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RESUMO

A infestacdo dos ecotopos artificiais por triatomineos, as a¢bes de controle vetorial, a
infeccdo natural por tripanossomatideos e a distribuicdo territorial desses vetores foram
avaliadas nos municipios do Rio Grande do Norte, Brasil, a partir dos dados disponibilizados
pela Secretaria de Estado de Saude Publica no periodo de 2005 a 2015 e no municipio de
Caraubas no periodo de 2010 a 2016. A fauna triatominica silvestre, a infeccdo natural por
tripanossomatideos e a sua associa¢do com a fonte de alimentacdo foram avaliadas na Estacédo
Ecoldgica do Seridd, em Serra Negra do Norte. Além disso, a possibilidade da existéncia de
hibridos naturais entre Triatoma brasiliensis e Triatoma petrocchiae também foi analisada
morfologicamente e por sequenciamento do DNA mitocondrial, o citocromo b (Cyt b), e
nuclear, o espacador interno transcrito (ITS-1). Os dados mostraram que 67,7% (113/167) dos
municipios realizaram a busca ativa e 110 registraram a ocorréncia de triatomineos nas
unidades domiciliares (UDs). Os indices de colonizacdo foram elevados ao logo dos anos
pesquisados e, apesar disso, 0 nimero de UDs borrifadas foi inferior ao de positivas. Um total
de 51.569 triatomineos foi capturado, sendo T. brasiliensis (47,20%) e Triatoma
pseudomaculata (40,22%) as espécies mais capturadas. A colonizacdo intradomiciliar e
peridomiciliar foi demonstrada pelas espécies T. brasiliensis, T. pseudomaculata,
Panstrongylus lutzi e Rhodnius nasutus. A infeccdo natural por tripanossomatideos foi
detectada em 2,4% dos espécimes, sendo mais elevada em T. brasiliensis (3,2%). Em
Caraubas, as atividades de controle ocorreram de forma descontinua, e mesmo com a presenca
de ninfas, as UDs ndo foram borrifadas em 2013, 2014 e 2016. As espécies mais capturadas
nos ultimos anos foram T. brasiliensis (n = 244) e T. pseudomaculata (n = 315). Os dados
primarios revelaram a elevada infestacdo dos ecdtopos peridomiciliares como galinheiro,
curral e pilha de telhas, onde T. brasiliensis e T. pseudomaculata apresentaram elevados
percentuais de infec¢do pelo T. cruzi. A espécie T. brasiliensis foi a mais eclética, sendo o
Homo sapiens a fonte alimentar frequentemente identificada no intradomicilio e
peridomicilio, enquanto para o T. pseudomaculata a fonte mais detectada foi Gallus gallus.
No ambiente silvestre, T. brasiliensis foi encontrado em afloramentos de rochas, juntamente
com espécimes de Triatoma sp., e T. pseudomaculata em troncos de arvores da espécie
Anadenanthera colubrina. As fontes alimentares do T. brasiliensis foram o0s roedores
Thrichomys apereoides (30%) e Galea spixii (30%). Nesse estudo nds registramos o primeiro
encontro de Psammolestes tertius no estado, aumentando a &rea de distribuicdo geogréfica
dessa espécie. O P. lutzi apresentou o indice de infeccdo pelo T. cruzi mais elevado (64,8%),



e 0 gendtipo identificado foi Tclll. O Trypanosoma rangeli foi identificado em apenas um
espécime dessa espécie. T. cruzi Il e Il foram detectados na espécie T. brasiliensis. Na
analise morfoldgica, Triatoma sp. apresentou semelhanca com o T. petrocchiae. A
similaridade genética entre essas duas espécies foi demonstrada utilizando o marcador ITS-1,
as quais formaram um Unico clado. Entretanto, na anlise das sequéncias do Cytb, o Triatoma
sp., T. brasiliensis e T. petrocchiae formaram clados distintos, sugerindo a existéncia de uma
nova espécie, porem, € necessario a realizacdo de outras analises para essa comprovacgédo. O
aumento dos indices de infestacdo e colonizacdo dos triatomineos, a presenca desses vetores
infectados e alimentados com sangue humano e de varios animais e, a circulacdo de animais
silvestres infectados no ambiente antropico, alerta para a possibilidade de transmissdo do T.
cruzi para 0 homem e animais domesticos. Os dados desse estudo reforcam que a VE e o
controle vetorial nos municipios sdo imprescindiveis para evitar o contato de espécies como,

T. brasiliensis, T. pseudomaculata e P. lutzi com a populagéo e animais.

Palavras-chave: Triatominae. Infestacdo. Infeccdo natural. Trypanosoma cruzi. Vigilancia

entomoldgica. Diversidade genética.



ABSTRACT

The infestation of the artificial ecotopes by triatomines, the vector control actions, the
natural infection by trypanosomatids and the territorial distribution of these vectors were
evaluated in the municipalities of the State of Rio Grande do Norte, Brazil, based on the
temporal analysis of the data provided by the State Secretariat of Public Health in the period
from 2005 to 2015 and in the municipality of Caraubas in the period from 2010 to 2016. The
wild triatomine fauna, the natural infection by trypanosomatids and their association with the
food source were evaluated at the Seridd Ecological Station, in Serra Negra do Norte. In
addition, the possibility of natural hybrids between Triatoma brasiliensis and Triatoma
petrocchiae, was analyzed morphologically and by sequencing of mitochondrial DNA,
cytochrome b (Cyt b), and nuclear, internal transcribed spacer (ITS-1). The data showed that
67,7% (113/167) of the municipalities performed the active search and 110 municipalities
registered the occurrence of triatomines in the domiciliary units (DUs). Colonization rates
were high during the surveyed years, and despite that, the number of DUs sprayed was lower
than the positive ones. A total of 51.569 triatomines were captured, with T. brasiliensis
(47,20%) and T. pseudomaculata (40,22%) being the most captured species. The indoor and
outdoor colonization was demonstrated by the species T. brasiliensis, T. pseudomaculata,
Panstrongylus lutzi and Rhodnius nasutus. The natural infection by trypanosomatids was
detected in 2,4% of the specimens, being higher in T. brasiliensis (3,2%). In Caraubas, the
vector control activities occurred discontinuously, and even with the presence of nymphs, the
DUs were not sprayed in 2013, 2014 and 2016. The most captured species in the last years
were T. brasiliensis (n = 244) and T. pseudomaculata (n = 315). The primary data revealed
the high infestation of outdoors ecotopes such as chicken coop, corral and pile of shingles,
where T. brasiliensis and T. pseudomaculata presented high percentages of Trypanosoma
cruzi infection. T. brasiliensis was the most eclectic species, with Homo sapiens being the
food source frequently identified in the intradomicile and peridomicile, while for T.
pseudomaculata the food source was Gallus gallus. In the wild environment, T. brasiliensis
was found in rock outcrops, along with specimens of Triatoma sp., and T. pseudomaculata on
tree trunks of the species Anadenanthera colubrina. The food sources of T. brasiliensis were
the rodents Thrichomys apereoides (30%) and Galea spixii (30%). In this study, we recorded
the first encounter of Psammolestes tertius in the state, expanding the geographic distribution
of this species. P. lutzi presented the highest T. cruzi infection rate (64,8%) and the genotype
identified was Tclll. Trypanosoma rangeli was identified in only one specimen of this



species. T. cruzi Il and Ill were detected in the species T. brasiliensis. The morphological
analysis of Triatoma sp. presented similarity to T. petrocchiae. The genetic similarity between
both species was demonstrated using the ITS-1 marker, which formed a single clade.
Nevertheless, in the analysis of Cytb sequences, Triatoma sp., T. brasiliensis and T.
petrocchiae formed distinct clades, suggesting the existence of a new species, however,
further analysis are necessary for this confirmation. The increase of infestation and
colonization rates of triatomines, the presence of these infected vectors fed with human blood
and of several animals and the circulation of infected wild animals in the anthropic
environment, point out the possibility of T. cruzi transmission to humans and domestic
animals. The data of this study reinforce that ES and vector control in the municipalities are
essential to avoid the contact of species, such as T. brasiliensis, T. pseudomaculata and P.
lutzi, with the population and animals.

Keywords: Triatominae. Infestation. Natural infection. Trypanosoma cruzi. Entomological
surveillance. Genetic diversity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais sobre a doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), também conhecida por tripanossomiase americana, € uma
antropozoonose causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, Chagas, 1909
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que circula na natureza entre mamiferos silvestres e 0s
seus vetores, os triatomineos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) (CHAGAS, 1909; DIAS,
2000). Essa endemia ocorre em 21 paises da América Latina, onde ha aproximadamente 5,8
milhdes de individuos infectados pelo T. cruzi e mais de 70 milhdes estdo em areas de risco
(WHO, 2015).

Até a década de 1950, a DC era considerada basicamente uma endemia de &reas rurais,
gue acometia individuos pobres que viviam em habitacdes de baixa qualidade, propicias para
proliferacdo dos vetores (BRASIL-MS, 1996) e estava diretamente relacionada com as
economias de subsisténcia e popula¢Ges marginalizadas (HOTEZ et al., 2008). Aos poucos, a
doenca foi se urbanizando em funcdo do deslocamento das pessoas para as areas urbanas, o
que também contribuiu para a transmissdo via transfusional (BRASIL-MS, 1996).

A DC, que antes ocorria somente no continente americano em virtude da distribuicéo
das espécies de triatomineos (WHO, 2015), expandiu-se para escala global com o aumento de
movimentos migratérios de individuos da América Latina para paises ndo endémicos por
mecanismos de transmissdo transfusional e vertical (GURTLER & YADON, 2015). Desde
entdo, casos da doenca sdo detectados no Canadéa, em varios paises da Europa, Asia e em
paises ocidentais do Pacifico (SCHMUNIS, 2007; COURA & DIAS, 2009; SCHMUNIS &
YADON, 2010; COURA, VINAS & JUNQUEIRA, 2014; REQUENA-MENDEZ et al.,
2015). Contudo, atualmente, o maior nimero de individuos infectados pelo T. cruzi encontra-
se em quatro paises da América do Sul: Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821), México
(876.458) e Bolivia (607.186) (WHO, 2015).

Na América Latina, a principal forma de transmissdo do parasito aos seres humanos é a
vetorial, que ocorre a partir do contato das dejecBes de triatomineos contendo formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi com a pele lesionada ou mucosa integra, responsavel
por mais de 80% dos casos de infec¢do (DIAS & SCHOFIELD, 1999). Outros mecanismos de
transmissdo como a transfusdo de sangue e a transmissdo vertical também sdo importantes do
ponto vista epidemioldgico. Além disso, o parasito também pode ser transmitido por via oral,
acidentes de laboratdrio, manuseio de animais infectados e transplantes de 6rgéos de doadores
infectados (BRENER, 1987; DIAS & SCHOFIELD, 1999; COURA et al., 2015).
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O principal vetor do T. cruzi na América do Sul é o Triatoma infestans (Klug,1834),
responsavel pela maioria dos casos de DC humana (DIAS & SCHOFIELD, 1999). Essa
espécie tem como centro geografico de origem os vales andinos da Bolivia (DUJARDIN,
SCHOFIELD & TIBAYRENC, 1998). Porém, focos silvestres ja foram relatados em outras
areas da Bolivia (NOIREAU et al., 1997; NOIREAU et al., 2000; NOIREAU et al., 2005a;
CORTEZ et al., 2006; ROJAS CORTEZ et al., 2007), na Argentina (ROJAS CORTEZ et al.,
2007), no Paraguai (ROJAS CORTEZ et al., 2007) e no Chile (BACIGALUPO et al., 2010).
O T. infestans se dispersou por varios paises da América do Sul, aparentemente em associacao
com as migracGes humanas (SCHOFIELD, 1988) e, na década de 1970, atingiu uma ampla
distribuicdo geogréafica, sendo encontrado em paises como Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Peru, Paraguai e Uruguai (SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA, 2006).

Em 1991, foi proposta a primeira iniciativa internacional, a do Cone Sul (INCOSUL),
composta por Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, na busca de consolidar o
controle vetorial da transmissdo domiciliar do T. cruzi pelo T. infestans. Essa iniciativa teve
como objetivo a eliminacdo do T. infestans e da transmissdo transfusional (DIAS &
SCHOFIELD, 1998). De acordo com a certificacdo da Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS) e a INCOSUL, a transmissdo do T. cruzi pelo T. infestans foi interrompida no
Uruguai (1997), Chile (1999), Brasil (2006) (COURA & DIAS, 2009) e posteriormente, em
cinco provincias da Argentina e no Paraguai Oriental (COURA et al., 2009). Estima-se que
houve uma reducdo em mais de 80% da distribuicdo geografica desse vetor (SCHOFIELD,
JANNIN & SALVATELLA, 2006). Com isso, as estratégias utilizadas na INCOSUL foram
adotadas e adaptadas para as Iniciativas dos Paises Andinos (1996), na América Central
(1997) (WHO, 2002), e na Iniciativa Amazonica, em 2004 (MONCAYO & SILVEIRA,
2009).

