019). Também
podem ser transmitidos via transfusdo de sangue, transplante de 6rgéos, ingestao de alimentos
e congenitamente. Atualmente, acredita-se que aproximadamente 8 milhdes de pessoas estdo
infectadas em todo 0 mundo, com mais de 10.000 mortes por ano (OMS 2021).

Sabe-se que T. cruzi possui uma populacdo heterogénea com uma diversidade genética
atualmente classificada em Discrete Typing Units (DTUs), denominadas Tcl, Tcll, Tclll, TclV,
TcV, TcVI e TcBat (Marcili et al. 2009a; Zingales et al.2009, 2012). No Brasil, todas as DTUs
foram relatadas em diferentes biomas (Jansen et al. 2018) e isolados de hospedeiros selvagens
e domésticos (Marcili et al. 2009b; Bezerra et al. 2014; Jansen et al. 2018), bem como de
triatomineos coletados em habitats domesticos ou silvestres (Cominetti et al. 2014; Martins et
al. 2015; Ribeiro et al. 2016; Barbosa- Silva et al. 2016; Bezerra et al. 2018; Jansen et al. 2018;
Lima-Oliveira et al. 2020).

Tcl tem uma ampla distribuicao geografica em todo o continente americano e diferentes
mamiferos (gambas, roedores, primatas e tamandués) e espécies de triatomineos [por exemplo,

Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, Triatoma
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pseudomaculata Corréa & Espinola, 1964, Rhodnius nasutus Sta°l, 1859, Rhodnius pictipes
Sta°l, 1872] estéo envolvidos no ciclo silvestre (Zingales et al. 2012; Zingales 2018). A DTU
Tcl, também, foi isolada de cdes domésticos (Canis lupus familiaris) (Bezerra et al. 2014).

Por outro lado, Tcll é predominantemente encontrada nas regides sul e central da
América do Sul, sendo raramente relatado na América do Norte (Zingales 2018). Esta DTU foi
detectada especialmente em morcegos, primatas, roedores, marsupiais, quatis (Jansen et al.
2015, 2018); e vetores triatomineos (Lilioso et al. 2017; Dario et al. 2018).

Tclll estd geograficamente distribuido do nordeste da Venezuela & Argentina, sendo
predominantemente associada ao ciclo silvestre (Zingales, 2018). Esta DTU é comumente
encontrada em ecOtopos terrestres e fossoriais, tendo tatus dos géneros Dasypus,
Chaetophractus e Euphractus atuando como principais reservatérios (Zingales et al. 2012;
Zingales 2018), mas também podem ser encontrados em marsupiais (por exemplo, Didelphis
spp., Monodelphis spp.), roedores (por exemplo, Galea spixii) e humanos (Abolis et al. 2011;
Zingales et al. 2012; Martins et al. 2015). Da mesma forma, TclV € principalmente relacionada
com o ciclo silvestre, sendo relatada na América do Norte e do Sul. Os principais hospedeiros
desta DTU na América do Sul sdo primatas selvagens e quatis (Nasua nasua) e 0s guaxinins
atuam como reservatdrios importantes na América do Norte (Zingales 2018).

TcV e TcVI sdo raros no ciclo selvagem e dados sobre seus hospedeiros sdo escassos.
Ha alguns relatos em hospedeiros mamiferos do género Dasypus, Euphractus e Octodon
(Zingales et al. 2012). No Brasil, TcVI foi isolado em T. brasiliensis (Lima-Oliveira et al.
2020), e ambas as DTUs (TcV e TcVI) foram associadas a cardiomiopatia e megassindromes
em humanos (Zingales et al. 2012). Por ultimo, o TcBat foi isolado de Myotis spp., Noctilio sp.,
humanos (Marcili et al. 2009a; Ramirez et al. 2014), e foi detectado em Triatoma sordida (Sta°l,

1859) (Cominetti et al. 2014).



71

Apesar de todos os esfor¢os do Servico de Saude Brasileiro, a doenca Chagas ainda é
um problema para as populagdes indigenas vivendo em areas endémicas. Em algumas regides,
a domiciliacdo de espécies de triatomineos aumenta o risco de infeccdo, como tem sido
observado com o aumento de relatos de infeccdo por T. cruzi em cdes nos ultimos cinco anos.
Portanto, investigagOes sobre vetores naturalmente infectados por T. cruzi, bem como a
caracterizagdo genotipica deste protozoario contribuem para o0 entendimento da
ecoepidemiologia da doenca de Chagas, facilitando as decisdes sobre medidas preventivas para
reduzir o risco de infec¢Ges humanas e animais. O objetivo deste estudo foi detectar diferentes
DTUs de T. cruzi em triatomineos de uma &rea endémica da doenca de Chagas no Nordeste do

Brasil.

Métodos
Area de estudo

O estudo foi realizado no estado de Pernambuco, Regido Nordeste do Brasil (Fig. 1). A
area € composta por 21 municipios pertencentes a microrregido de Garanhuns (Latitude
8°53'27" Sul e Longitude 36°29'48" QOeste), caracteriza-se por um clima semiarido com
temperatura média anual de 22° C (variando de 17° C a 30° C), precipitacdo média de 147 mm
(variando de 25 a 295 mm) e umidade relativa do ar de 90%. Todas as comunidades rurais desta
regido tém paisagens semelhantes, com residéncias localizadas proximas a fragmentos
florestais e a presenca de palmeiras nativas. Cées, gatos e galinhas séo frequentemente relatados

nesses domicilios.

Coleta de triatomineos e identificacdo morfologia
De julho de 2018 a junho de 2019, espécimes de triatomineos foram coletados

ativamente com o auxilio de pingas no intradomicilio (por exemplo, colchdes, objetos
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guardados, caixas, paredes, quadros presos nas paredes) e peridomicilio (por exemplo,
galinheiros, pocilgas, galpdes de gado, pilhas de telhas, madeira e tijolos) areas que poderiam
servir de abrigo natural para esses insetos. Dois operadores realizaram cada amostragem entre
8 e 12 horas por um periodo de 30 min. Em seguida, as amostras foram colocadas em frascos
de pléstico e transportados para o laboratério para identificagdo morfoldgica (Lent e
Wygodzinsky, 1979). Informagdes sobre as espécies dos vetores, estdgio de vida, local de

captura e municipio foram registradas.
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Fig. 1 Area de estudo e distribuicio das espécies de triatomineos coletadas na microrregido de

Garanhuns, estado de Pernambuco, Brasil.

Deteccéo da infeccao por T. cruzi em triatomineos

Exame microscopico
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A deteccdo parasitoldgica direta foi realizada por compressdo abdominal de cada inseto
em 50puL de solugdo salina (0,9% NacCl), que foi entdo examinado em microscépico éptico com

ampliacdo de 400x para investigar a presenca de flagelados tripanosomatideos.

Anélise molecular

Os triatomineos foram dissecados individualmente e separados para extracdo de DNA
gendmico, que foi realizado seguindo um protocolo previamente descrito (Ramos et al. 2015).

As amostras de DNA foram testadas individualmente para Trypanosoma spp. através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando os iniciadores 18ST nF2 (5’-
CAACGATGACACCCATGAATTGGGGA-3’) e 18ST nR3 (5>-
TGCGCGACCAATAATTGCAATAC-3’), que amplificam um produto de 700-800 pb do gene
18S rRNA (Geysen et al. 2003). Controles positivo (DNA de T. cruzi de um triatomineo) e
negativo (DNA de um triatomineo ndo infectado) foram usados em todas as reagoes.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado
com GelRed™ (Biotium) e visualizado sob um transiluminador UV. Os produtos amplificados
foram purificados usando ExoSAP-IT (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instrucgdes
do fabricante, e sequenciado em ambas as direcdes em um sequenciador automatico ABI 3130
Genetic Analyzer (Biosystems), usando o método Sanger (Sanger et al. 1977). As sequéncias
de DNA foram comparadas com sequéncias do GenBank usando a ferramenta de pesquisa
BLASTN (Altschul et al. 1990).

As amostras positivas para PCR foram ainda submetidas a uma multiplex PCR, com
base no espacador ndo transcrito do gene miniexon (Fernandes et al. 2001). Para isso, o conjunto
de iniciadores TC1 (5’-ACACTTTCTGTGGCGCTGATCG-3), TC2 (5¢-
TTGCTCGCACACTCGGCTG-CAT-3’) e TC3 (5°-

CCGCGWACAACCCCTMATAAAAATG-3’) da regido intergénica do miniexon de T. cruzi
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e um oligonucleotideo comum a parte mais conservada do miniexon do gene, Me (5’-
TACCAATATAGTACAGAAACTG-3’). Esses primers amplificam produtos com 200 pb
(Tcel), 250 pb (Tcll/TcV/TcVI) e 150 pb (Tclll/TclV) (Fernandes et al. 2001; Aliaga et al.
2011). Controles positivo (DNA de T. cruzi de um triatomineo) e negativos (DNA de um
triatomineo ndo infectado) foram utilizados em todas as rea¢des, que também foram submetidas

a eletroforese como descrito anteriormente, mas em gel de agarose a 3%.

Resultados

Dos 117 triatomineos, 93,16% (109/117) foram coletados em &reas intradomiciliares e
6,84% (8/117) em &reas peridomiciliares. Todos os insetos foram classificados como adultos e
identificados como Panstrongylus lutzi (37,60%; 44/117), Triatoma pseudomaculata (26,50%;
31/117), Triatoma brasiliensis (23,08%; 27/117) e Panstrongylus megistus (12,82%, 15/117)
em 57,14% (12/21) dos municipios da area de estudo. A taxa de deteccdo parasitoldgica direta
foi 9,40% (11/117). A taxa de infeccdo observada em triatomineos foi de 13,33% (2/15) para
P. megistus, 12,90% (4/31) para T. pseudomaculata, 7,41% (2/27) para T. brasiliensis e 6,82%
(3/44) para P. lutzi (Neiva e Pinto 1923).

O trato digestivo de 91 espécimes (34 P. lutzi, 30 T. pseudomaculata, 15 T. brasiliensis
e 12 P. megistus) foram analisados, molecularmente, porque em algumas amostras (n = 26) o
material foi insuficiente para realizar tais analises. O exame microscopico detectou taxa global
de infeccédo por T. cruzi de 5,49% (5/91), enquanto DNA de Trypanosoma spp. foi detectado
em 26,37% (24/91) das amostras. Em particular, 26,47% (9/34) foram detectados em P. lutzi,
20,00% (6/30), em T. pseudomaculata, 13,33% (2/ 15), em T. brasiliensis e 58,33% (7/12) em
P. megistus. Homologias variando de 96,5% a 99,8% foram detectadas com sequéncias de T.

cruzi disponiveis no GenBank. A avaliagdo molecular revelou uma taxa de infeccdo por T. cruzi
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de 12,09% (11/91), sendo 8,82% (3/34) em P. lutzi, 10,00% (3/30) em T. pseudomaculata e
41,67% (5/12) em P. megistus.

As sequéncias de DNA aqui obtidas foram depositadas no GenBank sob os nimeros de
acesso: MN721297, MN721298, MN721299, MN721300, MN721302, MN721303,
MN721304, MN721305, MN721306, MN721308, MN721309. Vale ressaltar que a diferencga
entre 0 nimero de amostras positivas para PCR (24) e o nimero de sequéncias depositado no
GenBank (11), foi devido a qualidade das sequéncias obtidas.

A tipagem molecular para o gene miniexon de T. cruzi foi realizada para 17 amostras,
nas quais DNA de Trypanosoma spp. foi detectado. Doze amostras foram classificadas como
Tcl e as cinco restantes foram classificados como DTU Tclll/TclV (Tabela 1). Todas as
amostras de Tcl foram obtidas de triatomineos capturados do ambiente intradomiciliar. A
maioria das amostras que amplificaram para o primer TCIIlI (DTU Tclll/TclV) eram

triatomineos do intradomicilio e apenas uma amostra do ambiente peridomiciliar.

Tabela 1 Triatomineos examinados por espécie e infectados com diferentes DTUs de

Trypanosoma cruzi.

Espécies de DTFJ.TCI DTL.J'TCIII/TCIV

triatomineos 'T’giz;tll\égz/minados FR (%) 'T’giz:ltll\éizlminados FR (%)
P. megistus 4/6 66,67 2/6 33,33
P. lutzi 2/5 40,00 3/5 60,00
T. pseudomaculata 5/5 100,00 0/5 0,00
T. brasiliensis 11 100,00 0/1 0,00
Total 12/17 70,59 5/17 29,41

DTU: Discrete Typing Units/ FR: Frequéncia relativa
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Discussao

Este estudo revelou pela primeira vez a presenca de DTUs de T. cruzi dos genotipos Tcl
e Tclll/TclV em espécies de triatomineos coletados em uma area endémica para a doenca de
Chagas no Nordeste do Brasil (estado de Pernambuco), com predominancia da cepa do genétipo
Tcl detectada, exclusivamente, em amostras coletadas no ambiente intradomiciliar. A
genotipagem de T. cruzi baseada em um Unico alvo genético foi considerado uma limitacdo da
pesquisa devido a potencial influéncia da troca genética (Zingales et al. 2012). Porém, os dados
aqui apresentados sdo importantes e contribuem para o conhecimento epidemioldgico dos
genotipos de T. cruzi no Brasil.

Diferentes espécies de triatomineos (P. lutzi, T. pseudomaculata, T. brasiliensis e P.
megistus), a maioria deles capturados em areas intradomiciliares, foram avaliados neste estudo.
Esses dados séo corroborados pelos resultados obtidos em uma pesquisa recente na regiao
Nordeste do Brasil, que demonstraram que 94,5% dos espécimes de triatomineos foram
capturados em ambientes intradomiciliares (Silva et al. 2019). De modo geral, espécies de
ambos o0s géneros aqui detectados (Panstrongylus e Triatoma) séo encontrados em cavidades
de arvores, afloramentos rochosos e tocas de roedores (Gaunt e Milhas 2000). No entanto,
podem procurar refugio ou fontes de alimento em ambientes artificiais proximos a abrigos de
animais, aumentando o risco de infec¢édo (Ribeiro et al. 2014; Barbosa-Silva et al. 2019).

Em estudo anterior realizado na mesma éarea, P. lutzi também foi a espécie mais
frequente (Silva et al. 2012). Este inseto tem um comportamento alimentar promiscuo usando
animais sinantropicos, bem como humanos como fontes de sangue (Silva et al. 2017). Além
disso, apresenta alta taxas de infeccdo por T. cruzi, demonstrando sua importancia em areas
endémicas para DC (Silva et al. 2012). Por outro lado, T. pseudomaculata é encontrado
predominantemente em troncos de arvores, e se alimentam principalmente de sangue de

passaros. Outra espécie importante aqui detectada, T. brasiliensis, tem sido considerado o
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principal vetor de T. cruzi no Nordeste do Brasil. Embora esta espécie tenha sido
predominantemente associada a roedores (por exemplo, Galea spixii e Kerodon rupestris)
(Lilioso et al. 2020; Ferreira et al. 2020), ficou provado que eles podem usar uma ampla
variedade de fontes alimentares de sangue (por exemplo, passaro, gamba, cachorro, cabra e
humano) (Silva et al. 2017). A area de estudo é uma importante produtora de leite no Brasil.
Sendo assim, a expansdo das areas de criacdo bovina aumenta o desmatamento, que pode estar
associado a reducdo dos habitats naturais dos vetores, resultando em uma intensa invasao de
domicilios (Parente et al. 2017; Santos et al. 2020).

Os espécimes aqui analisados apresentaram taxas de infeccdo por T. cruzi de 5,49% e
12,09% ao exame microscépico e exames moleculares, respectivamente. Estudos microscopi-
cos realizados em outras &reas endémicas demonstraram menores taxas de infeccao nos estados
do Rio Grande do Norte (2,5%) (Barbosa-Silva, 2019), Ceara (1,4%) (Fidalgo et al. 2018) e
Piaui (0,8%) (Gurgel-Gongalves et al. 2010). Similarmente, uma investigagdo molecular reali-
zada no estado da Bahia mostrou uma taxa de infecgdo de 10% (Ribeiro-Junior et al. 2019),
também inferior ao observado no presente estudo. A maior taxa de infecgdo aqui detectada nas
analises moleculares era um achado esperado, uma vez que a sensibilidade da PCR é muito alta
quando comparada as técnicas microscopicas (Dworak et al. 2017). A analise microscépica ndo
pode ser desconsiderada, pois € fundamental para diferenciar as fases de desenvolvimento do
protozoario e, consequentemente, a taxa de metaciclogénese, que é uma caracteristica impor-
tante relacionada a capacidade de dispersdo do parasito. Assim, a combinacdo de analise mi-
croscopica e ferramentas moleculares € aconselhavel para aumentar a precisdo no diagnostico
e evitar resultados falsos negativos (Dworak et al. 2017; Herrera et al. 2021).

O gendtipo Tcl foi predominante em todas as espécies de triatomineos aqui identifica-
das. Sabe-se que esta DTU ¢é frequentemente encontrada nesses invertebrados (Breniére et al.

2016), sendo altamente prevalente em ambientes antrépicos (Lima-Oliveira et al. 2020). No
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Brasil, Tcl foi isolado de P. megistus (Ribeiro et al. 2016), Triatoma petrochiae Pinto e Barreto,
1925 (Lima-Oliveira et al. 2020), T. brasiliensis (Bezerra et al. 2018; Costa et al. 2018; Lilioso
et al. 2017; Lima-Oliveira et al. 2020), Triatoma viticeps (Sta°l, 1859) (Dario et al. 2018), Tri-
atoma sordida (Cominetti et al. 2014), T. pseudomaculata, Rhodnius nasutus (Brito et al. 2008)
e Rhodnius pictipes (Xavier et al. 2014).

Embora detectado apenas em infecg¢Bes Unicas neste estudo, este genotipo foi encon-
trado em infec¢Bes mistas com TclV em espécies de triatomineos coletadas nos Estados Unidos,
sugerindo que os vetores se alimentem de sangue de diferentes hospedeiros, ou de um unico
hospedeiro vertebrado co-infectado com DTUs distintas (Curtis-Robles et al. 2018). No Brasil,
co-infeccdes por Tcl foram relatadas em T. brasiliensis (Tcl, Tcll/VI e Tcl e Trypanosoma
rangeli genotipo A) (Lima-Oliveira et al. 2020); em amostras de acai (Tcl,Tclll, TcV, TcVI)
(Ferreira et al. 2018) e tecido cardiaco de um caso fatal de doenca de Chagas (Tcl, Tcll, Tclll,
TclV e Trypanosoma dionisii) (Dario et al. 2016). Em condigdes experimentais, Tcl apresentou
a maior taxa de infeccdo em macrdfagos, seguido por Tcll e Tclll (Ribeiro et al. 2018). Isso
demonstra a complexidade da patogénese da DC e a influéncia da heterogeneidade de diferentes
cepas de T. cruzi na fisiopatologia da doenca (Ribeiro et al. 2018). Além disso, Tcl foi isolado
em humanos apresentando diferentes evolugdes clinicas da doenca de Chagas (ou seja, assinto-
matica, cardiomiopatia grave, e em infec¢des agudas cronicas e fatais) (Abolis et al. 2011; Ra-
mirez et al. 2010; Santana et al. 2014; Oliveira et al. 2017; Calvopina et al. 2020).

Cinco amostras de espécimes de Panstrongylus spp. amplificaram para o primer TCIIl,
que ¢ especifico para DTUs (Tclll e TclV), relacionados ao ciclo silvestre (Zingales 2018).
Tclll ja foi isolado de P. lutzi e de humano infectado no Brasil (Abolis et al. 2011). Apesar de
ser predominante no ciclo silvestre, o TclV ja foi isolado em triatomineos do ciclo doméstico e

humanos na Venezuela (Carrasco et al. 2012) e no Brasil (Monteiro et al. 2012).
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No geral, a diversidade genética de T. cruzi é subestimada (Jansen et al. 2020) e a real
importancia deste conhecimento tem sido negligenciado em regiGes endémicas das Américas.
De fato, a caracterizacdo molecular dessas cepas é fundamental para entender melhor a eco-
epidemiologia da infeccdo (Breniére et al. 2016). Essa abordagem fornece informagdes impor-
tantes sobre interagcOes parasito-hospedeiro (Ribeiro et al. 2018). No entanto, a associacéo des-
sas DTUs com hospedeiros vertebrados e diferentes ciclos bioldgicos deve ser interpretada com
cuidado (Jansen et al. 2020), uma vez que nao foi possivel associar os gendtipos de T. cruzi a
qualquer variavel de resposta bioldgica (bioma e ambiente) ou espécies hospedeiras (Jansen et
al. 2020).

No estado de Pernambuco, Brasil, em estudo anterior, amostras de sangue de pacientes
com DC crénica apresentaram Tcll e TcVI (Rodrigues-dos-Santos et al. 2018), no entanto, até
onde sabemos, esta € a primeira anélise molecular de infecgdes e genotipagem de T. cruzi em
triatomineos na area estudada, demostrando uma maior taxa de infec¢cdo em comparagdo com a
técnica microscopica, comumente usada pelo Programa Nacional de Controle da doenca de
Chagas (PNCDCh). A deteccao de vetores positivos dentro ou perto de habitagdes humanas
sugere que as pessoas que vivem nesta area endémica para a doencga de Chagas tém riscos po-
tenciais de serem infectadas por T. cruzi. Além disso, € um alerta para a necessidade de imple-
mentacdo de medidas preventivas como a vigilancia entomolégica, para reduzir o risco de in-

fec¢Ges humanas e animais.
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Infecgdes por tripanosomatideos (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) em triatomineos (Hemiptera: Triatominae):
Uma avaliacao espaco-temporal em uma area endémica

para doenca de Chagas

Resumo

Esta pesquisa analisou a distribui¢do espaco-temporal de triatomineos infectados por parasitos
tripanosomatideos em uma regido endémica para a doenca de Chagas (DC), no estado de
Pernambuco, Nordeste do Brasil. A base de dados incluiu o nimero total de triatomineos
capturados nas areas intradomiciliares e peridomiciliares, bem como a taxa de infec¢éo (TI) por
tripanosomatideos. O meétodo G; por Getis—Ord foi usado para identificar agrupamentos de
concentracdo estatisticamente significativos e a T1 de triatomineos por tripanosomatideos. Foi
utilizado um modelo de regresséo linear generalizado com distribui¢do binomial para avaliar a
probabilidade de detectar a taxa de infec¢do por tripanosomatideos. Ao todo, 4.800 triatomineos
foram examinados, formas flagelares semelhantes a Trypanosoma cruzi foram detectadas em
10,29% deles, e a maioria das amostras positivas (98,17%) foram coletadas no intradomicilio.
As analises geoespaciais identificaram aglomerados de triatomineos em ambientes
intradomiciliares e peridomiciliares. De acordo com a regressdo logistica para as espécies
(Panstrongylus lutzi, P. megistus, Triatoma brasiliensis e T. pseudomaculata), a probabilidade
de deteccdo da infeccdo por T. cruzi permanece constante em até 50 espécimes examinados ou
mais. Os achados desta pesquisa revelaram um cenario nunca estudado nesta area atraves deste
tipo de andlise espaco-temporal, que é essencial para identificar areas de vulnerabilidade para

a ocorréncia desses vetores e consequentemente para a doenga de Chagas.

Palavras-chave: distribuicdo, taxa de infeccdo, Panstrongylus lutzi, Panstrongylus megistus,

Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata.
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Impactos
* A distribuigdo espago-temporal dos triatomineos foi avaliada.
« Trypanosoma cruzi foi detectado em 10,29% dos triatomineos examinados.
* Os dados permitem a identificagdo de areas de vulnerabilidade para ocorréncia de

vetores.

1 Introducéo

Os triatomineos (Hemiptera:Reduviidae:Triatominae) sdo insetos hemat6fagos de
grande importancia médica que atuam como vetores de patogenos, incluindo Trypanosoma
cruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida:Trypanosomatidae), agente etiolégico da doenca de
Chagas (DC) (Lent & Wygodzinsky, 1979). Esta antropozoonose negligenciada é endémica em
muitas areas da América Latina, onde permanece como uma importante causa de
morbimortalidade em populagfes humanas (Machado et al., 2012).

No Brasil, é considerada a segunda mais importante causa de mortalidade por infeccoes
parasitarias, com aproximadamente 55.200 6bitos de 2008 a 2019 (Brasil, 2019a). Infelizmente,
ndo existe vacina, e a cura depende de fatores como o estagio da doenca, a idade do paciente e
a suscetibilidade as cepas de T. cruzi as drogas antiparasitarias. Assim, a vigilancia vetorial é
uma importante estratégia para prevenir a infeccdo humana (Dias et al., 2016; Ribeiro-Janior et
al., 2019).

Os vetores ocorrem predominantemente em regides neotropicais (Jurberg et al., 2017),
habitando, especialmente, ambientes silvestres (Cominetti et al., 2014). No entanto, mudancas
ecologicas recentes (por exemplo, desmatamento, mudangas climéaticas e urbanizacdo) nas
areas rurais e urbanas tém alterado o comportamento desses insetos, que tém sido
frequentemente observados proximo de habitagdes humanas (ambientes intradomiciliares ou

peridomiciliares) (Argolo et al., 2008; Fidalgo et al., 2018; Sarquis et al., 2012; Schmufiis,
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2000). Embora todas as espécies da subfamilia Triatominae sejam considerados potenciais
vetores de T. cruzi, apenas alguns deles reanem condicGes especificas para ser um bom vetor,
como um alto grau de colonizacdo de eco6topos artificiais, comportamento antropofilico e um
intervalo curto entre a refeicéo e a defecacdo (Galvao, 2014).

No Brasil, foram registradas 68 espécies de triatomineos e 13 foram considerados de
importancia epidemiolégica (Panstrongylus geniculatus [Latreille, 1811], P. lutzi [Neiva &
Pinto, 1923], P. megistus [Burmeister, 1835], Rhodnius nasutus [Stal, 1859], R. neglectus
[Quaresma, 1954], R. robustus [Larrousse, 1927], Triatoma maculata [Erichson, 1848], T.
pseudomaculata [Corréa & Espinola, 1964], T. infestans [Klug, 1834], T. rubrovaria
[Blanchard, 1843], T. brasiliensis [Neiva, 1911], T. sordida [Stal, 1859] e T. vitticeps [Stal,
1859]; Brasil, 2019b). Por muito tempo, a principal medida de controle da DC foi baseada na
vigilancia vetorial, e ap6s um extenso programa de controle, o Brasil foi certificado como area
livre de transmissdo de T. cruzi por T. infestans. No entanto, outras espécies de triatomineos
continuam a invadir e colonizar ambientes artificiais perpetuando a doenca em regides
endémicas (Abad-Franch et al., 2013). A disseminacdo de areas habitadas por humanos pode
perturbar locais onde ocorrem ciclos naturais de T. cruzi, levando triatomineos a invadir
domicilios e também manter reservatorios sinantropicos préximos de moradias humanas
(Coura, 2007). Com o tempo, essas alteracdes permitiram a disseminacdo de triatomineos
infestando o intra e o peridomicilio, com taxas de infeccdo (TI) por T. cruzi variando de 1,3%
(Fidalgo et al., 2018) a 19,6% em algumas regides (Dias et al., 2016).