No Brasil, a incidéncia da DC foi reduzida devido aos esfor¢os bem sucedidos para a
eliminacdo do T. infestans, ao controle de qualidade dos bancos de sangue e a melhoria das
condicBes habitacionais em areas endémicas (WHO, 2008). No entanto, a DC continua sendo
um problema de satde publica em muitas areas geogréaficas devido ao potencial de invaséo e
recolonizacdo das residéncias por outras espécies de triatomineos (GUHL, PINTO &
AGUILERA, 2009). Além disso, sabe-se que as medidas de controle para essa endemia sdo
limitadas em raz8o da diversidade de vetores; da variedade de reservatorios silvestres e
domeésticos do T. cruzi que séo fontes de infec¢do para os triatomineos; da ocorréncia de casos
humanos agudos assintomaticos néo tratados que podem ser fontes de infeccéo; das condigdes

econbmicas, sociais e culturais que favorecem a transmissdo no intradomicilio; da baixa
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eficacia de medicamentos para o tratamento da infeccdo na fase cronica; e da auséncia de
vacina. Portanto, a principal medida de controle estd focada na prevencao da transmissao
vetorial por meio do uso de inseticidas nas unidades domiciliares (UDs), pela melhoria das
condicBes das habitacBes humanas e a realizacdo da vigilancia entomoldgica (VE) (DIAS,
2000; NOIREAU et al., 2005b; SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA, 2006; SILVEIRA
& DIAS, 2011).

1.2 Os triatomineos

Os triatomineos sdo insetos hematofagos pertencentes a ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae, composta por espécies potencialmente transmissoras do
T. cruzi (LENT & WYGODZINSKY, 1979). Atualmente 153 espécies de triatomineos foram
descritas, todas consideradas potenciais vetores do T. cruzi, agrupadas em 18 géneros (ALEVI
et al., 2016; MENDONCA et al., 2016; ROSA et al., 2017; OLIVEIRA & ALEVI, 2017).
Esses vetores estdo distribuidos desde o Sul dos Estados Unidos até o Sul da Argentina
(SCHOFIELD & GALVAO, 2009).

No Brasil, 65 espécies ja foram relatadas, as quais estdo distribuidas dentro de dez
géneros: Alberprosenia (Martinez & Carcavallo, 1977), Belminus (Stal, 1859), Cavernicola
(Barber, 1937), Eratyrus (Stal, 1859), Microtriatoma (Lent, 1951), Panstrongylus (Berg,
1879), Parabelminus (Lent, 1943), Psammolestes (Bergroth, 1911), Rhodnius (Stél, 1859) e
Triatoma (Laporte, 1832) (OLIVEIRA et al., 2016). A maioria ocorre apenas no ambiente
silvestre e ndo apresenta importancia na transmissdo do T. cruzi para 0s humanos, como 0
Cavernicola lenti (Barrett & Arias, 1985), Cavernicola pilosa (Barber, 1937) e Psammolestes
tertius (Lent & Jurberg, 1985) (LENT & WYGODZINSKY, 1979; GALVAO et al., 2003).

A capacidade vetorial dos triatomineos esta relacionada ao grau de associacdo com 0s
seres humanos. Cerca de dez espécies apresentam importancia epidemioldgica por serem
capazes de colonizar o domicilio, onde aproximadamente 80% das infecces pelo T. cruzi
ocorrem (GALVAO et al., 2003; SCHOFIELD & GALVAO, 2009) e mais de 20 s&o
consideradas vetores secundarios, as quais invadem o intradomicilio a partir de eco6topos
peridomiciliares infestados (VALLEJO, GUHL & SCHAUB, 2009). No Brasil,
Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911), Triatoma
sordida (Stal, 1859), Triatoma pseudomaculata (Corréa & Espinola, 1964) e Rhodnius
nasutus (Stal, 1859) sdo vetores que muitas vezes invadem e colonizam as habitacdes
humanas (DIAS, 2007).
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Em relacdo ao ciclo de transmissdo do T. cruzi no intradomicilio, ocorre a partir da
interacdo entre 0 homem e o vetor, como consequéncia de modificagcdes sociais e ecoldgicas
provocadas pelos seres humanos, permitindo a colonizacdo de ecotopos artificiais pelos
triatomineos (DIAS, 1992). Sabe-se que a adaptacdo dos triatomineos ao domicilio € um dos
fatores determinantes para o estabelecimento da infeccdo humana. No peridomicilio, a
transmissdo ocorre por meio da interacdo entre espécies de triatomineos silvestres, que séo
atraidas as residéncias pela luz em busca de alimento, e animais domésticos que atuam como
reservatorios do parasito. Esse ambiente € muito importante do ponto de vista epidemioldgico,
pois pode atuar como elo entre os ambientes domiciliar e silvestre (DIAS, 2000). Além disso,
alguns animais reservatorios, devido aos seus habitos sinantropicos, também apresentam um
papel importante na transmissdo do T. cruzi ao homem, interligando ambos os ambientes em
um unico ciclo epidemioldgico (FERNANDES et al., 1989). J& no ambiente silvestre, o
parasito circula entre os triatomineos e muitas espécies de mamiferos em ecétopos naturais
(DIAS, 1992).

Mesmo com a interrupc¢do da transmissdo do T. cruzi pelo T. infestans, é necessario que
estudos ecoldgicos e de distribuicdo geogréafica das espécies nativas de triatomineos sejam
realizados para o desenvolvimento das estratégias de acdo de controle e vigilancia
entomoldgica (SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA, 2006; ABAD-FRANCH et al.,
2013). A identificacdo da fonte de alimentacdo de triatomineos contribui para o conhecimento
dos hébitos alimentares desses vetores nos ecotopos naturais e artificiais (FREITAS et al.,
2005; BOSSENO et al., 2006; CARANHA et al., 2006), o que €é essencial para a compreensao
da interacdo vetor-hospedeiro nos ciclos de transmisso do T. cruzi (BRENIERE et al., 2004).
Vaérias ferramentas ja foram utilizadas para determinar o habito alimentar desses vetores,
como a reacao de precipitina (SIQUEIRA, 1960), o teste de fixagdo do complemento com
base na deteccdo de anticorpos dos hospedeiros (STAAK et al., 1981), ELISA (CHOW,
WIRTZ & SCOTT, 1993), PCR multiplex (MOTA et al., 2007), Q-PCR (IBANEZ-
CERVANTES, et al., 2013), sequenciamento dos genes citocromo oxidase | (COIl) e
citocromo b (Cytb), clonagem e sequenciamento de produtos de PCR (BOSSENO et al.,
2009).

1.3 Complexo T. brasiliensis
T. brasiliensis é o principal vetor do T. cruzi no semiarido da regido Nordeste do Brasil.
Essa espécie apresenta ampla distribuicdo geogréafica, podendo ser encontrada em 12 estados

brasileiros: Alagoas, Bahia, Ceard, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco,
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Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e Tocantins (SILVEIRA, FEITOSA & BORGES, 1984,
COSTA et al.,, 1998, 2003a; ALMEIDA et al., 2009; COSTA et al., 2014). T. brasiliensis
pode ser encontrado colonizando diferentes ecotopos naturais e artificiais (SILVEIRA &
VINHAES, 1999; COSTA, PETERSON & BEARD, 2002).

A espécie T. brasiliensis apresenta grande variacdo cromatica. Baseado nisso, Lucena
(1970) prop6s a formacdo do complexo brasiliensis como um arranjo sistematico, composto
pelas subespécies Triatoma brasiliensis melanica (Neiva & Lent, 1941) e Triatoma
brasiliensis macromelasoma (Galvao, 1955), e pelas espécies T. brasiliensis, Triatoma
petrocchiae (Pinto & Barreto, 1925), Triatoma pessoai (Sherlock & Serafim, 1967), Triatoma
lenti (Sherlock & Serafim, 1967) e Triatoma bahiensis (Sherlock & Serafim, 1967).

Costa, Argolo & Felix (2006) elevaram a subespécie T. b. melanica ao status de espécie,
por meio de pardmetros morfoldgicos, biolégicos, ecoldgicos, enziméaticos, moleculares e
cruzamentos experimentais, sendo a partir dai denominada de T. melanica. Em 2007, foi
descrita uma nova espécie no municipio de Juazeiro no estado da Bahia, o Triatoma
juazeirensis, por Costa e Felix (2007). Um estudo filogenético utilizando os genes
mitocondriais Cyt b e 16S sugeriu que Triatoma sherlocki (Papa, Jurberg, Carcavallo,
Cerqueira & Barata, 2002) deveria fazer parte do complexo brasiliensis (MENDONCA et al.,
2009). Entdo, Costa et al. (2013) propuseram que esse complexo deveria ser constituido por T.
b. brasiliensis, T. b. macromelasoma, T. melanica, T. juazeirensis e T. sherlocki, excluindo o
T. petrocchiae.

As espécies do complexo T. brasiliensis agrupadas por Costa et al. (2013) ja haviam
sido incluidas por Schofield & Galvdo (2009) no complexo Infestans e subcomplexo
brasiliensis: T. brasiliensis, T. juazeirensis, T. lenti, T. melanica, Triatoma melanocephala
(Neiva & Pinto, 1923), T. petrocchiae, T. sherlocki, Triatoma tibiamaculata (Pinto, 1926) e
Triatoma vitticeps (Stal, 1859), usando parametros moleculares, morfologicos e geograficos.
Entretanto, um estudo de descrigdo do caritipo prop6s que T. melanocephala, T. vitticeps e
T. tibiamaculata fossem excluidas deste subcomplexo (ALEVI et al., 2012). A partir de uma
reconstrucdo genética, na qual as espécies T. lenti e T. petrocchiae ndo foram incluidas, foi
sugerido que o subcomplexo brasiliensis fosse formado por T. brasiliensis, T. b.
macromelasoma, T. juazeirensis, T. melanica e T. sherlocki (MENDONCA et al., 2009;
GARDIM et al., 2014). No entanto, analises citogenéticas sugeriram que T. lenti poderia
compor o subcomplexo brasiliensis, porém, seriam necessarias analises moleculares e
filogenéticas para confirmacdo. Essa espécie juntamente com o T. bahiensis foram inseridas

no complexo de espécies T. brasiliensis por Mendonca et al. (2016), a partir de estudos
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multidisciplinares, e mais recentemente, informacdes filogenéticas e morfométricas também
incluiram o T. petrocchiae nesse grupo (OLIVEIRA et al., 2017).

O complexo T. brasiliensis é considerado um grupo monofilético que agrupa duas
subespécies (T. b. brasiliensis e T. b. macromelasoma) e seis espécies (T. melanica, T.
juazeirensis, T. sherlocki, T. lenti, T. bahiensis, T. petrocchiae) (COSTA et al., 2013;
MENDONCA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Esse grupo foi formado baseado em
parametros morfologicos (COSTA et al., 1997a, 2013), biolégicos (COSTA & MARCHON-
SILVA, 1998), ecoldgicos (COSTA et al., 1998), genéticos (PANZERA et al., 2000),
biogeograficos (COSTA et al., 2014), cruzamentos experimentais (COSTA et al., 2003b;
CORREIA et al., 2013) e andlises moleculares (COSTA et al., 1997b; MONTEIRO et al.,
2004; MENDONCA et al., 2009; MENDONCA et al., 2016). Apesar de agrupadas por
apresentar tais semelhancas, essas espécies apresentam particularidades diferentes no que diz
respeito a importancia epidemioldgica, tracos de histéria natural, exigéncias ecoldgicas e
habilidade de dispersdo (COSTA et al., 1998; SILVEIRA & VINHAES, 1999; COSTA,
PETERSON & DUJARDIN, 2009; COSTA et al., 2003a; BORGES-PEREIRA et al., 2008;
ALMEIDA et al.,, 2009, 2012; COSTA et al., 2014), além de variacdes cromaticas e
diferengas nas proporcfes e dimensdes corporais e na estrutura da genitalia (LENT &
WYGODZINSKY, 1979; COSTA et al., 1997a).

O T. b. brasiliensis é o vetor mais importante na transmissdo do T. cruzi nos estados do
Ceara, Maranhdo, Paraiba, Piaui e Rio Grande do Norte (SILVEIRA & VINHAES, 1999;
COSTA et al., 2003a; BORGES-PEREIRA et al., 2008) e 0 membro mais estudado do
complexo devido a sua capacidade de colonizar domicilios (COSTA et al., 2003a), onde é
encontrado com elevados indices de infeccdo (COSTA et al., 1998; COSTA et al., 20033;
BARBOSA-SILVA, 2013). No seu habitat natural pode ser encontrado em afloramento de
rochas e cactos (Pilosocereus gounellei) (COSTA et al., 1998, 2003a; VALENCA-
BARBOSA et al., 2014).