O monitoramento da dindmica de populagdes de vetores capazes de transmitir T. cruzi
a hospedeiros suscetiveis € fundamental para conhecer melhor as potenciais areas de risco, onde
ha a proximidade desses vetores a habitagdes humanas (Barbosa-Silva et al., 2019). Mais
recentemente, varios modelos estatisticos tém sido usados para analisar o comportamento

espaco-temporal dos vetores e seus patdgenos, gerando dados essenciais para a aplicacdo de
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medidas preventivas contra doengas negligenciadas (Talla et al., 2014). Portanto, este estudo
objetivou analisar a distribuicdo espago-temporal de triatomineos e avaliar a probabilidade de

deteccdo da TI por tripanosomatideos nesses vetores.

2 Materiais e métodos
2.1 Area de estudo, coleta de dados e aspecto ético

A érea de estudo esta localizada na regido Nordeste do Brasil, abrangendo um total de
21 municipios pertencentes a regido de saude de Garanhuns (Latitude 8°53'27"S e Longitude
36°29'48"0), estado de Pernambuco (Figura S1). Esses municipios sdo caracterizados por um
clima semi-arido com temperatura média anual de 22°C (variando de 17°C a 30°C),
precipitacdo média de 147 mm (variando de 25 a 295 mm) e umidade relativa do ar de 90%.
Esta area é uma regido endémica para DC, onde espécies de triatomineos foram capturadas em
ambientes intradomiciliares e peridomiciliares (Silva et al., 2019). Além disso, de 2001 a 2017,
foram registrados 68 dbitos por DC na mesma area (Brasil, 2019b).

Um estudo retrospectivo foi realizado usando os dados de 2008 a 2018, produzido pelo
Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas (PNCDCh) e fornecido pela V Geréncia
Regional de Saude do estado de Pernambuco. E importante notar que a coleta de espécimes néo
seguiu uma frequéncia regular.

Resumidamente, os espécimes de triatomineos foram coletados manualmente com o
auxilio de pincas no intradomicilio (por exemplo, colchdes, objetos guardados, caixas, quadros
colados nas paredes) e peridomicilio (ex. galinheiros, pocilgas, galpdes para gado, pilhas de
telhas, madeira e tijolos). Cada amostragem foi realizada entre 8 e 12 horas por dois operadores
por um periodo de 30 min tanto em ambientes peridomiciliares como intradomiciliares. Apos a
coleta, os espéecimes foram individualmente avaliados por meio de compressao abdominal e

exame do material fecal. O contetudo fecal foi homogeneizado em 50 pl de solugdo salina (0,9%
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NaCl) e visualizado sob um microscépio Optico em diferentes ampliacdes (100x e 400%). A
lamina inteira foi observada em cada analise. Por fim, a identificacdo das espécies de
triatomineos foi realizada de acordo com Lent e Wygodzinsky (1979).

A Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal Rural de

Pernambuco aprovou todos os procedimentos aqui realizados (numero da aprovacao 12/2019).

2.2 Anélise de dados

A corregdo de Yates teste qui-quadrado (x?) foi usado para comparar a presenca de
triatomineos positivos em &reas intradomiciliares ou peridomiciliares. O Kruskal-Wallis teste
foi usado para comparar os triatomineos coletadas nos diversos municipios. O nivel de
significancia foi fixado em 5%. O software BioEstat (v. 5.3) foi usado para realizar as analises

estatisticas.

2.3 Modelos estatisticos

O método G; por Getis-Ord foi usado para identificar agrupamentos estatisticamente
significativos de valores altos (pontos quentes) e valores baixos (pontos frios) (Getis-Ord, 1992;
Fischer & Getis, 2009; Pfeiffer et al., 2008) de concentracGes de triatomineos em ambientes
intradomiciliares e peridomiciliares, e também para a TI de triatomineos positivos para T. cruzi
em cada municipio. Os dados foram agrupados a cada dois anos, com excec¢do do ano (2018),

para facilitar sua interpretagdo. O Gj é calculado da seguinte forma:
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onde x; € o valor do atributo para o recurso j (por exemplo, total de triatomineos examinados
das areas intradomiciliar e peridomiciliar e TI em cada municipio), w; ; € a matriz de peso

espacial entre o atributo i e j, n € igual ao nimero total de recursos e:

n. 52 _ 2
J,J:l (%)

onde X; é a média e S; é o desvio padrdo dos valores dos atributos no periodo analisado para o
recurso i, respectivamente. Essa estatistica cria um z-score, que denota a significancia de uma
area especifica sobre suas areas vizinhas. Figuras foram criadas usando saidas do metodo G;,
uma para o numero total de triatomineos examinados nas &reas intradomiciliar e peridomiciliar
e outra para a TI de triatomineos infectados por T. cruzi.

Um modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢do binomial (modelo de regressao
logistica) (Dohoo et al., 2003; Thrusfield et al., 2018) foi usado para avaliar a probabilidade de

detectar a Tl por T. cruzi em triatomineos, de acordo com 0 nimero examinado.
Y; = Binomial(p;,n;)

onde n; representa 0 nimero de tentativas (Knowles) e p; é a probabilidade dos eventos. O
modelo de regressdo logistica foi adicionado como varidvel respostaa Tl (r;, i = 0, ...,1), como
variaveis explicativas o numero de triatomineos avaliados (xy,, i = 1, ...,150), e as espécies de
triatomineos (P. lutzi, P. megistus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata) identificadas na regido

de estudo (x,,, i = 1,....,4). A equacdo € representada da seguinte forma:



96

P(T'l' = 1)
LI\T P =) =Pt Pt Bt

onde By, B1; € B2;S40 0s parametros a serem estimados, os coeficientes linear e angular,

respectivamente; e ¢; é o erro aleatério. O teste de Wald (Bewick et al., 2005; Perdue & Seal,
2000) foi aplicado para avaliar a diferenca significativa que existe entre as espécies de
triatomineos (a < 0.05). Além disso, um grafico foi construido a partir da regresséo logistica,
mostrando a probabilidade média de encontrar uma determinada TI para P. lutzi, P. megistus,
T. brasiliensis e T. pseudomaculata em rela¢do ao numero de triatomineos avaliados.

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico R-3.6.1 ("R Core
Team", 2019), com os seguintes pacotes: Tidyverse (Wickham, 2017), sf (Pebesma, 2018),
spdep (Bivand & Wong, 2018), Estatisticas ("R Core Team", 2019) e aod (Lesnoff & Lancelot,
2012).

3 Resultados

No total, 4.800 triatomineos foram coletados e examinados, as formas sugestivas de
tripanosomatideos de T. cruzi foram detectadas em 10,29% (494/4.800). De todos os insetos
positivos, 98,17% (485/494) foram coletados em areas intradomiciliares enquanto 1,83%
(9/494) em éreas peridomiciliares (32 = 456,731; p < 0,0001). Tripanosomatideos semelhantes
a T. cruzi foram detectados em triatomineos dos géneros Panstrongylus (Berg, 1879) e
Triatoma (Laporte, 1832) (Tabela 1). Dados brutos de nimero de espécimes coletados em cada

municipio nas areas de intradomicilio e peridomicilio estdo disponiveis na Tabela S1.
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Tabela 1. Triatomineos examinados e taxa de infecgcdo por formas de tripanosomatideos em areas de intra e peridomicilio, durante todo o periodo

do estudo (2008-2018).

Area intradomiciliar Area peridomiciliar Total
Espécies

Examinados Positivos TI (%) Examinados Positivos TI (%) Examinados Positivos Tl (%)
T. rubrovaria 1 1 100,00 0 0 0,00 1 1 100,00
P. megistus 884 128 14,48 82 2 2,44 966 130 13,46
T. melanocephala 8 1 12,50 0 0 0,00 8 1 12,50
T. pseudomaculata 993 105 10,57 71 3 4,23 1064 108 10,15
P. lutzi 1461 149 10.20 36 0 0,00 1497 149 9,95
Triatoma spp. 11 1 9,09 0 0 0,00 11 1 9,09
Triatoma 1183 100 8,45 64 4 6,25 1247 104 8,34
brasiliensis
T. infestans 0 0 0,00 1 0 0,00 1 0 0,00
Panstrongylus sp. 0 0 0,00 1 0 0,00 1 0 0,00
Rhodnius spp. 4 0 0,00 0 0 0,00 4 0 0,00
Total 4545 485 10,67 255 9 3,53 4800 494 10,29

Abreviacdo: TI, taxa de infeccéo.
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3.1 Andlise de dados

A base de dados incluiu triatomineos positivos no intradomicilio e peridomicilio de cada
municipio. A identificacdo de tripanosomatideos foi determinada usando caracteristicas
morfoldgicas anteriormente descritas (Souza, 1999). Resumidamente, eles foram caracterizados
pela presenca de flagelo, membrana ondulante e o cinetoplasto localizado préximo ao nicleo.
Triatomineos positivos para T. cruzi foram detectados em 90,48% (19/21) dos municipios
estudados. No geral, Aguas Belas e lati apresentaram o maior nimero de espécimes positivos
coletados nas areas intradomiciliar e peridomiciliar. Nao foi observada diferenca estatistica
entre as duas areas citadas anteriormente (p > 0,05), mas diferem estatisticamente de todos os
outros municipios (p < 0,05). A TI foi maior nos municipios de Jupi e Calcado (Tabela S2).

As espécies de triatomineos mais frequentemente infectadas incluiram P. megistus, T.
pseudomaculata, P. lutzi e T. brasiliensis. A Figura 1 ilustra o nimero de triatomineos
capturados e examinados por ano para as quatro espécies (P. lutzi, P. megistus, T. brasiliensis
e T. pseudomaculata) que foram estatisticamente significativas. Durante todo o periodo de
estudo (2008-2018), uma aparente reducdo gradual no niumero de insetos coletados e T1 foram

observados (Figura 1).
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Figura 1 Numero de triatomineos examinados e capturados por ano (2008-2018). Os pontos
representam os valores observados por ano (total de triatomineos examinados e positivos). Os
dados foram divididos em quatro janelas, uma para cada espécie analisada (Panstrongylus lutzi,
P. megistus, T. brasiliensis e T. pseudomaculata). O intervalo de confianca (95%) (em cinza)

também é mostrado para o total de triatomineos examinados e positivos.

3.2 Analise geoestatistica

As analises geoespaciais permitiram a identificacdo de pontos quentes e frios para
triatomineos examinados de areas intradomiciliares em seis periodos (2008—2009 até 2018).
Em particular, na area intradomiciliar foram identificados pontos quentes em Aguas Belas e

pontos frios identificados em Garanhuns durante todo o estudo (de 2008 a 2018). A Figura 2
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ilustra pontos quentes e frios para triatomineos examinados no intradomicilio para todos os

municipios durante todo o periodo de estudo.
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Figura 2 Pontos quentes e frios para triatomineos examinados nas areas intradomiciliares de

cada municipio. As areas em branco correspondem a municipios dos quais ndo havia dados.

Para triatomineos examinados em areas de peridomicilio, os pontos quentes foram

identificados em Aguas Belas durante 2008—2009, 2010-2011, 2014-2015 e 2016-2017 e em

Itaiba durante 2008-2011. Por outro lado, pontos frios foram identificados em Garanhuns de

2008-2009 até 2016-2017. A Figura 3 ilustra pontos quentes e frios para triatomineos

examinados nas areas de peridomicilio para todos 0os municipios durante todo o periodo de

estudo.
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Figura 3 Pontos quentes e frios para triatomineos examinados em areas de peridomicilio em

cada municipio. As areas em branco correspondem a municipios dos quais ndo havia dados.

Para a TI, as analises geoespaciais identificaram que os dados foram homogeneamente

distribuidos e ndo formaram aglomerados. No entanto, pontos quentes foram identificados em

Canhotinho durante 2008-2009 e 2012-2013 e pontos frios foram detectados em Caetés de 2008

a 2018 e em Jucati durante o ano de 2018 (Figura 4).
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Figura 4 Pontos quentes e frios para a taxa de infeccdo dos triatomineos examinados em cada

municipio. As areas em branco correspondem a municipios dos quais ndao havia dados

3.3 Regresséo logistica
De acordo com a regressao logistica por especie (P. lutzi, P. megistus, T. brasiliensis e
T. pseudomaculata), a probabilidade de infeccdo por T. cruzi permanece constante em exames

com 50 espécimes ou mais (Figura 5).
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Figura 5 Probabilidade de uma espécie de triatomineo infectado por Trypanosoma cruzi em
relacdo ao tamanho da amostra examinada. O nivel de 95% sobre os valores de probabilidade

encontrados € fornecido na mesma cor para cada espécies.

4 Discussao

Este estudo relata o comportamento espaco-temporal de triatomineos infectados por
flagelados semelhantes a T. cruzi, coletados em areas intradomiciliares e peridomiciliares de
uma regido endémica para DC no Nordeste do Brasil. A Tl global aqui obtida (10,29%) é
semelhante ao relatado anteriormente (10%) no estado de Pernambuco (Silva et al., 2017). A
maioria dos triatomineos infectados foi coletada em &reas intradomiciliares, demonstrando o
comportamento sinantropico desses vetores (Silva et al., 2017). Esse achado indica um

alarmante cenario considerando que a proximidade desses vetores com residéncias é um dos
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principais fatores de risco para transmissédo de T. cruzi (Fidalgo et al., 2018; Ribeiro et al.,
2014).

E importante ressaltar que mais de 90% dos triatomineos examinados foram coletados
no intradomicilio, consequentemente quase todos 0s tripanosomatideos (98,17%) foram
detectados neste local. O alto nimero de espécies coletadas no intradomicilio também pode
estar relacionado com sua atragdo por fontes de luz (por exemplo, ldmpadas) facilitando o
estabelecimento de novas col6nias em ambientes internos (Carbajal de la Fuente et al., 2007).
Por outro lado, no peridomicilio, a abundancia de abrigos pode ser dificil para a captura desses
insetos durante a atividade de busca. Além disso, 0 método de captura (busca ativa) empregado
pelo programa de vigilancia entomoldgica apresenta baixa sensibilidade, e o numero de
espécimes capturados pode variar muito dependendo da densidade vetorial e das caracteristicas
do ec6topo (Abad-Franch et al., 2014).

A fauna de triatomineos da regido foi avaliada em 2012, e quatro espécies (P. lutzi, T.
pseudomaculata, P. megistus e T. brasiliensis) foram registrados (Silva et al., 2012).
Recentemente, esta lista foi atualizada, e outras espécies (T. melanocephala [Neiva & Pinto,
1923], T. infestans e Rhodnius spp.) foram adicionadas (Silva et al., 2019). Apesar do intervalo
de tempo entre os dois estudos e o aumento da diversidade de espécimes, fica claro que 0s
triatomineos mais comuns nesta area sdo aqueles epidemiologicamente importantes para a
transmissdo de T. cruzi.

Individuos pertencentes aos géneros Panstrongylus (Berg, 1879) e Triatoma (Laporte,
1832) foram positivos para tripanosomatideos semelhantes a T. cruzi. Embora apresentem
diferentes caracteristicas ecologicas, seu potencial como vetor ndo pode ser negligenciado. Por
exemplo, P. megistus é o vetor mais importante de T. cruzi em muitas regides brasileiras (Dias
et al., 2016) e estd associado com areas intradomiciliares e peridomiciliares (como, tocas de

animais, palmeiras e buracos de arvores) (Jurberg et al., 2017; Santos Junior et al., 2011). A
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capacidade de invadir e colonizar domicilios e a alta taxa de infecgdo por T. cruzi indicam que
esta espécie é de grande importancia epidemiolégica no Brasil apds o controle do T. infestans
(Gurgel-Gongalves et al., 2012).

Embora P. lutzi tenha sido considerada uma espécie secundaria para vigilancia
epidemioldgica, apresenta altas taxas de infec¢do natural e grande capacidade de invasdo
domiciliar; portanto, sua importancia como vetor ndo pode ser subestimada (Fidalgo et al.,
2018). Por outro lado, T. brasiliensis € uma das espécies mais importantes devido a sua ampla
distribuicio no bioma caatinga na regido Nordeste (Silva et al., 2017). E importante notar que
0 comportamento alimentar promiscuo desta espécie facilita a circulagdo de T. cruzi entre
ambientes antropicos e silvestres (Daflon-Teixeira et al., 2019).

As caracteristicas ecoldgicas de algumas espécies de triatomineos tém sido bem
estudadas; no entanto, deve-se atentar também para aquelas consideradas menos importantes
epidemiologicamente, como T. pseudomaculata. Embora esta espécie tenha apresentado baixa
taxa de infeccdo e de metaciclogénese para T. cruzi (Fidalgo et al., 2018; Perlowagora-
Szumlewicz & Moreira, 1994), sua preferéncia por habitacbes como cavidades, cascas de
arvores e galinheiros facilitam a invasdo de areas intradomiciliares, o que pode aumentar o risco
de transmisséo de T. cruzi (Barbosa-Silva et al., 2016).

A aparente reducdo gradual no numero de insetos coletados (P. lutzi, P. megistus, T.
brasiliensis e T. pseudomaculata) durante todo o periodo do estudo pode ter sido influenciado
pelo sucesso do programa de controle e evidente melhoria nas condi¢cdes sanitarias da
populacédo que vive nesta area (Fidalgo et al., 2018). Apesar de importante, o achado da aparente
reducdo gradual precisa ser interpretado com cautela, especialmente porque os esforcos
amostrais entre os anos podem ter influenciado nossos resultados. Por outro lado, a redugédo na
Tl provavelmente estd relacionada ao numero de espécimes examinados, no qual foi

demonstrado que até 50 andlises sdo suficientes para fornecer um valor confiavel de TI.
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Os achados da avaliagdo espago-temporal revelaram a presenca de pontos quentes e frios
para triatomineos examinados no intradomicilio e no peridomicilio. E importante destacar o
municipio de Aguas Belas como ponto quente e o municipio de Garanhuns como ponto frio
durante todo o estudo. As areas desses municipios fazem parte do bioma caatinga e apresentam
atributos ecoldgicos que sdo favoraveis a manutencdo de espécies de triatomineos (Gurgel-
Gongalves et al., 2012). Portanto, essa diferenca pode estar relacionada a execugdo das
atividades pelo programa de controle de vigilancia. Infelizmente, a frequéncia irregular de
coleta de espécimes dificultou uma anélise temporal mais precisa dos dados.

Em relacdo a TI, foi identificado um ponto quente no municipio de Canhotinho em dois
periodos (2008-2009 e 2012-2013), indicando que, embora minimo, considerando o numero de
espécimes coletados, o risco de infeccdo humana ainda existe. Por outro lado, a identificacdo
de pontos frios em Caetés (de 2008 a 2018) e Jucati durante 2018 sugere que o risco de infeccao
nessas areas foi menor neste periodo. Embora as analises geoespaciais ndao formaram
aglomerados para a T, as atividades de vigilancia entomolégica precisam ser continuas e
sistematicas para evitar a transmissdo de T. cruzi (Barbosa-Silva et al., 2019), pois triatomineos
positivos foram detectados em 90,48% dos municipios estudados. E importante notar que os
pontos quentes para 0s espécimes coletados ndo corroboraram com pontos quentes para TI.
Considerando que o numero de espécimes coletados ndo influencia a probabilidade de infeccao,
essa diferenca aqui relatada pode estar relacionada a condi¢des epidemiolégicas (por exemplo,
intensidade de acdo antropica, capacidade de domiciliacdo e colonizacdo de cada espécie) que
permitem a circulagdo de T. cruzi nestes insetos, bem como em potenciais hospedeiros
vertebrados.

Sabe-se também que a TI pode ser influenciada pela técnica de diagndstico empregado
pelo programa de controle de vigilancia. Exame microscépico do trato digestivo de insetos

apresenta sensibilidade limitada em amostras com baixo ndmero de formas de
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tripanosomatideos. Além disso, ele ndo permite a diferenciacdo dos estagios do parasito, bem
como a identificacdo adequada de tripanosomatideos de T. cruzi (Moreira et al., 2017). Embora
0 exame microscopico seja considerado uma importante ferramenta para avaliar a Tl dos
programas de vigilancia, o uso de técnicas moleculares mais sensiveis (PCR) pode aumentar a
deteccdo de insetos infectados, o que pode contribuir para a implementacdo de medidas de
prevencédo para a DC (Cominetti et al., 2013).

Pesquisas anteriores realizadas na mesma area revelaram uma ampla variedade de
hospedeiros vertebrados (por exemplo, passaros, roedores, caes, cabras e humanos) que sao
usados como fonte de sangue para triatomineos (Silva et al., 2017). Por exemplo, aves
domeésticas, tradicionalmente criadas em quintais pela populacéo local, desempenham um papel
importante na manutencao de col6nias de triatomineos, ja que sdo usadas como fonte de sangue.
Da mesma forma, roedores e marsupiais, hospedeiros de T. cruzi (Bezerra-Santos et al., 2021,
Jansen et al., 2018, 2020), também foram identificados como importante fonte de sangue para
algumas espécies de triatomineos detectadas neste estudo como T. brasiliensis, T.
pseudomaculata, P. megistus e P. lutzi (Silva et al., 2017). Considerando que as condicdes
climaticas de todos os municipios aqui estudados ndo diferem, muito provavelmente a
diversidade de hospedeiros vertebrados nestas areas pode contribuir para a variacao da TI, de
acordo com a espécie de triatomineo.

A analise de regressédo logistica realizada com algumas espécies (P. lutzi, P. megistus,
T. brasiliensis e T. pseudomaculata) demonstrou que a probabilidade de infeccao por flagelados
semelhantes a T. cruzi permanece constante em exames de 50 espécimes ou mais. Esse achado
é notavel, considerando que permite reducdo dos custos operacionais e do tempo, contribuindo
para a sustentabilidade das atividades do PNCDCh, ja que a avaliagdo de 50 amostras fornece

um valor de T1 confiavel.
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E importante destacar que esta area geogréfica, onde foi realizado o estudo, também foi
apontada como um dos 10 focos de doencas tropicais negligenciadas no mundo (Hotez, 2014).
As diferencas de comportamento (areas intradomiciliares e peridomiciliares) e distribuicdo de
espécies de triatomineos em regides endémicas para DC sdo explicados pela ecologia de cada
microrregido, pelo tipo e intensidade de acdo antrépica e pela capacidade de domiciliacdo e
colonizagdo de cada espécie, o que define sua importancia epidemioldgica em relacdo a DC
(Dias et al., 2000).

Nossos achados fornecem um cenério nunca estudado, nesta area, atraves deste tipo de
anélise espaco-temporal. A identificacdo destes pontos quentes ao longo do tempo é
fundamental para entender melhor a eco-epidemiologia de triatomineos e seus patdgenos
associados. Esses dados serdo Uteis para a identificacdo de areas de vulnerabilidade para
triatomineos infectados por T. cruzi e, consequentemente, maior risco de DC, incentivando a
adocdo de estratégias preventivas contra esses vetores. Finalmente, a aparente reducdo no
namero de espécimes coletados e Tl pode indicar uma melhoria no servico de vigilancia local,

bem como nas condigdes sanitarias em que a populagdo humana reside.
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5. Consideracoes finais

e Triatomineos das espécies P. lutzi, T. brasiliensis, T. pseudomaculata e P.
megistus foram as mais frequentes na éarea de estudo, capturados,
principalmente, no intradomicilio.

e A frequéncia de infeccdo por T. cruzi em triatomineos foi de 12,09% por
métodos moleculares.

e Alinhagem de T. cruzi, Tcl foi prevalente na area de estudo, sendo detectada
nas espécies P. megistus, P. lutzi, T. pseudomaculata e T. brasiliensis.
Enquanto, Tclll/TclV foram detectadas em P. megistus e P. lutzi.

e Os municipios de Bom Conselho, Calcado, Jupi, Saloa apresentaram as
maiores frequéncias de triatomineos infectados por T. cruzi.

e Em 90,48% dos municipios estudados foram identificados vetores positivos
para infeccdo por T. cruzi, ressaltando a importancia de acdes de vigilancia
entomoldgica continua e sistematica para evitar a transmissao por este
protozoario a humanos e animais.

¢ Recomendamos que, na area de estudo, sejam feitos trabalhos de educacao
em saude com a populacdo para que possam identificar, capturar de forma
segura os vetores e enviar aos Postos de Identificacdo de Triatomineos para
exame. Além disso, € importante que as equipes de vigilancia em saude
tenham continuidade na pesquisa de triatomineos para que as acfes de busca

ativa possam identificar as areas infestadas.
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Abstract

Introduction: Trypanesoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease (CD), a zoonotic infection transmatted by
tnatomme bug vectors to buman bemgs. Although the story of this parasitic infection was born m Braril and herve this has
made major step forward mformation, the same cannet be said about the actual disinbution of the fratomme vector in several
areas of this country. The aim of this study was to assess the occurrence of triatomine species m an endemic region for CD in
Mortheastern Brazl. Methods: A retrospective study was performed using data obtained from 2008 to 2017, All mformation was
provided by the I Geréncia Regional de Sanude of the state of Pemambuco. The spatial distribution of triatomine speciss was
analyzad by drawmg a map wsing the Quantum geographic information system Resuolts: A total of 4,694 tmatomime specimens
(4694 = 221.2 per year) ware collected dunng the period 2008-2017, with 94.5% (4,434/4 694) at the infrademucile and 5.5%
(260/4,694) at peridomicile emironment. Of all arthropeds collected, 92.5% (4,340/4.694) and 7.5% (354/4,6594) were adults and
nymphs, respectively. The species most frequently detected were Panstrongylus lurzi (30.36%), Triatema brasiliensis (26.12%%),
Triatoma pseudomaculata (22.43%), and Panstrongylus megistus (20.54%). Conelusions: These data contribute to a better
understanding of the distribution of T. cruzi infection in the Northeastern region of Brazil. Preventive measures based on wector
control should be mplemented in the stody area in order to reduce the burden thos neglected tropical diseasa.
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INTRODUCTION

Trypanesoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidas)
15 acknowladged as the etiological agent of Chagas disease
(CD). This parasitic infection is currently considered as one of
the most important neglected tropieal diseases and i1s a major
threat to public health, with an annual ineidence of 28,000 cases
and up to 12,000 deaths in the Americas alone'. The transmission
of the CD relies on ocewrence of triatomine vectors (e.g.,
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Trimtoma irgfestans, Pavsrongylus megisius and Rhodwiws robushis)
that carry the infacting form of the protezoon (i.e., metacyelic
trypomastigotes) n their fecal flmds, which are detected near
the site of the bite wound after a blood meal. Alternatively, T
cruzi comes mto contact with vertebiate hosts through mtact
mmcosal membranes, such as the comunctiva®. Furthermore,
in recent years additional routes of transmmssion such as blood
transfusion, organ transplantation, and transplacental and oral
transmi=sion have acquired importance®.