O T. b. macromelasoma apresenta distribuicdo geografica restrita, ocorrendo somente
no estado de Pernambuco. Essa subespécie € predominante no peridomicilio, porém, pode ser
encontrada infestando o intradomicilio. No ambiente silvestre T. b. macromelasoma é
encontrado geralmente em pedras (COSTA et al., 1998, 2003a).

A espécie T. melanica é encontrada somente em algumas areas dos estados da Bahia e
Minas Gerais, dentro do bioma de cerrado (COSTA et al., 2014). Trata-se de uma espécie
predominantemente silvestre, que eventualmente pode invadir o domicilio, principalmente
durante os periodos mais secos (COSTA et al., 2003b).
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O T. juazeirensis apresenta distribuicdo geografica restrita, tendo registro somente no
estado da Bahia, onde eventualmente coloniza o intradomicilio. Porém, essa espécie é
facilmente encontrada no ambiente silvestre e no peridomicilio (COSTA et al., 1998, 2003a).

O T. sherlocki ¢ o membro mais diferente do complexo brasiliensis em termos
morfoldgico e genético (LENT & WYGODZINSKY, 1979; COSTA & FELIX, 2007; PAPA
et al., 2002; COSTA, ARGOLO & FELIX, 2006; ALMEIDA et al., 2009; MENDONCA et
al., 2009; COSTAet al., 2013). Trata-se de um membro atipico, que apresenta asas mais
curtas, cor mais avermelhada, incapacidade para o voo e pernas mais longas (PAPA et al.,
2002; ALMEIDA et al., 2012; COSTA et al., 2013). E uma espécie silvestre que pode infestar
o domicilio em éareas restritas do estado da Bahia (PAPA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2009;
MENDONCA et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012).

T. lenti e T. bahiensis foram descritos como formas meléanicas do T. brasiliensis no
estado da Bahia por Sherlock & Serafim (1972). Essas espécies foram diferenciadas com base
no tamanho e coloracdo do conexivo. A descricdo do T. bahiensis foi baseada em ndmero
incerto de espécimes capturados na cidade de Seabra, enquanto que o T. lenti foi capturado no
intradomicilio das cidades de Brotas de Macaubas, Ipupiara e Macaubas. Na década de 70, o
T. bahiensis foi determinado como uma variedade do T. pessoai e posteriormente considerado
sinénimo do T. lenti (LENT & WYGODZINSKY, 1979). Mendonca et al. (2016), por meio
de andlises morfolégicas e morfométricas, sequenciamento do DNA mitocondrial,
cruzamentos experimentais, citogenética e tracos fenotipicos qualitativos, revalidaram o T.
bahiensis como espécie. Estes autores também incluiram o T. bahiensis e o T. lenti no
complexo T. brasiliensis a partir de analises filogenéticas.

T. petrocchiae é uma espécie de triatomineo silvestre limitada apenas a regido Nordeste
do Brasil e registrada nos estados da Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do
Norte (LENT & WYGODZINSKY, 1979; GALVAO et al., 2003; CARANHA et al., 2011).
Essa espécie tem sido encontrada somente em habitats xéricos e, as vezes, em tocas de
roedores como Kerodon rupestres (Wied, 1820). Esse triatomineo é similar ao T. brasiliensis
em relacdo aos caracteres morfologicos, diferindo em relacdo ao primeiro segmento da antena
que é menor, apresenta rostro praticamente glabro e fosseta esponjosa ausente nos machos e
fémeas (LENT & WYGODZINSKY, 1979). Em relacdo aos padrdes crométicos, esta espécie
¢ a mais similar ao T. brasiliensis. Ha registros de que ambas as espécies ocorrem em
simpatria no estado do RN (MONTEIRO, COSTA & SOLE-CAVA, 1998).
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1.4 Programa de controle vetorial no Brasil

As primeiras medidas profilaticas para o controle dos triatomineos no Brasil ocorreram
na década de 1920, mas os resultados ndo foram satisfatdrios. Essas medidas consistiam no
aquecimento das paredes das habitagdes infestadas por P. megistus com fogo de lan¢a chamas
militar ou aplicacdo de substancias como querosene e soda caustica (DIAS et al., 2002).

Na década de 1940, o combate ao inseto vetor ja era considerado a principal forma de
controle da transmissao do T. cruzi ao homem (DIAS & SCHOFIELD, 1999). Nessa década,
o controle vetorial ocorria por meio de métodos quimicos, tentativas de melhoria da moradia e
da educacdo sanitaria, em experimentos realizados por Emmanuel Dias e José Pellegrino em
Bambui e no Triangulo Mineiro, no estado de Minas Gerais. Além disso, estudos importantes
também foram realizados em S&o Paulo por Pedreira de Freitas, os quais demonstraram a
viabilidade do controle sobre vetores domiciliados, com a consequente interrupcdo da
transmissao do T. cruzi para novas geragdes de individuos susceptiveis (DIAS, 1957; DIAS &
COURA, 1997; DIAS & SCHOFIELD, 1999).

O surgimento dos inseticidas sintéticos trouxe novas perpectivas para o controle vetorial
(DIAS et al., 2002). Os organoclorados foram os primeiros inseticidas utilizados no controle
de triatomineos no Brasil (PINCHIN, OLIVEIRA FILHO & PEREIRA, 1980). Em 1942
foram realizados os primeiros ensaios biologicos com Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT).
LENT & OLIVEIRA (1944) demonstraram que a acdo toxica do DDT se processava mais
rapidamente no estadio adulto do inseto. Por outro lado, esse produto ndo tinha acdo ovicida,
a sua penetragdo no tegumento das ninfas ocorria de forma lenta e a sua acdo protetora em
relacdo a reinfestacdo das UDs ocorria somente por um periodo de trés a quatro meses. DIAS
& PELLEGRINO (1948), em parceria com o Departamento Nacional de Endemias Rurais
(DNERu), realizaram ensaios de suscetibilidade de triatomineos ao DDT borrifado em
diferentes substratos e concentracdes, avaliando o efeito residual do produto.

O hexaclorobenzeno (BHC) também foi testado no controle quimico de triatomineos no
Brasil. Em condicGes de laboratorio, verificou-se a acdo todxica do BHC em Rhodnius prolixus
expostos a este produto, sendo observada uma intensa mortalidade dos exemplares. Contudo,
0 tempo de ag&o resitual desse inseticida ndo foi satisfatorio (BUSVINE & BARNES, 1947).
Em Bambui, Dias e Pellegrino (1948) comprovaram em experimento de campo a agédo
residual do BHC por até cinco meses ap0s o tratamento, quando aplicado na dose de 1,0g de
ingrediente ativo/m? em no minimo dois ciclos de borrifagdes intervalados por 30-60 dias,

preservando assim o domicilio de infestagBes por triatomineos.
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Em 1950 foi realizada a primeira grande campanha de controle de triatomineos
utilizando o BHC, conduzida por Emannuel Dias juntamente com o Servico Nacional de
Maléaria (SNM). Em 1954, o SNM testou o dieldrin com a tentativa de substituir o BHC,
porém, a sua utilizacdo foi invidvel devido ao alto custo e a ocorréncia de intoxicaces dos
aplicadores e animais domeésticos (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1956). Outros
inseticidas testados no Brasil foram os carbamatos em 1959 (SHENONE et al., 1972), o
bendiocarb, que ja foi recomendado pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) para o
controle de triatomineos (PINCHIN, FANARA & OLIVEIRA FILHO, 1984), o malathion
(SHERLOCK & MUNIZ, 1975; SHERLOCK, MUNIZ & GUITTON, 1976), outros
organofosforados, entre outros (FOX, BAYONA & OROZCO, 1966).

O controle da transmisséo vetorial do T. cruzi no Brasil foi institucionalizado em 1950
pelo SNM, porém a sistematizacdo e estruturagdo em forma de programa de alcance nacional
ocorreram somente a partir de 1975 pela Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica
(SUCAM) (SILVEIRA, 1999). A SUCAM, criada em 1967, internalizou as funcdes do
DNERu e passou a ser responsavel pelo planejamento e execu¢do das acGes de controle da
doengca. Em 1991, essa resposabilidades de executar tais funcOes foi repassada para a
Fundacdo Nacional de Saide (FUNASA) (DIAS, 2002).

O Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh) nacional seguiu o modelo
classico das campanhas, sobretudo o de erradicacdo da malaria (SILVEIRA & DIAS, 2011).
Esse modelo era composto por trés fases operacionais: fase preparatoria, de ataque e VE
(BRASIL-MS, 1980; DIAS et al., 2002; MONCAYO & SILVEIRA, 2009; SILVEIRA &
DIAS, 2011). A fase preparatoria incluia: o reconhecimento geogréafico, que consistia no
mapeamento de localidades e UDs; o cadastramento da populacéo e caracterizagdo fisica das
UDs; e o levantamento triatominico, realizado por meio de busca ativa, que correspondia a
linha de base entomoldgica utilizada para orientar as a¢des de controle com inseticidas. Na
fase de ataque era realizado o combate quimico extensivo e intensivo dos vetores,
inicialmente em todas as UDs de todas as localidades positivas para a presenca de
triatomineos e, posteriormente, somente nas infestadas (com um intervalo maximo de até seis
meses). A fase de VE era instalada quando, na avaliagdo da fase de ataque, ficavam
demonstradas a focalizagdo da infestacdo, a garantia de cobertura integral da area avaliada e a
regularidade das agdes desenvolvidas. Essa fase era realizada por meio da VE transversal e
complementada pela vigilancia longitudinal, exercida pela populacdo por meio de Postos de
Informacédo para Triatomineos (PITs) instalados nas localidades consideradas de risco de
reinfestacdo (SILVEIRA & DIAS, 2011).
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Até 1970, somente o estado de Sdo Paulo realizava as acGes de controle de forma
regular, em paralelo com trabalhos de investigacdo em Bambui, Minas Gerais (DIAS, 1957,
VINHAES & DIAS, 2000). No periodo de 1979-1985, com a priorizagdo do PCDCh, as
informagdes sobre a prevaléncia da infecgéo e distribuigdo dos vetores foram atualizadas a
partir de inquéritos soroldgicos e entomoldgicos que foram promovidos no pais. Com base
nas informacdes atualizadas, as areas endémicas foram desenhadas e as acdes de controle
foram priorizadas onde havia os maiores riscos (DIAS et al., 2002).

Na década de 1980, 36% do territdrio brasileiro era considerado &rea de risco de
transmissdo vetorial, no qual estavam inseridos 2.493 municipios distribuidos nos estados de
Alagoas, Bahia, Ceard, Espirito Santo, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio Grande do Norte,
Rio Grande do Sul, Sergipe e Tocantins (MONCAYO & SILVEIRA, 2009). Desses, 711
municipios de 11 estados eram positivos para o T. infestans. Apesar da ocorréncia de mais de
20 espécies de triatomineos no ambiente domiciliar, apenas o T. infestans, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata, T. sordida e P. megistus participavam diretamente da transmissdo domiciliar
do T. cruzi (VINHAES & DIAS, 2000).

Em 1983, o controle vetorial foi exercido em carater pleno, atingindo a cobertura
integral da area endémica do pais. Isso foi possivel devido a criacdo do Fundo de
Investimento Social (FINSOCIAL), imposto de carater social, cujos recursos foram
destinados para atender as necessidades do PCDCh (LIMA, 1983). O PCDCh manteve as
atividades de controle de forma regular, com cobertura proxima a integral durante o periodo
de 1984-1986. A partir de 1986, o andamento do programa e, consequentemente, as suas
atividades foram prejudicadas em virtude do surgimento de epidemias de Dengue nos grandes
centros urbanos, sendo a borrifagio mantida somente em algumas areas do Brasil
(NOGUEIRA et al., 1999; SCHATZMAYR, 2000; BARBOSA DA SILVA et al., 2002;
SILVEIRA & DIAS, 2011). Porém, o desempenho do programa ndo foi afetado, pois na
maior parte da area endémica ja havia sido realizada a fase de ataque ao vetor (SILVEIRA &
DIAS, 2011). Ainda nesse periodo, comprovou-se a eficiente agdo triatomicida de varios
piretroides, que passaram a ser utilizados no PCDCh (DIOTAIUTI et al., 1994; DIAS, 2002).

Este processo de controle vetorial, que ocorreu de forma integrada, resultou na
Certificagdo da Interrupcdo da Transmissdo da Doenca de Chagas pelo principal vetor
domiciliado (T. infestans), concedida pela OPAS/OMS ao Brasil em 2006, com a
INCONSUL (DIAS, 2007; SILVEIRA & DIAS, 2011; BRASIL-MS, 2014). Em 2007, focos
residuais dessa espécie foram encontrados na Bahia e no Rio Grande do Sul (cerca de 200
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exemplares capturados) (SILVEIRA & DIAS, 2011), onde sdo obervados até hoje (COURA,
2015).