The vectors of I cruzi are hematophagous insects
(Reduviidas: Triatominae) belonging to a group of 148
species, 63 of which oceur in Brazil®. Approximately ten
species are eprdemmologically mportant for the transmission
of CD¥. In Brazil, the presence of these reduvids has been
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reported in different regions, since they are adapted to distinet
ecotypes*®. These specimens may lve in miradomiciliary and
peridomieiliary environments™® Peridomiciliary ecotyvpes,
mcluding animal facilities and building remains, play an
mportant role as a bridge between the domestic and wild cycles
of the disease®™.

Only a few epideniological surveys have been conducted mn
distinet Brazilian regions so far. For mstance, in the Southeast
region, P megistus has been retrieved m urban areas',
while in the South Brazl, Triatoma circummaculata and
Triatoma rubrovaria'® have been reported as the most
commenly detected species. In the Northeastern region species
such as Triatoma brasiliensis, Panstrengylus lutzi and
Triatoma psendomaculata are frequently reported™*. It is
mportant to note that several natural environments in this region
(e.g., xerophilous trees and rocks) are inhabited by triatomines®.

Data on the distribution of these vectors is needed to
better understand the epidemiclogical aspects related to the
transmission of CD and to drive preventive interventions’.
Thevefore, the amm of this study was to assess the occurrence
and distribution of tnatomime species in an endenme region for
CD m Northeastern Brazl.

METHODS
Study area

The study was conducted in the microregion of Garanhums
(Latitude 3°53'27" South and Longitude 36°29'48" West),
state of Pemambuco, Nertheasterm Brazl (Figure 1). The area
meludes 2] mumicipalities, and it is featured by 2 semi-arid
climate with a mean annual temperature of 22°C (17 - 30°C),
mezan annnal ranfall of 147 mm (25 - 295 mm), and relative
air humndity of 90%.

From 2007 to 2013, 773 cases of CD were recorded in the
study area, with an annual average of 85.8 cases per year'.

Study design and data analysis

A ratrospective study was performed wsing data obtained
from 2008 to 2017, All data were provided by the V' Geréncia
Regional de Saude of the state of Pemambuco, and were taken
from the Mational Chagas Disease Control Program.

Infioomation about vector species, life stage, area of caphuwe,
and mmmicipality were obtzmed, and the absclute and relatrve
fraquencies were calculated . In addiion, the Chi-square tast {¥2)
with Yates comection (3% significance level) was used to compare
the positivity between species and area of capture (intradomicile
or peridomicile), and between stages and area of capture. The
BioEstat software (version 5.3) was used for these analyses®.

The spatial distribution of triatomine species were analyzed
by drzwing 2 map using the Quantum geographic mformation
system (DGIS 3.2 BONN). The Jenks optimization method
was used to orgamze the data, and subsequently construct a
histogram of frequencies to identify clustering'®.

RESULTS

A total of 4,694 matomine specimens (469.4 + 2212 per
vear) were collected durng the study peried, with 94.5%
(4,434/4 694) and 5 5% (260/4,694) from the infradomieiliary-
and peridomiciliary- environments, respectively. A highly
significant difference was ocbserved between the most common
species and area of capture (¥2 = 50.363; p = 0.0000), and
between life stages and area of caphure (32 = 112.496; p =
0.0000). The largest oumber of specimens collected In a
single year (17.3%; BT0¢4,694) was obtained during 2008.
Of all invertebrates collected 92.5% (4,340/4 694) and 7.5%
(354/4,694) were adults and nymphs, respectively (Table 1). The
reduviid species most frequently reported were P lutzi (30.36%%),
I brasiliensiz (26.12%), T prendomaculata (22 43%), and P
megistur (20.54%) (Table 1).

Figure I illustrates the spatial distnbution of tiatomine
collected in the study area.
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FIGURE 1: Study area located at the microregion of Garanhuns, state of Pemamibuco, Northeasiem Brazil.
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TABLE 1: Triatominge species collected In Intra- and perdomiclie areas from 2005 ta 2017.
infradomiciie Paridomlclia
Species Total “""’u"'i
adults nymphs total adults nymphs total Trequency (%}
Panstrong s ez 1375 14 1369 36 1] 36 1425 30.26
Triafoma hrasiiensis 968 194 1162 44 20 64 1226 26.12
Triafoma
- 943 3 582 42 b=} T 1053 2243
Panstrongyius megisius 834 BT7 72 15 T EE 2054
Trigfma spp. 12 a 12 a o o 12 ouos
Triaioma meanocephals g a 8 a o o E 02s
Rhodnius spp. 4 ] 4 a a a 4 0.09
Pansfrongyius sp- o ] a 1 a 1 1 0.02
Triatoma infestans o ] a 1 a 1 1 0.02
Total 4,144 230 4434 198 =1 260 4,634 108
- are a2 3t 2 N
Lar
Jf L an
EL cmrn:.r:\::-
it il
'I\_\_\ Itsiba ™ Lag
Triatomines
N [ B-46 ra3
[ 47-132
Bl 133-275
0 10 20 30km B 276 - 801
. Bl 502 - 1557
b oy

FIGURE 2- Distribution of tiatomings collected at the stwdy area from 2006 to 2017

DISCUSSION

This study reports the ccemrence of vectors of CD in
miradommeiliary and peridomicihary areas of an endemic region
of Northeastern Brazl The percentage of specimens collected
from imtrademiciliary areas 1s similar to a previous study
conducted m the same area, whers 92 4% of matommes were
collacted mdoors!. These invertebrates wsually live mn wald

hahitats, synanthropic triatomines are fraquently reported®. These
arthropods are atiracted by light sources m miradomucile areas™
or may be passively transported by acoumulated wood or unmsed
synanthropic amimals such as marsupials and rodents*2.

In the study area, the vigilance of these vectors occurs both
actively and passmvely. Dunng the study peniod (2008 to 2017)
a gradual reduction in the mumber of specimens was observed,
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which may be related to an improvement in the sanitary
conditions of the population Neonethelsss, the nisk of vector
proliferation increasas with a decreasa mn vigilance.

and peridemiciliary areas. The dispersion of matommes m
different environments may be related to matmg or a search
for food®. In this study, the prezence of nymphs miradomicile
mdicates the formation of colonies in these environments

represented by the phenomencon of demicihiation, and
consequently high risk for mman infaction™.

Various species were capiured durng the study (1e., P lutzi,
I brasiliensis, I. pseudomaculata and P megizius), with P luiz
bemg the most frequent {30_36%). This species had been alieady
detected m other Brazmlian regions™", and is relevant for the
persistence of CD in endemic areas®. From an epidemiclogieal
perspective, P lutzi plays a crucial role mn the dynamoc of T
cruzi infection in Meortheastern Brazil, simee it faeds on a wide
plethora of hests (e.g., bivds, rodents, marsupials, dogs, goats,
and humans), many of which are commenly found within
the study area®. On the other hand, T brasiliensiz, apparently
assoclated with rodents has been considered one of the most
mmportant vectors of T eruzi m Brazil, using as a shelter the
cactus specie Pilosocereus goumellei commenly found m the
Mortheastarn region®.

Simmlarly, T preudomaculata and P megizfus share a simlar
natural habitat and hosts. Interestmely, T prewdomaculara has
been caphured m wild ecotypes of Mimasa tenujfiora (commenby
known as jurema-preta), a native vegetation foumd m the stody
arez®_ Altheugh less frequently, species of genus Rhodmius have
been detected i the area of the present stody!.

Findings contnibute to a better understanding of the
dynamies of CD in the Northeastern region of Brazil The poor
quality of housing materials and homes, especially m rural
areas, provides a favorable environment for the proliferation
of tmatomine vectors. Unfortunately, vector transmission of
CD 1 Brazil still ocoms, and the domiciliation of the vectors
observed in this study is a sk factor for the cccurrence of the
disease. Therefore, preventive measures based on vector control
should be implemented in the study area mn order to reduce the
meidence of CDN.
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of the triatomine species in a Chagas disease endemic area
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Abstract Trypanosoma cruzi is the etiological agent of
Chagas disease, a neglected tropical infection with great
public health imporance. This protozoan has triaiomine
insects as vecior but may also be transmitted throwgh blood
transfusion, organ transplants, ingestion of contaminated
food, or congenitally. It has a heterogeneous population
classified into Dizcrete Typing Units (DTUk), Tel-TeVI
and TcBat. The aim of this study was to moleculardy
characterize the DTUs of T. crugi in tristomines from a
Chagas discase endemic area in Northeastermn Brazil. Tri-
atomines were collected and the gt content was micro-
scopically analyzed to  investigate the presence of
trypancsomatid Aagellates. In addition, digestive tracts of
some specimens wene dissected and molecularly analyzed
through PCR for Trgparosoma spp. and sequencing. PCR
positive samples were funther submitted to a multiplex
PCR for DTUs of T, cruzi A iotal of 117 iristomines were
collectad, 93.16% being in intradomdicile and 6.84% in
peridomicile environments. Insects wene identified as
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Panstrongvius larzi (3T60%), Tristoma psewdomacidara
{26.50%], Trigroma  brasifiensis (Z3.0B%)  and
Panstrong s megistus (12.82%). The specimens herein
analyzed presented infection rates by T2 cruzi of 5 49% and
1209% in pamasitological and molecular examinations,
respectively. Muliplex PCR screening revealed 7059% of
the Tcl genoiype, detected in all trialomine species iden-
tified in this study and 2941% of the DTU TcellTelV
detected in P megistes and P, lwrzi. T creg infect tri-
atomines in intradomicile and peridomicile environmenis,
which brings attention to the risk of human infections and
to the importance of the implementation of surveillance
and entomalogical control actions.

Keywords Discrete typing units - Triatominae -
Chagas disease vectors - Mortheastem Brazil

Introduction

Pmotozoa of the Trypanosomatidae Family have been
causing important diseases of public health concem for a
long time. Amongst these parasies, Trpamosoma cregi
{Kinetoplastida: Trypanosomatidae) has been identified as
the etiological agent of Chagas disease or American try-
panceomiasis, a neglected tropical zoonosis still presents in
Latin America. Kissing-bugs (Hemiptera: Reduviidae:
Tratominae) act as vectors of this protozoan, mainly in
developing countries where poor housing conditions of the
population facilitate the infestation of insect voctors (Bar-
bosa-Silva et al. 2019). It may also be transmitted through
blood transfusion, organ ransplant, ingestion of comtami-
nated food, and congenitally. Curmrendy, it is believed that
approximately & million people are infected wordwide,
with over 10,000 deaths every year (WHO 202 1)
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It is known that T cruzi has a heterogeneows population
with a genetic diversity cumently classified into Discrete
Typing Units { DT Us), denoted Tel, Tell, TellL TelV, TEV,
TeWl and TcBat (Marcili et al. 200Ma; Fingales et al.
2009, 3012). In Brazl all DTUs have been meported in
different biomes (Jansen et al. 20 1E) and izolated from wild
and domestic hosts (Marcili et al. 2009 Berema et al.
2004; Jansen et al. Z018), as well &= from triatomines
mecovered from domestic or sylvatic hahitats {Comdnetti
et al. 2014; Martins ot al 2015; Ribeim et al. 2006; Bar-
hosa-Silva et al 2006; Bezerma et al. 2018; Jansen et al.
201E; Lima-Oliveira et al. 2020).

Tcl has a wide geographical distribution throughout the
American continent and different mammalian {e.g., opos-
sums, rodents, primates, and anteaters) and triaommine
species [e.g., Panstrong Wis megisius {Bomeister, 1835),
Triasese brasiliensis Meiva, 1911, Triaroma preid omee-
wiare Comia & Espinola, 1964, Rhodnivs nasanes Stdl,
1859, Rhodrius picripes Std], 1E72] are involved in the
sylvatic cycle (Zingales et al. 2012; Fingales 2018). It has
also heen izolated from domestic dogs (Conils  Jupus
Sfamuliaris) (Bezema of al. 2004). Conversely, Tell is pre-
dominantly found in sowthern and central regions of Sowth
America, being marely reponed in Marth America { Zingales
201E). This DTU has heen detected especially in hats,
primates, rodents, marsupials, coatis (Jansen et al
2015, 2018); and trisomine wectors | Lilioso et al. 2017;
Dario et al. 201E).

Telll is goongraphically distributed from northeastem
Venezuela to Argentinag, being prodominantly associated
with the sylvatic cycle (Zingales I01E). This DTU is
commaonly found in temrestrial and fossorial ecotopes,
having armadillos of te genera Dasypies, Chaeroph racts
and Fuphracoes acting as main reservoirs (Zingales et al.
2002; Lingales 2018), but they can also be found in mar-
supials {e.g., Dideiphis spp., Monodelpfis spp.), mdents
{e.g., Cralea spivii), and humans {Abolis o al. 201 1; Zin-
gales et al. 2012; Martins of al. 2015). Similady, TelV is
mastly melated with the sylvatic cycle, being repored in
Maorth and Sowth America The main hosts for this DT in
Sowth America are wild primates and coatis { Nasia nagiaa),
whereas rmcooons act as important reserdoirs in NMonth
America (Fingales 201 E).

TeV and TV are rare in the wild cycle and data about
their host range is scant. In fact, some reparts have been
performed in mammalian hosts of the genera Danyvpus,
Euphracois and Octodon | Zingales et al. 2012). In Brazil,
TeWI has been isolated in T brasiliensis | Lima-Oliveira
et al. 3020}, and both DTUs {TcV and TV have been
associated with candiomyopathy and mega syndromes in
humans (Fingales et al. 2012). Lastly, TcBat has been
izolated from Myvoris spp., Nocrlfle sp, and humans
(Marcili et al. 2009 Raminez ot al. 2014, and it was also

&) Springer

detected in Trigtoma sordida (5tdl, 1859) (Cominetti et al
20140,

Despite of all effons of Brazilian Health Service, Cha-
gas dizease iz still a real trouble for indigenows populations
living in endemic areas. In some regions the domiciliation
af trisomine species increase the risk of human and animal
infaction as it has been observed with the increase of
repaonts of T, cre infection in dogs over the last five years.,
Therefore, investigations on naturally infected T, eregl
vectors, as well as the genotypic characterization of this
protozoan contribute to the understanding of the eco-epi-
demiplogy of Chagas disease, facilitating decisions on
preventive measumnes o reduce the risk for human and
animal infections. The aim of this study was o detoct
different DTUs of T. cruzd in triatomines from a Chagas
dizease endemic area in Montheastern Brazil.

Methods
Study area

The study was performed in the state of Pemambwcn,
MNortheastern region of Brazil (Fig. ). The area is com-
prizod of 21 municipalitics belonging to the micro region of
Garanhuns  (Latitede  §°53'27"  Sowth and Longitude
36X 48" West), and it i featured by a semi-arid climate
with average annual temperature of 22 °C {manging from
17 3C to 30 2C), minfall mean of 147 mm {rmnging from
25 to 295 mm) and air relative humidity of 90%.

All mural communities in this region have similar Tand-
scapes, with residences located near forest fragments and
the presence of native palm trees. Dogs, cats and chickens
ame frequently reported in these domiciles.

Triatomine collection and morphological
identification

From July 2018 to June 2019, triatomine specimens wene
actively collected with the aid of tweezers in intradomicile
{e.g., hed frames, stored object, boxes, walls, pictures
stuck on walk) and peridomicile {eg. chicken coops,
pigpens, cattle sheds, piles of tiles, wood and bricks) areas
that could serve as natural shelier for these insects. Two
operators performed each sampling between & and 12 am
for a period of 30 min. Afterwards, samples were placed in
plastic vials and transported to laboratory for maorpholog -
ical identification (Lent and Wygodzinsky 1979). Infor-
mation about vector species, life stage, site of capture, and
municipality wene recorded.
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Detection of T, crgd infection in tristomines
Microscopic examinaion

The dinect parasitological detection was made by abdom-
inal compression of cach insect in 50uL saline solwtion
(0.9% MNall), that was then examined in an optical
microscopic at 400x= magnification to nvestigate the
presence of trypanosomatd flagellates.

Molecular analysis

Tristomines were individually dissectsd and digestive
tracts were separated for genomic DMA extrmction, which
was performed following a previously described protocol
(Ramas et al. 2015).

DMA samples were individually tested for Trypane soma
spp. through Polymerase Chain Reaction {PCR) using the
primers 1857 nF? (F-CAACGATGACACCCATG
AATTGGGEGEA-3) and 185T nR3 (F-TGOGOGACCAAT
AATTGCAATAC-3), which amplify a product of
TOO-800 bp of the 185 rRMA gene {(Geysen ot al. 20032).

Positive (DNA of T. cruzi from a triatomine) and negative
(DNA of an uninfacted triatomine) contmols were used in
all reactions. PCR producis were subjected to elec-
trophoresis in 1.5% agamse gel, stained with GelRed™
{Biotium) and visualized under an UV transilluminator.
The amplified products were purified using ExoSAP-TT'E
{Thermo Fisher Scientific), according to manufacturer’s
instructions, and sequenced in both directions in an auto-
matic sequencer ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosysiems), using the Smnger's method {Sanger et al
1977). DNA sequences wene compared with sequences
from the GenBank database using e BLASTn search tool
{Altschul et al. 1990

PCR positive samples wene further submitted to a mul-
tiplex PCR, based on the non-transcribed spacer of the
miniexon gene (Femandes et al. 2001). For this, the set of
primers TCl (F-ACACTTICTGT GGOGCTGATCG-1),
TC2 {5 -TTGCTOGCACACTOGGCTG-CAT-3) and TC3
(F-COGOGWACAACCOCTMATAAAAATG-3)  from
the inergenic region of T criezi miniexon, and 4 oommon
oligomuclectide down stream from the most conserved pant
of the miniexon gene Me (F-TACCAATATAG
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TACAGAAACTG-3") were used. These primers amplify
products with 200 bp (Tcl), 250 bp (Tell! TSV TeVI) and
150 bp {TeOUTelV) {Fernandes ot al. 2001; Aliaga et al.
2011, Positive (DN A of T. cruzi from a triatomine) and
negative (DNA of an uninfected ristomine) controls were
wsed in all reactions, which were also subhjected to elec-
tophomesis as previously described, ot in 3% agamse gel.

Results

Out of 117 ristomines, 93.16% (10W117T) wene collectad
in intradomicile areas and 6.84% (F117) in peridomicile
areas. All insect samples weme classified as adults and
identified a8 Pansrrongdus lurezd (37.60%; 440117, Tr-
aroma  prewdomaculara (26 50%;  3W1T),  Triaoma
bragiliensis (23.08%; 2771 17) and Panstrongybis megishus
(1282%, 15/117) from 5714 % (122 1) of municipalities of
the study area. The direct pamsitological detection rate was
Q.40% (11/117). The infection rate observed in ristomines
was 13.33% (2/15) for P. megisnes, 12.90% (4/31) for T,
prewdomacilate, TA1% (W2T) for T. brasiliensis and
6.82% (3/44) for P. lurzi {Neiva and Pinto 1923).

The digestive tracts of 91 specimens {34 P furzi, 30 T.
prewdomarlata, 15 T, brasiliensis and 12 P, megishis)
wene moleculady analyzed hecause in some  samples
{n =26) the material was insufficient to perform both
analyses. The microscopical examination detected an
overall infection rate by T. cruzi of 5.49% (5/91), wheneas
Trypanosoma spp. DM A was detocted in 26.37% (24/91) of
the samples. In particular, 2647% (934) were detected in
P berzi, 20.00% (6730 in T prendomaculara, 1333% (2/
15) in T. brasiliensiz and 58.33% (W12) in P. megisns.
Homologies varying from 96.5% to 99.8% werne detected
with T crezl sequences available at the GenBank datshase.
The meolecular assessment revealed an infection raie by T.
crugi of 12.09% (11/91), being B.E2% (3/34) in P Jurzi,
10.00% (330 in T prendomacidate and 41.67% (312 in
P megisnis. The DNA sequences herein obmined were
deposited in the GenBank under the accession numbers:
MMNT2I297, MNTZIZ9E, MMNT21299, MMNT21300,
MNT21302, MNT2I303, MNT21304, MMNT21305
MMNT21306, MNTZI308, MNT21309. Tt is worth mention-
ing that the difference between the number of positive
samples for PCR {(24) and the number of sequences
deposited in GenBank (11), was due to the quality of the
soquences obtained.

Muolecular typing for the minievon gene of T cruegl was
performed for 17 samples, in which Trpanosoma spp.
DNA was detecied. Twelve samples were classified as Tel
and the remaining five wene classified as DTU Telll/TelV
(Tahle 1). All samples of Tcl were obtained from -
atomines captured from the intradomicile enwvironment.

&1 springer

Most of the samples that amplified for TCIT primer {DTU
TellliTeIV) were tristomines from intradomicile and only
one sample from peridomicile envimnment.

Dhiscussion

This study revealed for the first time the presence of T
crigl DTUs Tel and Telll/Tel'V group in tristom ine species
collected from a Chagas disease endemic area in Maorth-
casiern Brazil {state of Pemambuco), with predominance of
the genotype Tel strain detected exclusively in samples
collected in intradomicile environment. The genotyping of
T. criezi based on a single genetic target had been consid-
emed a limitation of the mesearch due to e potential
influence of genetic exchange (Zingales et al. 2012). Even
though, data herein presented are important and contributes
to the epidemiological knowledge of T. cruzi genotypes in
Brazil.

Different iristomine species (ie., P. lwz T prewdo-
macidare, T. brasiliensis and P. megishes), most of them
captured in intradomicile areas, were evaluaied in this
study. This data is supponed by the results obtained in a
recent mesearch in the Nonheastern region of Brazil, which
demonstrated that 94.5% of the tristomine specimens wene
captured in indoor environments (Silva et al 2019, In
general, species of hoth generm herein detected (ie.,
Panstrong s and Trioromaa) are found in burmows, tree
cavities, termestrial mocky habitats and rodent lais (Gaunt
and Miles 200{0). However, they may search for refuge or
food sources in artificial envimnments close to domestic
animal shelters, increasing the risk of human and animal
infection (Ribeim et al. 2014; Barbosa-Silva et al. 2019).

In previous study conducted in e same anea, P. lurzi
was also the most froguent species (Silva et al. 2012). This
insect has a promiscuous feeding behavior vsing domestic
and synanthropic animals, as well as human as sounce of
blood (Silva et al. 2017). Additionally, it presents high
infection rates by T. crugl, demonstrating its epidemio-
logical importance in endemic aneas for CD (Silva et al
2012). On the other hand, T. prendomacilane is found
predominantly in tree tunks, and feed mainly on blood of
hirds. Ancther important species herein detected, T
brasiliensis, has been considered the main vector of T
cruzi in Morheastern Brazil. Although, this species had
heen predominantly associated with rodents (eg. Cralea
spixii and Kerodon rupestris) (Lilioso of al. 2020; Fermeira
et al. 20230), it has been proved that they may wse a wide
variety of blood food sources {e.g., bind, skunk, dog, goat
and human) {Silva e al. 2017). The area of study is an
important producer of milk in Brarzil. Accordingly, the
expansion of areas of bovine rearing increase the defor-
estation, which may he associabed meduction of natural
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Tahle | Triziomines examined by species and infeceed with differemt DTUs of Trpanasoma aragi

Trizkmmine species DT Tl DT TelUTTV

Pusitive’Tot] examined RF (%) P & ves Teslz] ex aminesd RF (&)
P. megisous &6 6667 6 3333
P Turg 5 A0 W5 G000
T. preudomarulam S5 10000 w5 000
T. brasilensis 171 T w1 00
Tatl 12n7 .S 57 2941

DTLE Discrete Typing Units / BF: Rebfve frequency

hahitats of vectors, resulting in an ntense invasion of
domiciles (Pamente et al. 2017; Santos et al. 2020).

The specimens henein analyzed presented infection rates
by T. erugl of 5.49% and 1209% at microscopic and
meolecular examinations, respectively. Microscopical stud-
ies performed in other endemic areas demonstrabed lower
infection rates in the states of Rio Grande do Maonte (2.5%)
{Barboss-Silva, 20019, Ceari (1 4%) (Fidalgo et al. 2018)
and Piawi {08%) { GurgeHGongalves et al. 20100, Similarly,
a malecular investigation performed in the state of Bahia
showed an infection mate of 10% (Ribeim-Junior et al.
20197, al=o lower than what was observed in the present
study. The higher infection raie hemin detecied in the
molecular analyses was an expected finding, zince the
sensitivity of PCR is very high when compared to micro-
soopic technigues (Dworak @ al. 201 7). The micrmscopical
analysiz cannot be disregarded as it is pivotal in differen-
tiating the stages of protozoan development and conse-
quently the metacyclogenesis mte, which is an important
feature related to the dispersion ahility of the parasite.
Accondingly, the combination of micrecopical analysis
and molecular tools is advisable to increase accuracy in
diagnosiz and avoid false negative results (Dworak et al
H017; Hemrera et al. 2021).

The Tel genotype was prodominant in all species of
iriatomines herein identified. It i known that this DTU is
commonly found in these inverichrates {Breniene et al.
2016), being highly prevalent in anthropic enwvinnments
(Lima-Cliveira et al. 2020). In Brazil, Tel has been isolated
from P. megisnis (Ribeimo et al. 2006), Triaroms perrochioe
Pinio and Barmeto, 1925 (Lima-Oliveira et al. 2030, T
brasiliensis (Bezerra et al. 2018; Costa et al. 2018, Lilioso
et al 2017; Lima-4liveira et al. 2020), Traroma witiceps
(5tdl, 18590 (Dario et al. 2018), Triaroma sordida (Comi-
neiti et al. 20040, T psesdomaculane, Rhodnius nasurs
{Brito at al. 2008) and Rhodnius pictipes (Xavier a al
20140 Though detected only in zingle infections in tis
study, this genotype has heen found in mixed infections
with TeI'V in triatomine species collected across United
States, suggesting that the vectors ke blood meal from

different hosts species, or from a single venchrmate host
species co-infected with distinct DTUs { Cuntis-Robles ot al
20 18). In Brazil, Tel co-infectons have been reponed in T
brasilensis {Tel + TellUVI and Tel 4+ Trypanosoma ran-
geli genotype A) (Lima-Oliveirm et al. 20300 in agal
samples (Tel 4+ Telll 4+ TeW 4+ TeVI) (Femeira et al
2018) and cardiac tzzue from a fatal case of acute oral
Chagas  disease  (Tcl 4+ Tell + Telll + TelV + Try-
panosoma dionisil) (Dario et al. 2016). In experimental
conditions, Tel presented the highest rate of infection in
macrophages, followed by Tell and Telll {Ribeim of al
2018). Thizs demonsirates the complexity of the Chagas
dizease pathogenesis and te infuence of the hetemgeneity
aof different T crexl strains in the physiopathology of the
dizeaze (Ribeino et al. 2018). Moreover, Tcl has been iso-
lated in humans presenting different clinical evolution of
Chagas disease {i.e., asymptomatic, severe cardiomyopa-
thy, and in chronic and fatal acute infections) { Abaolis et al
J011; Ramirez et al. 2010; Santana et al. 2004; Oliveia
et al. 2017; Calwopina et al. 2020).