Apesar de o controle ter reduzido a coloniza¢do domiciliar, as espécies nativas ainda se
mantém com ampla dispersdo e populagbes domiciliadas (SILVEIRA & DIAS, 2011;
SILVEIRA, SILVA & PRATA, 2011). As espécies P. megistus, T. sordida, T. brasiliensis e
T. pseudomaculata sdo ubiquas e podem ser encontradas tanto em eco6topos naturais quanto
artificiais (COURA & BORGES-PEREIRA, 2010), apresentando maior importancia
epidemioldgica no Brasil por terem participacdo relevante na transmissdo domiciliar do T.
cruzi (SILVEIRA, FEITOSA & BORGES, 1984; SILVEIRA, 2011). Atualmente, P. megistus
é considerada a espécie nativa mais importante no Brasil devido a sua ampla distribuicdo
geografica, suscetibilidade ao T. cruzi e facil adaptacdo ao ambiente domiciliar (COURA,
2015). J& o T. sordida apresenta ampla distribuicdo territorial e é frequentemente encontrado
no peridomicilio, principalmente em galinheiros (SHERLOCK, 2000; GURGEL-
GONCALVES et al., 2012). O T. brasiliensis e o T. pseudomaculata sdo os principais vetores
na regido Nordeste, sendo o primeiro mais frequente no ambiente domiciliar (SILVEIRA,
FEITOSA & BORGES, 1984; GURGEL-GONCALVES et al., 2012). A ocorréncia de
espécies nativas, que podem reinfestar as habitacdes ap6s a aplicacdo de inseticidas, é
considerada um obstaculo para a consolidacao do controle efetivo da DC (FORATTINI, 1980;
DIOTAIUTI et al., 2000; SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA, 2006).

Em 1999, com a portaria n° 1.399 do Ministério da Salde, as a¢bes de controle das
endemias foram descentralizadas, transferindo as responsabilidades, que anteriormente eram
da FUNASA, para os estados e municipios (SCHMUNIS & DIAS, 2000; SILVEIRA, 2011).
Assim, os programas de controle das endemias foram municipalizados e passaram a ser
geridos pelas prefeituras municipais sob a coordenacdo das Diretorias de Acoes
Descentralizadas de Saude (SILVEIRA, 2011). A descentralizacdo das agdes de vigilancia e
controle da DC representa até 0 momento um grande desafio, pois, dependendo da gestdo
municipal, podera ocorrer uma reducdo da prioridade das agdes, como também a perda de
reconhecimento da importéancia da doenga (DIAS et al., 2002).

O risco de transmisséo vetorial do T. cruzi ainda existe no Brasil (SILVEIRA & DIAS,
2011) e esta associado: (i) a persisténcia de focos residuais de T. infestans na Bahia e no Rio
Grande do Sul; (ii) a existéncia de espécies autoctones potencialmente vetoras no pais; (iii) a
emergéncia de algumas espécies como Triatoma rubrovaria (Blanchard, 1843) e
Panstrongylus lutzi (Neiva & Pinto, 1923) com risco de domiciliacdo; (iv) a transmissao em

carater endémico na Regido Amazdnica; e (v) a ocorréncia de surtos ou microepidemias de
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transmisséo oral do parasito (SILVEIRA, 2011; VINHAES, et al., 2014; DIAS et al., 2016).
Nesse contexto, é necessario que a VE para a DC esteja implantada em todo o pais, adotando
as atividades de vigilancia passiva (com participacdo da populagéo) e ativa (realizada por
equipes de entomologia dos municipios) (BRASIL-MS, 2014).

A partir de 2006, as prioridades relacionadas as atividades de vigilancia e controle
foram consideradas proporcionais ao risco de transmissao do T. cruzi nas areas de atuacédo
(DIAS et al., 2016). A estratificacdo das areas (municipios) de risco foi feita com base em
diferentes varidveis, ndo somente as entomologicas, para a definicdo das prioridades em
relacdo as areas de atuagdo. A continuidade das acdes de controle e as mudancgas ambientais,
econbmicas e sociais, determinaram a situacdo atual de risco de transmissdo vetorial do T.
cruzi em determinadas areas no Brasil, as quais apresentam situacGes epidemiologicas
peculiares e diferentes espécies de triatomineos (SILVEIRA & DIAS, 2011).

Atualmente o pais apresenta trés cenarios epidemioldgicos relacionados a transmissdo
do T. cruzi: (i) a regido extra-amazonica que compreende, além do Distrito Federal, os estados
de Alagoas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco,
Paran4, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Sergipe, onde atualmente
0 risco de transmissdo do parasito persiste em funcdo da presenca de espécies nativas; (ii) a
regido amazodnica, composta pelos estados do Acre, Amazonas, Amapa, Ronddnia, Roraima e
Pard, que era considerada indene para a DC, porém, sabe-se que, atualmente, a transmissao
endémica do T. cruzi é mantida por mecanismos extradomiciliares (transmissdo oral,
extradomiciliar e domiciliar sem colonizacao vetorial); (iii) e uma area de transicdo (estados
do Maranhdo, Mato Grosso e Tocantins), na qual é observada a ocorréncia dos dois cenarios
anteriores (SILVEIRA & DIAS, 2011). Assim, é fundamental que o controle vetorial ocorra
de maneira eficaz em todas as &reas rurais endémicas, contribuindo para a minimizagéo, em
médio prazo, das demais formas de transmissdo do T. cruzi (DIAS, 2000; SCHOFIELD,
JANNIN & SALVATELLA, 2006; DIAS et al., 2008).Todavia, sustentar os niveis de
controle da transmissdo domiciliar do T. cruzi ainda € um grande desafio (SILVEIRA &
MARTINS, 2014).

1.5 Doenca de Chagas no Nordeste
O primeiro registro da DC na regido Nordeste do Brasil foi em 1911, no Sul da Bahia,
relatada por Carlos Chagas (A IMPRENSA, 1911). Posteriormente essa endemia foi detectada
em outras areas da Bahia, Pernambuco, Sergipe e Ceara, com relato de triatomineos
domiciliados (PIRAJA-DA-SILVA, 1913; LUTZ & MACHADO, 1915; LUCENA, 1952;



31

ALENCAR, 1987; DIAS & SCHOFIELD, 1998). No contexto epidemioldgico da DC, esta
regido apresentou importancia no primeiro inquérito nacional de prevaléncia e distribuicéo
dos vetores, ocupando a segunda posi¢do em namero de infectados e indices de infestacdo por
triatomineos (CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979). Em relagdo & importancia
epidemioldgica dos vetores, as espécies P. megistus e T. brasiliensis tiveram maior
participacdo na transmissdo domiciliar da infeccdo chagasica (SILVEIRA, 2011). No segundo
inquérito nacional, a regido Nordeste apresentou o nimero mais elevado de triatomineos
capturados, correspondendo a 69,2%, sendo T. brasiliensis (43,12%) e T. pseudomaculata
(37,47%) as espécies mais encontradas no ambiente domiciliar (SILVEIRA & VINHAES,
1998). Estas espécies, nativas do semiarido e com ampla distribuicéo territorial (PIRAJA-DA-
SILVA, 1913; LUTZ & MACHADO, 1915; LUCENA, 1952; LUCENA, 1959; FORATTINI,
1980; ALENCAR, 1987; DIAS et al., 2000; GALVAO et al., 2003; GURGEL-GONCALVES
et al., 2012), sdo encontradas em todos os estados da regido e capturadas em ecotopos
artificiais, os quais reinvadem a partir do ambiente silvestre (CASTRO-FILHO & SILVEIRA,
1979; SILVEIRA & VINHAES, 1998; DIAS et al., 2000; COSTA et al., 2003a; SILVEIRA,
2011).

Estudos pioneiros revelaram a presenca constante do T. brasiliensis e T.
pseudomaculata nos ambientes domiciliar e peridomiciliar nos estados da Paraiba (LUCENA
& COSTA, 1954), Ceara (ALENCAR, 1965), Piaui (COURA et al., 1996) e Rio Grande do
Norte (LUCENA, 1959; CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; DIAS et al., 2000). Na
Paraiba, Lucena & Costa (1954) chamaram a atencédo para a predominancia do T. brasiliensis
e T. pseudomaculata, com indices de infeccdo pelo T. cruzi de 17,1% e 2,8%,
respectivamente, porém com baixa infestagdo domiciliar. No Piaui, o T. brasiliensis foi
predominante nas UDs de determinadas areas do estado (COURA et al., 1996). Essa espécie
também foi predominante no Ceara, com infeccdo natural pelo T. cruzi de 15,4%
(ALENCAR, 1965). Elevados indices de infeccdo também foram detectados em T.
pseudomaculata (18%) e T. brasiliensis (15,3%) capturados em Vvarios ambientes no
municipio de Jaguaruana, no Cearda (SARQUIS et al., 2004). Neste estado, Diotaiuti et al.
(2000) investigaram 227 UDs com o proposito de avaliar o processo de infestagdo e
reinfestacdo pelo T. brasiliensis e encontraram 48% de casas infestadas. Apos o tratamento
com inseticidas piretroides, os resultados foram satisfatérios no controle das populacBes
domésticas, porém com rapida reinfestacdo dos ecoOtopos peridomiciliares, sendo este fato
atribuido a presenca dessa espécie no ambiente silvestre.

Atualmente, a regido mais importante para a DC no Brasil é a Nordeste, devido & ampla
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distribuicdo geografica de espécies nativas como T. brasiliensis, T. pseudomaculata e R.
nasutus (DIAS, 2000; DIAS et al.,, 2008; LIMA et al., 2008). T. brasiliensis e T.
pseudomaculata continuam sendo as espécies mais capturadas em varios estados do Nordeste,
com elevados indices de infeccdo. No Piaui, de 22.896 espécimes capturados, 65% eram T.
brasiliensise 28% eram T. pseudomaculata (GURGEL-GONCALVES et al., 2010). Em
Pernambuco, as espécies T. brasiliensis (810) e T. pseudomaculata (706) foram as mais
capturadas em 185 municipios investigados, com indices de infec¢do natural pelo T. cruzi de
13,1% e 35,1%, respectivamente (SILVA et al., 2015). Em Morada Nova, no estado do Ceara,
730 exemplares foram capturados em ecOtopos naturais e artificiais, e aproximadamente 90%
eram T. brasiliensis, com indice de infec¢do natural de 11,6% (SARQUIS et al., 2012). Em
nove municipios do Rio Grande do Norte, 66,4% dos 824 espécimes capturados em ecotopos
artificiais e naturais foram T. brasiliensis e 18,2% T. pseudomaculata, ambos com elevados
indices de infecgdo pelo T. cruzi nos diferentes ambientes (BARBOSA-SILVA, 2013).

De acordo com o Ultimo inquérito soroldgico nacional realizado em criangas no periodo
de 2001 a 2008, a incidéncia da infeccdo pelo T. cruzi foi de 0,1% (104/104.954). A
possibilidade de transmissdo vetorial foi atribuida a 0,01% (11/104.954) dos casos, cujas
mées apresentaram sorologia ndo reativa para a infec¢do pelo T. cruzi. Dessas criangas, nove
sdo da regido Nordeste e uma mais especificamente, do municipio de Varzea no estado do Rio
Grande do Norte (RN) (OSTERMAYER et al., 2011).

1.6 Epidemiologia da doenga de Chagas no estado do Rio Grande do Norte

Antes da implantacdo das acdes de controle vetorial, juntamente com a INCOSUL, o T.
infestans era considerado o principal transmissor domiciliado do T. cruzi na maioria das
regides brasileiras. Na regido Nordeste, esse vetor foi introduzido na década de 1950, onde se
dispersou rapidamente (DIAS et al., 2000). Porém, em varios estados dessa regido, como o
RN, essa espécie nunca foi encontrada (SILVEIRA, FEITOSA & BORGES, 1984,
SILVEIRA & VINHAES, 1999), sendo o T. brasiliensis o principal transmissor e a espécie
predominante no ambiente antropico desde 1959 (LUCENA, 1959).

No final da década de 1950, uma vasta area do RN ainda era considerada sem
importancia epidemioldgica devido a auséncia de triatomineos e de individuos infectados no
litoral e nas zonas salineiras. Por outro lado, nas demais areas, as taxas de infestacdo por
triatomineos em condigdes de transmitir o parasito eram elevadas (Seridd, 75%; Chapada do
Apodi, 100%; e Serrana, 100%) (LUCENA, 1959). No periodo de 1957 a 1962 foram

realizados os primeiros estudos relacionados a infecgdo humana pelo T. cruzi no estado, sendo
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relatada uma estimativa de 12,2% de soroprevaléncia em areas onde mais de 60% dos
espécimes de triatomineos capturados eram T. brasiliensis (COURA et al. 1984; COSTA et
al., 2003a).