Five specimens of Parstrongylus spp. amplified for the
primer TCHL which is specific for DTUs (Telll and TelV),
related to the sylvatic cycle (Zingales 201E). Telll has
already boen iolated from P lierzl and from a chonically
infected human in Brazil {Abaolis et al. 2011, Although
predominant in the sybeatic cycle, Tcl'V has already boen
izolated in iriatomines from the domestic cycle and in
humans in Venczuela (Camasco et al 2012) and Brazil
{Monteino et al 2012).

Creerall, the genstic diversity of T erugl is wnderesti-
meated {Jansen et al. 2020) and the real importance of this
knowledge has been neglected in endemic regions of Latin
America In fact, the molecular characierization of these
strains is pivotal & better understand the eco-epidemiolo gy
af the infection {Brenitre et al. 2016). This approach pro-
vides important information on host-pamsite interactions
(Ribeiro et al. 2018). However, the association of these
DTUs with vertchrate hosts and different hiological cycles
should be carefully interpretad {Jansen et al. Z030), since it
has not boen possible to wnequivocally associate T craesl
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genotypes with any hiological mesponse variahle (hiome
and environment) or host species (Jansen et al 3030,

In the state of Pemambuco, Brazil, in a previous study,
hlood samples from patients with chronic Chagas disease
presented Tcll and TeWl (Rodhiguees-dos-Santos et al.
201E), however, to the best of our knowledge, this is the
first molecular analysis of infections and genotyping of T
crizi in triatomines in the stedied anrca, demonstrating a
higher infection rate companed to the tochnigue |{micro-
scopic examination) commonly wsed by the National Pro-
gram of Control of Chagas Disease (PNCDCh). The
dedection of positive veciors inside or close to human
dwellings suggests that people living in this Chagas disease
endemic area have potential risks of becoming infected by
T crugzi. Additionally, it is an alent for the need of imple-
menting  preventive measumes  such as  entomaological
surveillance to reduce the risk of human and animal
infection.
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Abstract

This research analysed the spatiotemporal distribution of triatomines infected by
trypanosomatid parasites in an endemic region for Chagas disease, in the state of
Pernambuco, Mortheastern Brazil. The database included the total number of tri-
atomines captured from intradomicile and peridomicile areas, as well as the infection
rate (IR} by trypanosomatid. The G by Getis-Ord method was used to statistically
identify significant comcentration clusters and the IR of tristomines by trypanoso-
matids. A generalized linear regression model with a binomial distribution was used
to evaluate the probability of finding an IR by trypanocsomatids. Owerall, of 4,800
tristomines examined, trypanosomatid forms similar to Trypanesoma cruzi were de-
tected in 10.29% of them, and the majority of positive specimens ($8.17%) were
collected at intradomicile. The geospatial analyses identified triatomines clusters in
intradomicile and peridomicile envircnments. According to the logistic regression
data for species (Panstrongylus lutzi, P. megistus, Triatoma brasiliensis and T. pseu-
domaculata), the probability of detection of T. cruzi infection remains constant in up
to 50 specimens examined or more. The findings of this research revealed a scenario
never studied in this area through this type of spatiotemporal analysis, which is es-
sential to identify areas of vulnerability for the occurrence of these vectors and con-

sequently for Chagas disease.

KEYWORDS
distribution, infection rate, Penstrongyius lutzi, Panstrongylus megistus, Trigtoma brasiliensis,
Trigtoma pseudomaculata
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1 | INTRODUCTION

Tristomines [Hemiptera:ReduviidaeTristominag) are hematopha-
gous incects of great medical importance that act as vectors of path-
ogens, incleding Trypenosoma oruzi (Chagas, 1909) (Kinetoplastida:Tr
ypanosomatidae), the eticlogical agent of Chagas disease (CDY (Lent
& Wygodzinsky, 197%). This neglected anthropozoonosis is endemic
in many areas of Latin America, where it remains as an impaortant
causze of morbidity and mortality in human populations (Machado
etal, 2012).

In Brazil, it has been considered the second most import-
ant cause of mortality by parasitic infections, with approdimately
53.200 deaths from 2008 to 2019 (Bra=il, 2019a). Unfortunataly,
there is no vaccineg, and the cure is dependent on factors such as the
stage of the disease, the age of the patient and the susceptibility of
the T. cruzi strains to anti-parasitic drugs. Hence, vector surveillance
iz an important effective strategy to prevent human infection (Dias
etal, 2014; Ribeiro-Minior et al,, 2019

The vectors occur predominantly in neotropical regions (Jurberg
et al, 2017, inhabiting especially wild emvironments [Cominetti
et al., 2014}, However, recent ecological changes e.g. deforestation,
climate change and urbanization] in both rural and wban areas have
altered the behaviowr of these insects, which have been frequently
obzerved close to human dwellings (i.e. intradomicile or peridomi-
cile environments; Argolo et al, 2008; Fidalgo et al, 2018; Sarguis
etal, 2012; Schmufis, 2000). Althowgh all species of the Triatominae
subfamily had been considersd potential vectors of T. cruzi, only some
of them gather specific conditions to be & good vector, such as a high
degree of artificial ecotype colonization, anthropophilic behaviour
and a short interval between meal and defecation (Galvio, 2014

In Brazil, 48 species of triatomines have besn registered, and 13
have been considered of epidemiclogical importance (Panstrongylus
geniculatus [Latreille, 1811], P. futz [Meiva & Pinto, 1923], P. megistus
[Burmeister, 18:35], Rhodnius nasutus [5t31, 1859], . neglectus [Lent,
1954], R. robustus [Larrousse, 1927], Tristoma macwlata [Erichson,
1848], T. psewdomaculata [Corréa & Espinola, 1964], T infestans [Rlug,
1834, T. rubrovaria [Blanchard, 1843], T. brasiliensis [Meiva, 1911],
T. sordido [5t8l, 185%] and T. vitticeps [Stal, 1859]; Brasil, 2019b). For
a long time, the primary measure of CD control was based on vec-
tor surveillance, and after an extensive control program, the Brazil
wias certified as a free area from T. cruzi transmission by T. infestans.
Monetheless, other triatomine species continue to invade and colo-
nize artificial ervironments perpetuating the diseaze in endemic re-
gion: (Abad-Franch et al, 2013). The spreading of human-inhabited
areas may disturb sites where natural cycles of T. oruzi ocour, leading
triatomines to invade domiciles and alzo maintain synanthropic res-
ervoirs close to human dwellings (Coura, 2007). COwver time, these
alterations have sllowed the spread of triztomines infesting intra-
domicile and peridomicile areas, with infaction rates (IRs) by T. cruzi
ranging from 1.3% (Fidalgo et al., 2018} to 19.4% in some Brazilian
regions [Dias et al, 2004).

The monitoring of the dynamics of vector populations able to
transmit T. cruzi to susceptible hosts is pivotal to better know the

Impacts

» Spatioternporal distribution of tristomines was assessed.

» Trypanosoma cruzi were detected in 10.29% of tri-
atomines examined.

» Diata allow the identification of areas of vulnerability for
the ocourrence of vectors.

potential risk areas, a5 well as to elucidate the proximity of these ve-
tors to human dwellings (Barbasa-Silva et al., 2019). More recently,
zeveral statistical models have been used to analyss the spatiotem-
poral behaviour of vectors and their associated pathogens, generat-
ing eszential data useful to the application of preventive measures
against neglected dizeases (Talla et al., 2014). Therefore, thiz study
aimed to analyse the spatiotemporal distribution of triatomines and
to evaluate the probability of detection of IR by trypanosomatids in
these vectors.

2 | MATERIALS AND METHODS
21 | Study area, data collection and ethical aspect

The study area is located in the Mortheastern region of Brazil, cov-
ering & total of 21 municipalities belonging to the heslth region of
Garanhuns (Latitude 3%33"2775 and Longitude 36°29°48™W), state
of Pernambuca (Figure 51). These municipalities are characterized by
a semi-arid climate with average anmual temperature of 22°C (rang-
ing from 17%C to 30°C), rainfall mean of 147 mm (ranging from 25 to
293 mm) and air relative humidity of 0%. Thiz area i found in an en-
demic region for CO, where triatornine species have been captured
in intradomicile and peridomicile environments (Silva et al, 20191
Muoreower, from 2001 to 2017, 68 deaths from CD were recorded in
this area (Brasil, 201%b).

A retrospective study was performed using the data from 2008
to 2018, produced by the Mational Chagas Dizease Control Program
(Programa Maecional de Controle da Doenga de Chagas [PNCDCH])
and provided by the V Geréncia Regional de Sadde of the state of
Pernambuco. It iz important to note that the collection of specimens
did not follow a regular frequency.

Briefly, tristomine specimens were manually collected with the
aid of tweezer: in intradomicile (eg bed frames, stored objects,
bowes, walls and pictures stuck on walk] and peridomicile (e.g
chicken coops, pigpens, cattle sheds, piles of tiles, wood and bricks)
areas. Each sampling was performed between 8 and 12 am. by two
operators for a period of 30 min in both peridomicile and intrado-
micile environments. After collection, specimens were individually
assessed through abdominal compression and examination of feces.
The fecal content was homogenized in 30 ul of zaline solution (0.9%
MNall) and visualized under an optical microscopic at different mag-
nifications (100« and 2400:<). The whole slide was observed in each
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analyzis. Finally, the identification of the triztomine species was car-
ried out sccording to Lent and Wygodzinsky (1979).

The Ethics Committes an Animal Experimentation of the Federal
Rural University of Pernambuco approved all procedures herein per-
formed (approval number 12/2019).

22 | Data analysis

The Yates-corrected chi-square test () was used to compare the
presence of tristomines positive in the intradomiciliary or peridomi-
ciliary areas. The Kruskal-Wallis test was used to compare the tri-
atomines collected at the different municipalities. The significance
level was set at 5. BioEstat (v. 5.3) software was used to perform
the statistical analyses.

2.3 | Statistical models

The & by Getiz-Ord method was used to statistically identify sig-
nificant clusters of high values (hot spots) and low values [cold spots)
(Fischer & Getis, 2009; Getis & Ord, 1992; Pfeiffer et al., 2008) of
triatomine concentrations in intradomicile and peridomicile emviron-
ments and also for the IR of triatomines positive for T. cruzi in each
municipality. The method is based on the search for triatomine inin-
tradomicile and peridomicile environments within neighbourhood:.
In order to be a statistically significant hot spot, an observation must
have a high value and be surrounded by other entities with high val-
wes (hot spots), being the same for low values [cold spots) (Pfeiffer
et al., 20081 The data were grouped every 2 years, except for last
year (2018}, in order to facilitate its interpretation. The G is calcu-
lated as follows:

o= E:‘: ,W,-‘-xj— X; E,": 1 I"""f».il Widi
' e (2 )

i n-1
Where x, is the attribute value for the feature j (2.g. a total of tristomi-
nes ex@mined from intradomicile and peridomicile areas and IR in each

municipality), w,, is the spatial weight matrix between feature i and |
and nis egual to the total number of features, and

n
%= Zis
! n

" uE
sy 22wy

where X is the mean and 5, is the standard deviation of the attribute
walues in the period analysed for the feature L respectively. This statis-
tic creates a z-score, which denotes the significance of a spedific area
over its surmounding areas. Figures were created using outputs of the
G; method, one for the total number of triatomines examined from
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intradomicile and peridomicile areas and another for the IR of triato-
mines infected by T. cruz.

A generalized linear model with a binomizl distribution (logistic
regression model; Dohoo et al, 2003; Thrusfield et al, 20018) was
used to evaluate the probability of detecting an IR by T. cruzi in tri-
atomines, according to the number examined.

¥, = Binomial (p. n;).

‘Where n, represent the number of trials (Knowdes) and p, is the prob-
ability of the events (unknown). The logistic regression model was
added &z a response variable the IR [, i= 0, .., 1}, & explanatory vari-
ablies the number of iristomines evaluated (x, .7 = 1, ..., 150} and the
species of triatomines (P, futzi, P megistus, T. brasifiensis and T. prewdo-
maculata) identified in the study region (x, .i= 1 ..., 4] The equation
is represented as follows:

Pir=1)
log (m) = fig + Fui Xy + Pay + i

where 8 4 and §, are parameters to be estimated, the linear and an-
gular cosfficients, respectively, and g, iz the random error. The Wald
test (Bewick et al, 2005; Perdue & Seal, 20000 was applied to evaluate
the significant difference that exists between species of triatomines
[z = 0.05). Furthermare, 3 graph was constructed from logistic regres-
sion, showing the mean probability of finding a given IR for P futzi,
P megistus, T. brasiliensis and T. pseudomaculata conceming the number
of tristomines evaluated.

All analyses were performed using the statistical program R-
3.4.1 (R Core Team, 2019), with the following packages: Tidyverse
[Wickham, 2017), =f [Pebesma, 2018), spdep (Bivand & Waong, 2013),
Stats (R Core Teamn, 2019) and aod (Lesnaff & Lancelot, 2002

3 | RESULTS

Crerall, of 4,800 triatomines collected and examined, trypanosoma-
tid forms suggestive of T. cruz were detected in 10.29% (454/4 B0O).
Out of all positive insects, 98.17% (485/494) were collected in in-
tradomicile envirenments, whereas 183% (9/4%4) were collected
in peridomicile areas [y* = 456731 p < 0001} Trypanosomatid
forms similar to T. cruzi were detected in tristomines of the genera
Panstrongylus (Berg, 1879) and Tristoma [Laporte, 1832) (Table 1).
Raw data of number of specimens collected in each municipality at
intradomicile and peridomicile areas are available in Table 51.