O inicio do PCDCh no estado do RN ocorreu na década de 1970, com o DNERu. Em
1975, as acOes de controle tiveram inicio na regido do Seridd, localizada na mesorregiao
Central do estado, estendendo-se posteriormente a regido serrana e expandindo-se, em
seguida, para outros municipios. Todavia, 0 programa de combate ao vetor ocorreu de forma
descontinua devido a falta de recursos (FUNASA, 1996), o que também ocorre atualmente.

Dados mais recentes mostraram uma estimativa de soroprevaléncia de 6,5% em
municipios da mesorregido Oeste do estado do RN, considerada elevada quando comparada
ao municipio de Caico (3,3%), na mesorregido Central (BRITO et al., 2012). Os dados do
ultimo inquérito soroldgico nacional indicam a ocorréncia de transmissdo vetorial no estado,
uma vez que uma crianga foi diagnosticada infectada com o T. cruzi, cuja mée apresentava
sorologia ndo reativa (OSTERMAYER et al., 2011). Além disso, triatomineos com elevados
indices de infeccdo natural pelo T. cruzi foram encontrados em ecotopos artificiais de varios
municipios do estado (BARBOSA-SILVA, 2013), o que também pode sustentar essa
hipétese.

Mesmo apoés a atuacdo do PCDCh, estudos nos municipios de Caico, Caraibas e Serra
Negra do Norte, mostraram a infestacdo por T. brasiliensis e P. lutzi nos ec6topos artificiais e
naturais com percentuais de infeccdo pelo T. cruzi correspondendo a 28,3% (28/99) e 7,5%
(9/120), respectivamente (CAMARA et al., 2010). Barbosa-Silva (2013) também encontraram
elevados indices de infeccdo em triatomineos capturados nos ambientes intradomiciliar
(50%), peridomiciliar (20,1%) e silvestre (41,8%) em municipios das mesorregides Central e
Oeste do RN, sendo P. lutzi (78%) a espécie com o percentual de infeccdo mais elevado,
seguida do T. brasiliensis (24,4%) e T. pseudomaculata (22,6%). Além de T. brasiliensis, T.
pseudomaculata e P. lutzi, também foi relatada a ocorréncia do Triatoma rubrofasciata (De
Geer, 1773), T. melanocephala, Panstrongylus diasi (Pinto & Lent 1946), P. megistus e R.
nasutus, sendo as duas primeiras espécies as mais frequentes em UDs (LUCENA, 1959;
CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; COSTA et al., 2003a; SILVEIRA, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Apds a descentralizacdo do sistema de saude brasileiro, as medidas de controle vetorial
tém sido de responsabilidade dos governos municipais, que nem sempre alcancaram 0s
resultados desejados devido as dificuldades operacionais e politicas e a falta de recursos
financeiros (DIAS, 2000). Em éareas onde o sistema de vigilancia é falho e a presenca de
espécies nativas € comum nos ambientes antropicos e naturais, a interagdo parasito-vetor-
reservatorio-hospedeiro é mantida (XAVIER et al., 2014).

Do ponto de vista da infeccdo humana pelo T. cruzi, um estudo recente realizado em
individuos da zona rural da mesorregido Oeste (1.950 individuos) e no municipio de Caico
(390) do estado RN demonstrou a estimativa de soroprevaléncia de 6,5% e 3,3%,
respectivamente. Os resultados também mostraram que nenhum participante menor de 18
anos foi sororreativo, além do aumento progressivo da soropositividade em individuos com
até 50 anos na mesorregido Oeste e 40 anos em Caico (BRITO et al., 2012). Porém, apesar da
tendéncia de queda nas taxas de prevaléncia e incidéncia da infeccdo, a possibilidade de
transmisséo vetorial ndo pode ser descartada. O diagnostico da infec¢do pelo T. cruzi em uma
crianga do municipio de Véarzea (mesorregido Agreste), cuja mae apresentou sorologia
negativa, sustenta esta hipotese (OSTERMAYER et al., 2011).

Em varios municipios do RN, como Caraubas, cuja soroprevaléncia em individuos
adultos foi elevada, as espécies de triatomineos T. brasiliensis e T. pseudomaculata estdo
presentes colonizando os ambientes artificiais, muitas vezes apresentando elevados indices de
infeccdo pelo T. cruzi, correspondendo respectivamente a 24,4% e 22,6% (BARBOSA-
SILVA, 2013). Avaliar a distribuicdo geografica dessas espécies de importancia
epidemioldgica é fundamental para entender a dimensdo espacial e o risco de transmissao do
parasito (GURGEL-GONCALVES et al., 2012). Estudos que consideram os componentes do
sistema epidemioldgico permitem a deteccdo precoce da infeccdo (ROMANA, 2007).

A compreensdo dos aspectos epidemioldgicos do ciclo de transmissdo do T. cruzi é
fundamental para o planejamento das agdes de controle e monitoramento da infecgéo
chagasica, podendo contribuir para a reducdo do contato dos vetores com 0s seres humanos.
Além disso, o estudo sobre a ecologia e o comportamento dos vetores nos ambientes
antrépicos e silvestres € fundamental para a compreensdo do processo de domiciliagdo de
cada espécie e dos ciclos de transmissdo do parasito e a interacdo entre o habitat natural e os
ecétopos artificiais. A identificacdo da fonte alimentar € uma forma de compreender a relagédo
entre as espécies de triatomineos e sua preferéncia alimentar permitira detectar os hospedeiros

naturais e seu papel na transmissdo do T. cruzi. Estes estudos podem contribuir para o
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planejamento e estabelecimento de novas estratégias de controle nos municipios do estado do
RN.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Norte

Avaliar o potencial para a transmissao vetorial do T. cruzi no estado do Rio Grande do

e 0s principais aspectos ecoldgicos das espécies de triatomineos e, determinar a relagdo

taxonémica entre T. brasiliensis e T. petrocchiae.

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliar as atividades de vigilancia entomoldgica (busca ativa e controle vetorial), a
distribuicdo, infestacdo e colonizacdo das diferentes espécies de triatomineos
capturados nos ambientes artificiais e o indice de infeccdo natural por
tripanossomatideos nos municipios do estado do Rio Grande do Norte;

Avaliar a infestagdo, infecgdo natural pelo T. cruzi e fonte de alimentagdo dos
triatomineos capturados em diferentes ecotopos dos ambientes silvestre e antropico
nos municipios de Serra Negra do Norte e Caratbas/RN, respectivamente;

Comparar 0os métodos de extracdo do DNA para a identificacdo da fonte alimentar das
espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata;

Determinar 0s genétipos de T. cruzi isolado dos triatomineos capturados nos
municipios de Caraubas e Serra Negra do Norte/RN;

Identificar por parametros morfoldgicos e moleculares das espécies de triatomineos no

ambiente silvestre e determinar sua relacdo com o T. brasiliensis e o T. petrocchiae.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Avaliar as atividades de vigilancia entomoldgica (busca ativa e controle vetorial)
no estado do Rio Grande do Norte

4.1.1 Area de estudo
O estado do RN esta localizado na regido Nordeste do Brasil, ocupando 3,14% do
territério do pais e extenséo territorial de 52.810,7km?. Esta politicamente dividido em 167
municipios, agrupados em quatro mesorregides: Oeste, Central, Agreste e Leste (Figura 1).

Sua populacédo abrange 3.168.133 habitantes, 2.465.439 em areas urbanas e 702.694 na zona
rural (IBGE, 2010).

Baixo risco (n = 66)
Meédio risco (n = 65)

N
0 *L
-Alto risco (n = 36)
S

Figura 1 - Distribuicdo dos municipios do estado do Rio Grande do Norte por mesorregides e estratificacdo de
risco da transmissdo do T. cruzi de acordo com a Secretaria de Estado da Salide Publica.
Fonte: IBGE (2017) modificado pela autora.

Cerca de 90% do territério do RN esta inserido no semiarido, que abrange desde o
sertdo até o litoral. Essa area tem como vegetacdo predominante a caatinga hiperxerofila e
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semiarido como clima, o qual ocorre de forma continua nessa area, estendendo-se até o litoral
setentrional, com temperatura média anual de 25,5°C, sendo a maxima de 31,1°C e a minima
de 21,1°C (ANUARIO ESTATISTICO DO RN, 2015). De acordo com a SESAP-RN, 36
(21,5%) municipios estdo classificados como de alto risco para a transmissdo do T. cruzi, 65
(39,5%) de médio risco e 66 (39%) de baixo risco (Figura 1, Anexo 1). A estratificacdo de
risco associada a transmissao vetorial foi proposta como estratégia importante para orientacao
e sustentacdo das acOes de controle no pais e tem sido incorporada em diferentes perspectivas
pelos programas de controle dos estados e municipios. Neste estudo, os fatores observados
para avaliar a possibilidade de risco de transmissdo vetorial foram os indices de infestagdo e
de colonizacdo, as espécies de triatomineos presentes nas unidades domiciliares (autoctones
ou aldctones) e a taxa de infeccdo pelo T. cruzi desses insetos, conforme Dias et al. (2016).

Para o estudo foram avaliados os dados referentes a captura de triatomineos por busca
ativa no periodo de 2005 a 2015, disponibilizado pela SESAP/RN. Nos municipios, 0s
triatomineos foram capturados nas unidades domiciliares (UDs) pelos agentes de endemias e
encaminhados para as suas respectivas Unidades Regionais de Saude Publica (URSAP), onde
foram identificados e examinados para a detec¢do do T. cruzi por meio do exame direto das
fezes dos insetos. Nos dados constavam informagfes como: captura por municipios; nimero
de UDs existentes, investigadas, positivas, com ninfas no intradomicilio e borrifadas; espécie
de triatomineos; ambiente de captura (intradomicilio e peridomicilio); e infeccdo natural por
tripanossomatideos.

Do ponto de vista conceitual, UD é o conjunto composto pela habitacdo humana e os
anexos no espaco proximo as casas. O intradomicilio corresponde a habitacdo (espaco interno
e as paredes externas) e o peridomicilio é o espago externo, proximo a casa, que inclui 0s
anexos e outros possiveis abrigos para triatomineos (galinheiro, curral, chiqueiro, pilhas de

telhas e tijolos, etc).

4.1.2 Avaliacdo temporal da vigilancia ativa e controle vetorial no estado do Rio
Grande do Norte
Os dados referentes as capturas de triatomineos nas UDs dos municipios do RN foram
utilizados para:
v Determinacdo do numero de municipios que realizaram a vigilancia
entomoldgica por ano;

v Determinacgéo dos seguintes indicadores entomologicos (WHO, 1991):
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-indice de infestacdo intradomiciliar: Numero de intradomicilios positivos x
100/numero de intradomicilios pesquisados;

-indice de infestagdo peridomiciliar: Numero de peridomicilios positivos x
100/ntmero de peridomicilios pesquisados;

-Indice de colonizac&o intradomiciliar: NUmero de UDs com ninfas no intradomicilio
x 100/ndamero de UDs com triatomineos no intradomicilio;

-indice de infeccdo natural: Namero de triatomineos infectados por
tripanossomatideos x 100/ndmero de triatomineos examinados;

v Avaliacdo do numero de UDs positivas que foram submetidas ao controle

quimico ao longo dos anos;

v Atualizacdo das espécies de triatomineos capturadas nos ecotopos artificiais;

v Determinacdo da distribuicdo geografica das espécies de triatomineos.

4.2 Infestacdo de triatomineos nas UDs do municipio de Caraubas
O municipio de Caraubas esta localizado na mesorregido Oeste do RN, com érea de
1.132,860 km? e 260 localidades (Figura 2). A populacdo local é constituida por 19.576

habitantes, dos quais 5.872 residem em areas rurais (IBGE, 2016).

Figura 2 — Mapa do estado do Rio Grande do Norte destacando em cinza escuro o municipio de Caralbas
localizado na mesorregido Oeste.
Fonte: IBGE (2017) modificado pela autora.

O municipio de Caraubas foi escolhido para o estudo pelas seguintes razdes: (1) estar
inserido numa &rea de elevada estimativa de soroprevaléncia para a infeccdo humana pelo T.

cruzi (10,3%) (BRITO et al., 2012); (2) ser considerado um municipio de alto risco de
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transmisséo do parasito de acordo com o Ministério da Saude; (3) apresentar elevados indices
de infestacdo de ecoOtopos artificiais por T. brasiliensis e T. pseudomaculata; e (4) por
apresentar elevados indices de infeccdo natural pelo T. cruzi no intradomicilio e peridomicilio
(BARBOSA-SILVA, 2013).

O estudo da situacdo ecoepidemioldgica atual do municipio foi realizado em duas
etapas: (1%) avaliar a ocorréncia de triatomineos, a infestacdo das UDs e as atividades de
controle a partir de dados secundarios disponibilizados pela SESAP-RN; (2% avaliar os
aspectos ecoldgicos dos triatomineos: infestacdo dos ecotopos, infecgdo natural pelo T. cruzi,
fonte de alimentacdo e relacdo entre ecoOtopo-infeccdo-fonte alimentar, a partir de uma

pesquisa de campo.

4.2.1 Infestacao por triatomineos e atividades de vigilancia entomolégica no municipio

de Caraubas
Na primeira etapa do trabalho foi realizada uma analise temporal com os dados
disponibilizados pela SESAP-RN, referentes as capturas de triatomineos no periodo de 2010 a
2016 para avaliar as atividades de vigilancia entomoldgica (busca ativa e controle quimico) e
verificar as espécies de triatomineos e estadios presentes nos ambientes intradomiciliar e
peridomicliar. Os indicadores entomolodgicos (indice de infestacdo, indice de colonizacdo
intradomiciliar e peridomiciliar e indice de infeccdo natural pelo T. cruzi) também foram

calculados conforme descritos no item 4.1.2 (WHO, 1991).

4.2.2 Aspectos ecoldgicos dos triatomineos

Na segunda etapa, as capturas de triatomineos foram realizadas pelo autor deste estudo,
com a assisténcia de um agente de endemias do respectivo municipio, nos ambientes
intradomiciliar e peridomiciliar das UDs no periodo de 2010 a 2016. As coletas foram
realizadas no periodo diurno em localidades positivas, conforme os dados da vigilancia
entomoldgica. O tempo de permanéncia em cada UD foi em média de 40min/duas pessoas.
No intradomicilio, as buscas foram realizadas em todos os comodos e por trds dos moveis
(Figura 3). Em relagdo ao peridomicilio, as buscas por triatomineos ocorreram em
galinheiros, currais, chiqueiros, pilhas de telhas e tijolos, palha seca da carnadba e alguns
anexos fechados como igrejas e escolas (Figura 4). Os triatomineos foram capturados
manualmente (sem uso de substancias desalojantes e armadilhas) com auxilio de pinca e
acondicionados em frascos de plasticos, devidamente etiquetados (com data, ambiente,

ecétopo e municipio de origem). Todos os triatomineos capturados foram encaminhados para
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0 Laboratorio de Biologia de Parasitos e Doenca de Chagas/ Centro de Ciéncias da Saude/
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (LaBioParChagas/UFRN), onde foram
identificados de acordo com os parametros da chave de Lent & Wygodzinsky (1979). Em
seguida, o contetdo intestinal dos insetos foi analisado por exame direto (Item 4.3.1) e PCR
do kKDNA (Item 4.3.2) para deteccdo do T. cruzi. A reacdo da PCR multiplex (Iltem 4.3.3) foi
realizada para o diagnostico diferencial das espécies T. cruzi e Trypanosoma rangeli (Tejera,
1920). O conteddo intestinal também foi utilizado para a identificacdo da fonte alimentar
usando ensaios moleculares realizados no Laboratério de Referéncia de Triatomineos e
Epidemiologia da Doenga de Chagas no Instituto Rene Rachou/FIOCRUZ/MINAS
(LATEC/IRR/FIOCRUZ/MINAS).

Figura 3 — Captura de triatomineos no ambiente domiciliar.
Fonte: Acervo préprio.
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Caralbas. A: Pilha de telhas; B: Galinheiro; C: Curral; D: Espécime de T. brasiliensis
capturado na parede do curral.
Fonte: Acervo préprio.

4.3 ldentificacdo e pesquisa de tripanossomatideos

4.3.1 Exame direto e dissecacdo dos triatomineos

O diagndstico parasitoldgico da infeccdo pelo T. cruzi foi realizado com o conteudo
intestinal dos triatomineos por compressao abdominal. As fezes dos insetos foram diluidas em
5uL de solugdo salina a 0,9%, colocadas sobre lamina e laminula e observadas em
microscopio Optico com aumento de 400x (DIAS et al., 2016). Ap6s o exame direto, 0s
triatomineos foram colocados em solugdo White por 30min e lavados com solucédo salina a
0,9% (estéril) em ambiente estéril para serem dissecados. Cada inseto teve as cuticulas do
abdome removidas usando pingas e tesoura, 0 conteudo intestinal retirado completamente e
dividido em duas partes: (12) para o estudo de fonte alimentar, armazenada a -70°C em um
tubo de 1,5mL; e a (2%) foi colocada em um poco de placa com 24 pocos contendo 500puL de
solucdo salina estéril segundo Bronfen et al. (1989) para a pesquisa de tripanossomatideos. O
contetdo intestinal foi macerado e aproximadamente 250uL da suspensdo foram semeadas
em tubo plastico estéril contendo os meios de cultura Liver Infusion Tryptose-LIT
(CAMARGO, 1964) + McNeal Novy e Niccole (NNN) ou Agar sangue para a xenocultura.
Os tubos foram incubados a temperatura de 28°C e uma aliquota de cada amostra foi
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examinada apos 15, 30 e 60 dias a0 microscopio optico com aumento de 400x. Cerca de
200uL foram diluidos (v/v) em solucdo de Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M, mantida 5-7 dias
a temperatura ambiente e fervidas a 100°C por 15min (BRITTO et al., 1993) e posteriormente
as amostras foram armazenadas a 4°C até 0 momento da extragdo do DNA. Nem todos os
triatomineos tiveram o conteddo intestinal suficiente para o estudo da fonte alimentar, sendo

priorizado a deteccdo do T. cruzi.

4.3.2 PCR do DNA do cinetoplasto (kDNA)

A PCR-kDNA foi realizada para avaliar a infeccdo dos triatomineos a partir da deteccéo
do DNA do cinetoplasto do T. cruzi. A extracdo do DNA foi realizada com 200uL de cada
amostra (conteldo intestinal) diluida em Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M em microtubo de
1,5mL acrescida de 100uL de fenol Tris pH 8,0 e 100uL de cloroférmio. A mistura foi
homogeneizada lentamente por 2min e centrifugada a 6.000rpm (Microcentrifuga Eppendorf
modelo 5418, Hamburg, Germany) durante 5min. O sobrenadante foi removido para um
segundo microtubo (microtubo 2) e ao sedimento foram adicionados 200uL de agua MiliQ
esteril, homogeneizado lentamente por 2min e centrifugado a 6.000rpm durante 5min. O
sobrenadante foi transferido para o microtubo 2 e o sedimento descartado. Na etapa seguinte,
300uL de cloroféormio foram adicionados ao sobrenadante, a mistura foi homogeneizada
lentamente por 2 min e centrifugada por 5min a 6.000rpm. Aproximadamente 260uL do
sobrenadante foi transferido para um terceiro microtubo contendo 100mM de acetato de
sodio, 40ug de glicogénio (Boehringer,Mannhein, Germany) e dois volumes de etanol
absoluto para a precipitacdo do DNA em banho de gelo durante 15min. Apoés a centrifugacao
a 13.000rpm por 15min, o sobrenadante foi descartado, volatilizado o etanol e 0 DNA foi
ressuspendido em 20puL de H,O miliQ estéril e armazenado a 4°C até 0 momento de uso
(GOMES et al., 1998).

As reacdes da PCR foram realizadas em duplicata e volume final de 20pL contendo
Tris-HCI 10mM (pH 9.0), Triton X-100 0,1%, KCI 75mM, MgCl, 3,5mM, 0,2mM de cada
deoxinucleotideo (dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Sigma Chemical Company, Missouri,USA), 1U
de Taq DNA polimerase (Promega, USA), 25pmoles de cada iniciador da reacdo e 2uL do
DNA (GOMES et al., 1998). As sequéncias da regido constante dos minicirculos do kDNA
constituiram 0 alvo da reacao com 0S iniciadores 121 (5-
AAATAATGTACGGG(G/T) GAGATGCATGA-3’) e 122 (5°-GGT
TCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3’) (DEGRAVE et al., 1988). O programa de
amplificacdo foi constituido de uma desnaturacdo inicial a 95C (5min), 35 ciclos de
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desnaturacdo a 95°C (1min), anelamento a 65 C (1min), extensdo a 72°C (1min) e extensdo
final por 10min em termociclador (Mastercycler gradient-Eppendorf, Hamburg, Germany).
As etapas de extracdo do DNA e mistura da reagdo da PCR foram monitoradas com controles
positivos e negativos. Como controles positivos foram utilizados 2uL de DNA de cultura
acelular do T. cruzi da cepa CL (1ng/luL) em um tubo separado com a mesma mistura da
reacao e controle negativo contendo a mistura dos reagentes sem DNA. Os produtos da PCR
foram visualizados por eletroforese em geis de poliacrilamida a 6% corados pela prata
(SANTOS, PENA & EPPLEN, 1993) e o tamanho das bandas amplificadas foi monitorado
por marcador de peso molecular de 100pb (Ladder, Invitrogen, USA). As amostras foram
consideradas positivas quando apresentaram um padrdo de banda de 330 pares de bases (pb).
Para evitar contaminacOes, cada etapa da reacdo foi realizada em ambientes separados,

utilizando reagentes e equipamentos destinados exclusivamente para cada uma delas.

4.3.3 PCR-Multiplex

A PCR-Multiplex foi realizada para o diagndéstico diferencial do T. cruzi e do T. rangeli
conforme descrita por Souto, Vargas e Zingales (1999), utilizando os iniciadores D72 (5°-
TTTGAATGGTCACCGAACAGT-3’), D75 (5’-GATGCACTTGGTTGGCGTAG-3’) e RG3
(5-GGCCAAAGGGTAAGGCTC-3’) em um volume final de 22uL contendo Tris-HCI
10mM (pH 9.0), Triton X-100 0,1%, MgCl, 3,5mM, 0,4mM de cada deoxinucleotideo
(dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Sigma,USA), 5U de Platinum® Taq DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies, California, USA), 17pmoles de cada iniciador da reacdo e 2uL de DNA
molde. O programa de amplificacdo foi constituido de uma desnaturacdo inicial a 94°C
(4min), 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C (1min), anelamento a 60°C (1min) e extensdo a 72°C
(Imin) e, extensdo final por 7min em termociclador (Mastercycler Gradient-Eppendorf,
Hamburg, Germany). As reagdes foram monitoradas com controles positivos, utilizando 2uL
de DNA de cultura acelular do T. cruzi das cepas de referéncia: Colombiana (corresponde a
DTU-Discrete typing units | ou Tcl), JG (DTU Il ou Tcll) e T. rangeli (3ng/ul), e controle
negativo contendo a mistura dos reagentes sem DNA. O tamanho dos produtos amplificados
pela PCR foi monitorado pelo marcador de peso molecular de 100pb (Ladder, Invitrogen,
USA) e os amplicons visualizados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5%
(FERNANDES et al., 2001) corados pela prata (SANTOS, PENA & EPPLEN, 1993). Esses
iniciadores permitem distinguir Tcl (que amplifica um fragmento de ~250pb), Tcll (que
amplifica um fragmento de ~265pb) e T. rangeli (que amplifica um fragmento de ~210pb)
(SOUTO, VARGAS & ZINGALES, 1999).
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4.4 ldentificacdo da fonte alimentar dos triatomineos

4.4.1 Comparacdo dos métodos de extracdo do DNA

Inicialmente a identificacdo da fonte alimentar foi realizada a partir de amostras do
conteddo intestinal puro com o DNA total extraido utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), conforme as instrucdes do fabricante. A concentracdo do DNA
genémico foi determinada utilizando o aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, USA) e o grau de pureza determinado pela reacdo de absorbancia de 260/280nm de
comprimento de onda.