31 | Dataanalysis

The database included tristomine positives from intradomicile and
peridomicile areas in each municipality. The identification of trypa-
nosomatid forms was achieved using morphological features previ-
ously described [Souza, 19991 Briefly, they were characterized by
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TAEBLE 1 Triztomines examined and infection rate by trypanosomatid forms from intradomicile and peridomicile areas during the whole

study period (2008-2018)

Intradomicile area Peridomicile area Total

Species Examined Positive IR (%) Examined Positive IR (%) Examined Positive IR (%)

Trictoma rubrevaria i 1 100000 L] Li] 0.00 1 1 100.00
P. megistus EBL 128 1448 B2 2 244 264 120 12.25
T. melonocephala B 1 1250 o 0 0.00 ] 1 12.50
T. psewdomaculata 993 105 10.57 b ! 3 413 1,064 108 10.15
P. lutzi 1461 14 1020 36 0 0.00 1,497 149 985
Trictoma spp. 11 1 o.09 o 0 0.00 11 1 2.09
Trictoma brasiliensiz 1153 100 8435 &4 4 &.25 1,247 102 B34
T. infestons o [+] 0.00 1 [+] Q.00 1 Q Q.00
Pansérongylus sp. [ ] 4] 0.00 1 4] 0.0 1 1] [eRela]
Rhodnius zpp. 4 i ] 0.00 L] o 000 4 o 0,00
Total 4545 485 10.57 255 9 153 4500 484 10.29

Abbreviation: IR, infection rate.

the presence of flagellum, undulating membrane and the kinstoplast
lzcated close to the nuclews. Triatomines positive for T. crud were
detected in 90.48% (19/21) of the municipalities studied. Owerall,
Aguas Belas and lati presented the highest number of positive
specimens collected at intradomicile and peridomicile areas. Mo
statistical difference was observed between both areas cited previ-
owsly [p = 03], but they differ statistically of all ather municipalities
{p = 035). The IR was higher in the municipalities of Jupi and Calgado
[Table 52

The triatomine species most frequently infected included P. meg-
istus, T. pseudomaculata, P. jutzi and T. brasiliensis. Figure 1 illustrates
the number of tristomines captured and examined per year for
the four species (ie. P. lutzi, P megistus, T. brasiliensiz and T. pseu-
domaculets) statistically significant. During the whole study period
{2008-2018), an apparent gradual reduction in the number of bugs
collected and IRz were observed (Figure 1)

3.2 | Geostatistical analysis

The geospatial analyses enabled the identification of hot and cold
spots for tristomines examined from intradomicile areas into six
periods (2008-200% up to 2018). In particular, in the intradomicile
area, hot spots were identified in Aguas Belas, and cold spots were
identified in Garanhuwns during the entire study from 2008 to 2018).
Figure 2 illustrates hot and cold spots for tristomines examined in in-
tradomicile areas for all municipalities during the whole study period.

For triatomines examined in peridomicile areas, hot spots were
identified in Aguar Belaz during 2008-2009, 2010-2011, 2014
2015 and 2016-2017 and in kaiba during 2008-2009. Conversaly,
cold spots were identified in Garanhuns from 2008-2009 to 2014-
2017, Figure 3 illustrates hot and cold spots for tristomines exam-
ined in peridomicile areas for all municipalities during the whole
study period.

For the IR, geospatial analyses identified that data were homa-
geneoushy distributed and did not form clusters. However, hot spots
were identified in Canhotinho during 2008-200% and 2012-2013,
whereas cold spots were detected in Castés from 2008 to 2018 and
in Jucati during 2018 [Figuwre 4.

3.3 | Logistic regression

According to the logistic regression by species (P. lutzi, P. megistus,
T. brasiliensis and T. pseudomaculats), the probability of T. cruzi infec-
tion remains constant in examinations with 30 specimens or more
(Figure 3}

4 | DISCUSSION

Thiz study reports the spatiotemporal behaviour of triatomines in-
fected with trypanosomatid forms similar to T. cruz, collected at
intradomicile and peridomicile areas of an endemic region for CD
in Martheastern Brazil. The overall IR herein obtained (10.29%) is
similar to that previously reported (10%) in the state of Pernambuco
(Silva et al., 2017). Most of the infected triztomines were collected
in intradomicile areas, demonstrating the synanthropic behaviour of
these vectors (Silva et al, 2017). Thiz finding indicates an alarming
scenario considering that the proximity of these vectors to human
dwellings is one of the main risk factors for T. cruzi transmission
(Fidalgo et al., 2018; Ribeiro et al., 2014).

It is important to mote that more than $0% of triatomine exam-
ined were collected at intradomicile, consequently almost all positive
trypanosomatid species (98.17%) were detected in this site. The high
number of species collected at intradomicile may also be related to
their attraction by light zources (e.g. lamps) facilitating the establizh-
ment of new colonies in indoor environments [Carbajal e la Fuente
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FIGURE 1 The number of tristomines examined and captured per year (2008-2018). The points represent the observed values per
wear (total tristomines examined and positive). The data were divided into four windows, one for each species analysed [Panstrongylus futzi,
P. megistus, T. brasifiensis and T. psewdomaculata). The confidence interval (%3%) (in grey) is also shown for the total triatomines examined and

positive

et al., 2007). Conversely, at peridomicile, the sbundance of shelters
may be difficult for the retrieval of these insects during the active
zearching. Additionally, the method of capture (active search) em-
ployed by the program of entomological surveillance presents low
sensitivity, and the number of specimens captured may vary widely
depending on the vector density and characteristics of the ecotope
(Abad-Franch et al, 2014).

The triatomine fauna of the region was assessed in 2012, and
four species (P jutz, T. pseudomaculata, P. megistus and T. brasiliensis)
were recorded [Silva et al., 2012). Recently, thiz list has besn up-
dated, and other species [T. melanocephala [Meiva & Pinto, 1923)
T. infestans and Rhodnius zpp.) have been added (Silva et al, 20191
Diespite the time span between both studies and the increase of

the diversity of specimens, it iz clear that the most commaon triato-
mines in this area are those epidemiologically important for T. cruzi
transmission.

Individuals belonging to the Panstrongylus (Berg, 1879) and
Trigtoma [Laporte, 1832) genera scored positive for trypanoso-
matid forms similar to T. cruzi. Although they present different
ecological features, their potential role as & wector cannot be
neglected. For example, P. megistus is the most important vector
of T. cruzi in many Brazilian regions (Dias et al., 2016) and is as-
sociabed with both intradomicile and peridomicile areas (e.g. an-
imal dens, palm trees and tres holes; Jurberg et al,, 2017; Santos
Jinior et al, 2011). The capacity to invade and colonize domi-
ciles and the high T. cruzi IR indicate that thiz species is of great
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FIGURE 2 Hotand cold spots for triatomines examined from intradomicile areas in each municipality. Areas in white correspond to

municipalities from which data were not available

epidemiological importance in Brazil after the control of T. infes-
tans (Gurgel-Gongalves et al., 2012).

Although P. kitzi had been considered a secondary species for
epidemiological surveillance, it exhibits high rates of natural infec-
tion and a great capacity for domicile invasion; therefore, its im-
portance as vector cannot be underestimated (Fidalgo et al., 2018).
On the other hand, T. brasiliensis is one of the most important spe-
cies because of its wide distribution in the caatinga biome of the
Northeastern region (Silva et al., 2017). It is important to note that
the promiscuous feeding behaviour of this species facilitates the
circulation of T. cruzi between anthropic and wild environments
(Daflon-Teixeira et al., 2019).

The ecological features of some triatomine species have been
well studied; however, attention should also be paid to those
considered less epidemiologically important, such as T. pseudo-
maculata. Although, this species has presented low infection and
metacyclogenesis rates for T. cruzi (Fidalgo et al., 2018; Perlowagora-
Szumlewicz & Moreira, 1994), its preference for dwellings such as
hollows, the bark of trees and chicken coops facilitates the invasion
of intradomicile areas, which may raise the risk of T. cruzi transmis-
sion (Barbosa-Gilva et al, 2016).

The apparent gradual reduction in the number of insects collected
(P. lutzi, P. megistus, T. brasiliensis and T. pseudomacuiata) during the
whole study period may have been influenced by the success of the

134



SILVA ET AL

B Cold spot: 98% NS

" values

2008-2009
8.6°8
875
8.8°5
B.8°5

&S
8.1°5
3.2°5
3.3°5

4] 30 B0km

2012-2013

B.3°8

oW GOkm

2018-2017
B.6°S g
B7°S ’\‘*1-
BES
8.9°5

78
B.1°8
828
938

1] X Elkrm

wiLey-Z

B Hot spot: 95%
Cold spat: 00% 0 Hot spot; 00% [l Hot spot; 89%

2010-2011

ﬁ

2014-2015

mk =

7AW AT 2N 3TN 3689 36,69 36.49W 36 2W

ATAPW 3T.2°W 3T°W 38.8°W 36.6°W 35.4°W 36.2°W
Longitude

FIGURE 3 Hotand cold spots for triatomines examined from peridomicile areas in each municipality. Areas in white correspond to

municipalities from which data were not available

control program and evident improvement in the sanitary conditions
of the population living in this area (Fidalgo et al, 2018). Although
impartant, the finding of the apparent gradual reduction needs to
be interpreted with caution, especially because the sampling efforts
among years may have influenced our results. On the other hand,
the reduction in IR mast likely is related to the number of specimens
examinad, in which it has been demonstrated that up to 50 analyses
are enough to provide a reliable value of 1R

Findings of the spatiotermporal assessment revealed the pres-
ence of hot and cold spots for triatomines examined in intradomicile
and peridomicile areas. It is important to highlight the municipality

of Aguas Belas as a hot spot and the municipality of Garanhuns as a
cold spot during the whole study. Areas of these municipalities are
part of the caatinga biome and present ecological attributes that
are favourable to the maintenance of triatomine species (Gurgsl
Gongalves et al, 2012} Hence, this difference may be related to
the execution of the activities by the surveillance control program.
Unfartunately, the na regular freguency of collection of specimeans
hamperad a more accurate temporal analysis of data.

Regarding IR, & hot spot was identified in the municipality of
Canhotinho during two periods (2008-2009 and 2012-2013), indi-
cating that, although minimal, considering the number of specimens
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collected, the risk of human infection still exists. On the other hand,
the identification of cold spots in Caetés (from 2008 to 2018) and
Jucati during 2018 suggests that the risk of infection in these areas
was lower over this period. Although, geospatial analyses did not
form clusters, for the IR, the entomological surveillance activities
need to be continuous and systematic to prevent the tranzmission of
T.cruzi (Barbosa-Silva et al., 2019), because positive triatomines were
detected in 90.48% of the municipalities studied. It is important to
note that hot spots for specimens collected did not corroborate with
hot spots for IR. Considering that the number of specimens collected
does not influence the probability of infection, these differences
herein reported might be related to epidemiological conditions (e.g.

intensity of anthropic action, capacity of domiciliation and coloni-
zation of each species) that allow the circulation of T. cruzi in these
insects, as well as in putative vertebrate hosts.

Itis also known that IR may be influenced by the diagnostic tech-
nique employed by surveillance control program. Microscopic exam-
ination of the digestive tract of inzects presents limited senzitivity in
samples with low number of trypancsomatid forms. Additionally, it
does not allow the differentiation of parasite stages, as well as the
proper identification of trypanosomatid forms of T. cruzi {(Moreira
et al, 2017). Although the microscopical examination had been
considered an important tool to assess the IR in surveillance con-
trol programs, the use of more sensitive molecular techniques (e.g.
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PCR} may increase the detection of infected insects that may con-
tribute ta the implementation of measures of prevention against CO
(Cominetti et al.. 2013).

Previous research conducted in the same area revealed a wide
range of vertebrate hosts (e.g. birds, rodents, dogs, goats and humans)
used as blood source for trigtomines (Silva et al, 2017). For instance,
domestic birds, traditionzlly reared on backyards by the local popula-
tion, play an important role in the maintenance of triatomine colonies
as they are used as meal. Similarly, rodents and marsupials, natural
hasts of T. cruzi [Bezerra-5antos et al., 2021; Jansen etal., 2018, 20200,
have been also identified = important source of blood for some tri-
atomine species detected in this study such a= T. brasifiensis, T. pseu-
domaculata, P. megistus and P lutzi (Sibva etal, 2017). Considering that
climatic conditions of 2ll municipalities herein studied do not differ,
mast likely the diversity of vertebrate hosts in these areas may con-
tribute to the variation of IR according to the triatomine species.

Thee analysis of logistic regression performed with some species
(P hutzi, P megistus, T. brasiliensis and T. pseudomaculata) demon-
strated that the probability of infection by trypanosomatid forms
zimilar to T. cruzi remains constant in examinations with 50 speci-
mens or mare. This finding is remarkable, considering that it allows
a reduction of the operational costs and time, contributing to the
sustainability of PNCDCh activities because the assessment of 50
specimens provides a relisble IR value

It iz important to highlight that this geographical area, where
the study was conducted, had also been identified 2= one of the 10

5 100 150
Mumber of Triatoming Examined

hot spots of neglected tropical diseases in the world (Hotez, 2014).
The differences in behaviour (intradomicile and peridormicile areas)
and distribution of triatomine species in region: endemic for CD are
explained by the ecology of each micro-region, by the type and in-
tensity of anthropic action and by the capacity of domiciliation and
colonization of each species, which defines its epidemiological im-
portance concerning CO (Dias et al, 2000).

Owr findings provide & scenario never studied in this area through
this type of spatiotemporal analyziz. The identification of these hot
spots owver time is pivotal to better understand the eco-spidemiclogy
of trigtomines and their associated pathogens. These data will be use-
ful for the identification of areas of vulnerability for triatomines in-
fected with T. cruzi and, consequenthy, a higher risk of CD), encouraging
the adoption of preventive strategies against these vectors. Finally,
the apparent reduction in the number of spaecimens collected and IR
may indicate an improvement in the surveillance local service, as well
as in the sanitary conditions in which the human population resides.
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