Para ampliar o nUmero de amostras de triatomineos capturados no campo com a fonte
de alimentacdo identificada, inicialmente foi realizada a extracdo do DNA utilizando o Kit
anteriormente citado em amostras do conteudo intestinal de triatomineos diluida em
Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M, porém, a reacdo de PCR ndo funcionou. Posteriormente, a
extracdo do DNA das amostras foram padronizadas usando o método de Fenol-Cloroférmio.
Nesta extracdo foram utilizados cerca de 50 ovos de T. brasiliensis da coldnia pertencente ao
insetario do LATEC/IRR/FIOCRUZ/MINAS. Apos a ecloséo das ninfas foram formados trés
grupos contendo 10 ninfas de primeiro estadio, sendo alimentados da seguinte forma: grupo 1
com Columba livia (pombo); grupo 2 com Mus musculus (camundongo); e grupo 3 com
Gallus gallus (galinha). Esses animais foram anestesiados antes do processo de alimentacéao
com 60 - 80mg de ketamina (Cloridrato de cetamina, Vetnil) + 8-15mg de xilazina (Dopaser,
Vetnil) por kg de massa corporal do animal, de acordo com a Comissdo de Etica no Uso de
Animais da FIOCRUZ (CEUA/FIOCRUZ), protocolo P-27/14-3. A preferéncia pela escolha
de ninfas de primeiro estadio recém-eclodidas garantiu o controle sobre o tipo de alimentagéo
que foi oferecida para cada grupo. Apos a alimentacdo, as ninfas foram redistribuidas em dois
grupos, cada um contendo cinco exemplares alimentados com as diferentes fontes. Esses
insetos foram dissecados com auxilio de pingca e tesoura, € o intestino foi removido e
armazenado em tubo de 1,5mL (Item 4.3.1). No primeiro grupo, o contedo intestinal foi
diluido em 400uL de solucdo de Guanidina-HCI 6M/EDTA 0,2M e a extracdo de DNA
realizada segundo Gomes et al. (1998) (Iltem 4.3.2). No segundo grupo, 0 DNA total foi
extraido diretamente do conteddo intestinal utilizando o mesmo kit mencionado acima de

acordo com as instrucOes do fabricante.
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4.4.2 PCR do gene mitocondrial do RNA ribossomal 12S

A reacdo da PCR foi realizada em um volume final de 25ul, contendo 10-40ng de DNA
gendmico, 2,5uL de Buffer 10%; 2,5uL de dNTP 2,5mM; 0,75uL de MgCl, 50mM; 2,5uL de
cada iniciador 10pmol; 0,25pL de Taq Platinum 0,5U/ul (Invitrogen, Carlsbad,CA, USA). Os
iniciadores utilizados foram (L1085 5’-CCCAAACTGGGATTAGATACCC-3’ ¢ H1259 5°-
GTTTGCTGAAGATGGCGGTA-3’), que amplificam fragmentos de 215pb e 244pb. Esses
iniciadores sdo universais para animais vertebrados e foram desenhados com base nas regides
conservadas do locus 12S do rRNA (KITANO et al., 2007). Para cada reacdo de PCR foram
usados controles negativo (sem DNA) e positivo (amostra de DNA extraido do contetdo
intestinal de um triatomineo alimentado em G. gallus). O programa de amplificacdo foi
constituido de uma desnaturacéo inicial a 95°C (5min), 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C (30s),
anelamento a 58'C (30s) e extensdo a 72'C (1min) com extensdo final a 72°C (7min) em
termociclador (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os produtos amplificados foram
visualizados por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% corados pela prata
(SANTOS, PENA & EPPLEN, 1993). O DNA do bacteriofago @-X174 digerido pela enzima
de restricdo Haelll foi utilizado como marcador de peso molecular para monitorar o tamanho
das bandas amplificadas. As amostras positivas na PCR tiveram o seu produto purificado com
0 QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo o protocolo do
fabricante. Apds a purificacdo, a qualidade e a concentracdo do DNA foram medidas por
espectrofotdbmetro usando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, USA) e, em

seguida, as amostras foram sequenciadas.

4.4.3 Reacao de sequenciamento

O fragmento de DNA purificado foi sequenciado utilizando o BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kits (Applera, Applied Biosystems, CA, USA). Para esta reacdo foram
utilizados 5-20ng do DNA purificado, 1puL dos iniciadores Forward ou Reverse (5pmol),
1,75uL. de tampao Save Money (200mMTris-HCI, pH 9; 5mM MgCl,), 0,5uL de BigDye e
agua deionizada estéril para completar 10uL. Para cada iniciador foi realizada uma reacdo de
sequenciamento. O produto da PCR de sequenciamento foi precipitado pela adigdo de 1uL de
EDTA 125mM em cada poco, 1pL de acetato de amodnia 7,5M ou acetato de s6dio 3M e 50uL
de etanol 100%. Em seguida, a placa foi selada com o adesivo, vortexada rapidamente e
incubada por 15min a temperatura ambiente ao abrigo da luz. As amostras foram
centrifugadas por 45min a 3.700rpm (Eppendorf 5804 R, Hamburg, Germany) em

temperatura ambiente. ApOs o0 descarte do sobrenadante, 100uL de etanol 70% foram
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adicionados as amostras, que foram centrifugadas a 3.700rpm por 15min a temperatura
ambiente e 0s seus sobrenadantes descartados. As amostras foram ressuspendidas em
formamida HI-DI (Applied Biosystem, Torrance, California, USA) e processadas em
sequenciador automatico, na plataforma ABI 3730 (Applied Biosystems, Torrance, California,
USA) do IRR/FIOCRUZ/MINAS.

4.4.4 Analise das sequéncias
As sequéncias obtidas foram avaliadas a partir da analise do eletroferograma no
programa BioEdit Sequence Alignment Editor® V. 7.0.9.0 (HALL, 1999). Para identificacéo
da fonte alimentar foi realizada uma comparacéo entre as sequéncias obtidas neste estudo e as
que foram depositadas no GeneBank utilizando a ferramenta BLASTN

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.5 Aspectos ecoldgicos de espécies de triatomineos do ambiente silvestre

4.5.1 Area de estudo

Este estudo foi conduzido na Estacdo Ecoldgica do Seridé (ESEC-Seridd) localizada no
municipio de Serra Negra do Norte (06° 34’ 36,2” S e 37° 15° 20,7 W) na mesorregido
Central do RN (Figura 5), no periodo de 2010 a 2016. A ESEC-Seridd € uma Unidade de
Conservacdo que abrange uma area de Caatinga de 1.166,38 hectares (VARELA-FREIRE,
2002). E caracterizada por apresentar um clima semiarido (AB'SABER, 1974), estacdo
chuvosa entre 0s meses de marco e maio, e precipitacao variando entre 500 e 800mm/ano. As
temperaturas médias anuais variam de 28°C-30°C, podendo exceder 40°C, e a temperatura
minima varia entre 17°C-20°C. A umidade relativa do ar varia entre 30-50% na estagéo seca e
80-90% na estagdo chuvosa (VARELA-FREIRE, 2002). A vegetagdo € do tipo hiperxerofila
arbérea-arbustiva onde vérios afloramentos rochosos sdo encontrados cobertos durante a
estacdo chuvosa ou expostos durante a estacdo seca, apés a queda das folhas (VELLOSO,
SAMPAIO & PAREYN, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 5 - Mapa do estado do Rio Grande do Norte destacando em cinza
escuro o municipio de Serra Negra do Norte e a Estacdo Ecoldgica do Serido.
Fonte: IBGE (2017) modificado pela autora.

Nesse local foram investigados trés afloramentos de rochas (Figura 6) e cascas e
troncos de arvores. Nesses ecotopos foi observada a presenca de pequenos roedores silvestres,
uma variedade de aves e lagartos, aranhas, escorpides, cobras e diversas espécies de insetos.
Proximo a alguns afloramentos ha uma fazenda habitada com varios animais domesticos. As
pesquisas foram conduzidas no periodo diurno e noturno e sempre realizadas com trés
colaboradores do trabalho e um técnico da ESEC-Seridd. As capturas foram realizadas
manualmente com auxilio de pinca e lanterna, sem o uso de substancias desalojantes e
armadilhas. Os insetos coletados foram acondicionados em recipientes de plastico
devidamente etiquetados (com data e ambiente) e encaminhados para 0
LaBioParChagas/CCS/UFRN, onde foram identificados conforme os pardmetros da chave de
identificacdo (LENT & WYGODZINSKY, 1979). Em seguida, o contetdo intestinal dos
insetos foi analisado para a pesquisa por tripanossomatideos (Item 4.3.1 e 4.3.2) e estudo da

fonte alimentar (Item 4.4.1).
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Figura 6 - Captura de triatomineos em afloramento de rochas na
Estacdo Ecoldgica do Seridd no municipio de Serra Negra do
Norte/RN.

Fonte: Acervo préprio

4.6 Genotipagem do T. cruzi

Os isolados do T. cruzi provenientes da xenocultura foram cultivados em meio LIT até
a obtencéo de 10’/mL de epimastigotas. As culturas foram lavadas trés vezes em tampéo KRT
(Krebs-Ringer-Tris) pH 7,2 e concentradas por centrifugacéo a 2.500rpm (Eppendorf 5450R
Hamburg, Germany) por 15min a 4°C. O sedimento (massa Umida) de cada isolado foi
armazenado em triplicata a temperatura de -20°C até o momento da extracdo do DNA. A
extracdo de DNA (MACEDO et al., 1992) foi realizada utilizando a massa Umida de cada
amostra do T. cruzi e o DNA foi quantificado em um fluorémetro (Qubit® 2.0 Fluorometer -
Life Technologies) para a concentracdo final de cada amostra ser ajustada para 3ng/uL e
estocada a 4°C até 0 momento do uso.

A caracterizagdo dos isolados do T. cruzi foi realizada usando trés marcadores
genéticos segundo protocolo descrito previamente (D’AVILA et al., 2009): dominio
divergente do gene 24So. do DNA ribosomal (rRNA) (SOUTO & ZINGALES, 1993); a
subunidade 11 do citocromo oxidase do gene mitocondrial (COII) (FREITAS et al., 2006); e 0
espacador intergénico dos genes miniexon do T. cruzi (SL-IR) (BURGOS et al., 2007). Para
cada reacdo da PCR foram utilizados como controles cepas e clones do T. cruzi como
referéncia (Tabela 1). Os produtos das PCRs foram visualizados por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6% e corados com uma solugédo de nitrato de prata (SANTOS, PENA
& EPPLEN, 1993).
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Tabela 1 - Caracteristicas das cepas e clones de referéncia do Trypanosoma cruzi e dos
marcadores genéticos.

Cepas e Marcadores genéticos DTU do
clonesdo T. 24S0 rRNA” colr™ SL-IR™ T. cruzi
cruzi (pb) (haplotype/pb) (pb)
Col1.7G2? 110 A/30, 81, 264 150 Tcl
JGP 125 C/81, 212 150 Tell
RN19° 110 B/81, 294 200 Tclll
AM64° 110/119 B/81, 294 200 TclV
3253° 110 + 125 B/81, 294 150 TcV
CL-Brener' 125 B/81, 294 150 TcVI

*FREDERICI, ABELMANN & NEVA, 1964; "LAGES-SILVA et al., 2001; ‘CAMARA et al., 2010;
IMONTEIRO et al., 2010; LAGES-SILVA et al., dados néo publicados; "ZINGALES et al., 1997; "SOUTO
& ZINGALES (1993); **FREITAS et al. (2006); ~ BURGOS et al. (2007); pb: pares de bases; DTU:
discrete typing units

4.7 Analise morfologica e taxonémica dos triatomineos
Nesta analise foram utilizados espécimes de T. brasilensis (RN), sete de Triatoma sp.
(RN) (Anexo 2), um de T. petrocchiae (CE) e quatro de T. melanica (MG) capturados em
ecotopos naturais e artificiais. Para este estudo somente um exemplar de T. petrocchiae
proveniente do estado do Ceara foi utilizado devido a dificuldade de captura dessa espécie.
Esses insetos foram identificados (LENT & WYGODZINSKY, 1979; COSTA et al., 2013),
medidos, morfologicamente comparados e tiveram o gene citocromo (Cyt b) e o espacador

interno transcrito (ITS-1) sequenciados.

4.7.1 Morfologia

Na andalise morfoldgica foram utilizadas as caracteristicas morfoldgicas consideradas
para o diagndstico das espécies T. brasiliensis e T. petrocchiae, segundo Lent e Wygodzinsky
(1979) e Galvédo (2014): (1) tamanho da cabeca em relacdo ao pronoto; (2) insercdo do
tubérculo antenifero; (3) tamanho do primeiro articulo antenal em relagcdo ao apice do clipeo;
(4) espessura do rostro e presenca de cerdas; (5) manchas no pescogo; (6) coloragdo do
pronoto e presenca de manchas; (7) caracteristicas do escutelo; e (8) caracteristicas das
pernas. Uma matriz de presenca/auséncia de caracteres morfologicos foi construida e um
fenograma foi gerado. A analise computacional foi realizada pelo programa NTSYs (ROHLF,
1998) utilizando o coeficiente de associacdo de Dice (DICE, 1945), que mede as
coincidéncias e as diferengas dos caracteres entre as Unidades TaxonO0micas Operacionais
(UTOs), e o fenograma foi construido com o UPGMA (Método de Agrupamento aos Pares
Utilizando Médias Aritméticas) (SNEATH & SOKAL, 1962, 1973).
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4.7.2 Relagdes taxondmicas
A extracdo de DNA foi realizada por maceracdo de duas patas de cada inseto adulto e
preservadas em freezer a -70°C, utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, WI), seguindo as instrucbes do fabricante recomendadas para tecido
animal. A concentracdo do DNA gendmico foi determinada utilizando o aparelho
NanoDrop® 2000 Thermo Scientific®. A amplifica¢do dos fragmentos do DNA do Cyt b e do
ITS-1 foi realizada a partir de uma PCR utilizando os seguintes iniciadores:
Cytb: CYTB7432F (5’-GGACG(AT)GG(AT)ATTTATTATGGATC-3")
CYTB7433R (5’- GC(AT)CCAATTCA(AG)GTTA(AG)TAA-3)
(LYMAN et al., 1999; MONTEIRO et al., 2004)
ITS: Forward: (5>-TACACACCGCCCGTCGCTACTA-3)
Reverse: (5’-GAGTGATCCGCCGCTCAGGGTAATA-3)
(YA-JIE, DE-XING & LI-JUN, 2003)

As reagdes foram realizadas em volume final de 25uL contendo Tris-HCI 10mM pH
9,0, Triton X-100 0,1%, 15mM de MgCl,, 0,2mM de cada deoxinucleotideo
(dATP/dTTP/dGTP/dCTP, Sigma Chemical Company, Missouri ,USA), 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies, Califérnia, USA), 10pmoles de cada iniciador da
reacdo e 10ng do DNA. O produto da PCR foi estocado em freezer (-20°C) até o momento do
uso. As amostras foram avaliadas em duplicata e todas as rea¢Ges foram acompanhadas de
controle negativo (componentes da reacdo exceto o0 DNA). O DNA do T. sordida (MG) foi
utilizado como controle externo da reacdo. O programa de amplificacdo do Cyt b foi
constituido de uma desnaturacéo inicial a 94°C (5min), 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C (30s),
anelamento a 47°C (30s) e extensdo a 72°C (1min) com extensdo final por 7min em
termociclador (Applied Biosystems, Foster City, CA). O programa de amplifica¢do do ITS-1
foi constituido de uma desnaturagdo inicial de 94° C (5min), seguida de 40 ciclos contendo
desnaturacdo a 94°C (45s), anelamento a 53°C (2min) e extensdo a 72°C (1min), finalizando
com extensdo final a 72°C (7min), também realizado em termociclador (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

Os produtos amplificados foram visualizados por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6%, corado pela prata (SANTOS, PENA & EPPLEN, 1993). O DNA do
bacteriofago @-X174 digerido pela enzima de restricdo Haelll foi utilizado como marcador de

peso molecular para monitorar o tamanho das bandas amplificadas. Os produtos das PCRs
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foram purificados com o kit EXO/SAP (enzimas ‘Exonuclease I' e Shrimp Alkaline
Phosphatase) (Affymetrix, California, USA) permitindo uma pureza eficiente na reacdo de
sequenciamento. A purificacdo foi realizada utilizando 1U de EXO/SAP e 5,0uL do produto
da PCR inicialmente a 37°C por 90min, seguido de 80°C por 20min (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Ap0s essa etapa, a reacao de sequenciamento foi realizada conforme o item

4.4.3 em sequenciador automatico ABI 3730.

4.7.3 Analise das sequéncias
A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada a partir da analise do eletroferograma
no programa BioEdit Sequence Alignment Editor® V. 7.0.9.0 (HALL, 1999) e analisadas com

sequéncias depositadas no GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As sequéncias

resultantes deste trabalho foram comparadas com 20 sequéncias de exemplares pertencentes a
espécies inseridas no complexo T. brasiliensis depositadas no banco de dados do GeneBank,
utilizadas para dar suporte as analises taxonémicas (Anexo 3). O base calling destes
sequenciamentos foi realizado utilizando o programa Phred (EWING et al., 1998) onde
apenas as bases com qualidade de Phred 30 (um erro em 1000 bases) foram recuperadas.
Essas sequéncias foram utilizadas para a construcdo de contigs utilizando o programa CAP3
(HUANG & MADAN, 1999). As sequéncias do gene Cyt b e ITS-1 foram alinhadas
utilizando o MAFFT (EDGAR, 2004a e b) de forma a identificar as regides conservadas e
divergentes entre elas. Para uma melhor comparacédo, apenas as regides presentes em todas as
amostras foram recuperadas utilizando o programa Gblocks (CASTRESANA, 2000). Para
identificar o melhor modelo de distribuicdo nucleotidica que se adequa aos dados foi utilizado
0 programa Jmodeltest (POSADA, 2003, 2008). O modelo Hasegawa 1985 (HKY) foi
selecionado com distribuicdo gama (G) de 0.4. Desta forma, a filogenia foi estimada por
maxima verossimilhanga utilizando o programa PhyML (GUINDON et al., 2010) e 0 modelo
de distribuicdo nucleotidica KKY+G 0.4, com 1000 repeticbes de bootstrap. A arvore

filogenética foi gerada com o programa Figtree v1. 4.2.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5 RESULTADOS

Para melhor entendimento, os resultados desta tese foram divididos em capitulos:

Capitulo 1- Avaliacdo dos dados referentes as capturas de triatomineos realizadas no
periodo de 2005 a 2015, disponibilizados pela SESAP/RN

Este capitulo compreende os resultados sobre 0 niUmero de municipios gque realizaram
a busca ativa, o nimero de UDs positivas e borrifadas, os indicadores entomoldgicos, as
espécies de triatomineos capturadas nas UDs, a infeccdo natural por tripanossomatideos
desses vetores e a sua distribuicéo.

Capitulo 2 - Avaliacdo dos dados referentes as capturas de triatomineos realizadas no
municipio de Caraubas no periodo de 2010 a 2016

Este capitulo inclui os dados referentes a busca ativa e controle de triatomineos no
municipio de Caralbas a partir dos dados disponibilizados pela SESAP/RN.

Capitulo 3 - Avaliagdo dos aspectos ecoldgicos dos triatomineos encontrados nos
ambientes silvestre e antropico e genotipagem dos isolados do T. cruzi.

Neste capitulo foram avaliados os dados primarios de capturas de triatomineos
realizadas pelo autor, 0s quais mostram os principais ecotopos dos triatomineos nos ambientes
silvestre e antrépico, os indices de infeccdo natural pelo T. cruzi e as principais fontes
alimentares. Além disso, apresenta os resultados da genotipagem dos isolados do T. cruzi

obtidos de triatomineos silvestres e do ambiente antropico.

Capitulo 4 — Analise morfologica etaxondmica de Triatoma sp.
Neste capitulo apresentamos os resultados referentes as relacBes taxonémicas de

exemplares de Triatoma sp. capturados na ESEC-Serid6 com T. brasiliensis e T. petrocchiae.
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5.1 Capitulo 1: Avaliacdo dos dados referentes as capturas de triatomineos realizadas no

periodo de 2005 a 2015, disponibilizados pela SESAP/RN

5.1.1 Avaliacéo da vigilancia entomologica (busca ativa e controle vetorial)

No periodo de 2005 a 2015, a busca ativa foi realizada nas UDs de 113 (67,7% -
113/167) municipios do RN, pelo menos uma vez, dos quais 110 registraram a presenca de
triatomineos. Todos os municipios considerados de alto risco (n = 36) para a transmissao do
T. cruzi realizaram a busca ativa e registraram a presenca do vetor, assim como a maioria dos

municipios de médio risco (n = 64) (Figura 7).
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Figura 7 - Nimero de municipios do RN que realizaram a busca ativa nas UDs e registraram a presenca de
triatomineos por estratificacdo de risco de transmisséo do T. cruzi, no periodo de 2005 a 2015.

A tabela 2 mostra que 30,5% (11/36) dos municipios de alto risco realizaram a busca
ativa nas UDs de forma ininterrupta nos 11 anos avaliados. Em relacdo aos municipios de
médio risco, 16,9% (11/65) exerceram essa atividade durante 10 e 11 anos. Em relagdo aos
municipios de baixo risco, a maioria ndo realizou a busca tiva (80,3% - 53/66). O nimero de
municipios que realizaram a busca ativa variou de 95 em 2007 para 64 em 2015 ao longo dos
anos. Nota-se que em 2015 houve uma diminui¢do no nimero de municipios que realizaram a
busca ativa (Figura 8) e, consequentemente, no numero de UDs pesquisadas. Mesmo com
essa diminuicdo, o nimero de UDs positivas aumentou nos ultimos anos (Tabela 2). A
ocorréncia de ninfas no intradomicilio foi registrada em todos 0s anos avaliados, evidenciando
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a presenca de coldnias domiciliares. No entanto, nem todas as UDs infestadas foram
borrifadas.

Tabela 2 - Pesquisa da infestacdo (busca ativa) de triatomineos nas UDs no Rio Grande
do Norte, de acordo com a estratificacdo de risco, segundo dados fornecidos pela
SESAP, no periodo de 2005 a 2015.

N° de avaliacOes realizadas N° de municipios
Altorisco  Médio risco Baixo risco
11 11 (30,5) 11 (16,9) 0
10 7(19,4) 11 (16,9) 0
9 4 (11,1) 5(7,7) 0
8 1(2,8) 5(7,7) 1(1,5)
7 4(11,1) 10 (15,4) 1(1,5)
6 0 10 (15,4) 0
5 1(2,8) 3(4,6) 0
4 5(13,9) 5(7,7) 1(1,5)
3 2 (5,6) 3(4,6) 2(3,0)
2 1(2,8) 1(1,5) 4 (6,1)
1 0 0 4 (6,1)
Nenhum 0 1(1,5) 53 (80,3)
Total de municipios 36 65 66
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Figura 8 - NUmero de municipios do estado do RN que realizaram as
atividades de busca ativa anualmente.

Contudo, o percentual de UDs infestadas borrifadas foi sempre maior que 75% (Tabela
3). Em relagéo aos indicadores entomoldgicos, nos observamos uma variagdo nos indices de
infestacéo total, intradomiciliar e peridomiciliar ao longo dos anos, que passaram a ser mais
elevados em 2015, 7%, 2,6% e 4,3%, respectivamente. Por outro lado, nesse mesmo ano
também foi registrado o menor indice de colonizacdo, correspondendo a 19%, que ainda é

considerado elevado (Tabela3).



Tabela 3 — Avaliagdo da infestacdo, colonizagdo, borribacdo das UDs e indicadores entomoldgicos.

Unidades Domiciliares (UDs) Ano

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
UDs existentes 84.418  75.458 84.361 51.409 58.096 60.296 47.495 52.769 60.676 50.995 45.839
UDs pesquisadas 75.296  67.430 75.086 45.319 63.729 52.164 39.227 45.065 44.374 43.795 42.796
UDs infestadas 3.671 3.332 2.855 2.148 1.992 2.675 1.890 2.044 2.074 1.997 2.996
UDs borrifadas 3.001 2.843 2.772 1.932 1.676 2.436 1.476 1.847 1.747 1.627 2.341
% UDs borrifadas 81,7 85,3 97,1 90 84,1 91 78,1 90,3 84,2 81,5 78,1
(Indice de infestago) (4,9%)  (4,9%) (3,8%) (4,7%) (3,1%) (5,1%) (4,8%) (4,5%) (4,7%) (4,5%) (7,0%)
Infestacdo do intra 1.631 1.044 1.003 758 644 773 425 534 763 602 1.101
(indice de infestagdo — Intra) (2,2%) (1,5%) (1,3%) (1,7%) (1,0%) (1,5%) (1,1%) (1,2%) (1,7%) (1,4%) (2,6%)
Infestacdo do peri 2.479 2.431 1.979 1.475 1.309 1.784 1.465 1.541 1.291 1.444 1.848
(Indice de infestagio — Peri) (3,3%)  (3,6%) (2,6%) (3,2%) (2,0%) (3,4%) (3,7%) (3,4%) (2,9%) (3,3%) (4,3%)
UDs com ninfas - Intra 529 387 297 302 177 191 121 198 221 179 209
(indice de colonizagdo — Intra) (32,4%) (37,1%) (29,6%) (39,8%) (27,5%) (24,7%) (28,5%) (37,1%) (29,0%) (29,7%) (19,0%)

Intra: intradomicilio; Peri: peridomicilio
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5.1.2 Espécies de triatomineos capturadas nas UDs e indice de infeccdo por
tripanossomatideos

Um total de 51.569 espécimes de triatomineos foi capturado nas UDs dos municipios do
RN e as espécies registradas foram T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. petrocchiae, P.
lutzi, P. megistus e R. nasutus. As espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata foram as mais
frequentes, correspondendo a 47,20% (24.343/51.569) e 40,22% (20.742/51.569) do total de
espécimes capturados, respectivamente. J& a presenca de P. megistus foi raramente notificada
durante os 11 anos avaliados. Nota-se que T. brasiliensis, T. pseudomaculata, P. lutzi e R.
nasutus foram capturados nas UDs em todos os anos avaliados, enquanto o T. petrocchiae foi
capturado somente no periodo de 2005 a 2010 (Tabela 4).

A maioria dos exemplares foi capturada no peridomicilio (78,31% - 40.386/51.569),
onde T. brasiliensis (42,74% - 17.263/40.386) e T. pseudomaculata (42,65% - 17.226/40.386)
foram mais frequentes (Tabela 5, Anexo 4). Ninfas de T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T.
petrocchiae, P. lutzi e R. nasutus foram encontradas no intradomicilio e no peridomicilio,
indicando a ocorréncia de colonizacdo em ambos os ambientes. No intradomicilio observou-
se um numero mais elevado de ninfas de T. brasiliensis (n = 2.861) capturadas e no
peridomicilio de T. pseudomaculata (n = 6.394). Em relacdo ao P. megistus, somente
exemplares adultos foram capturados em ambos os ambientes (Tabela 5, Anexos 4, 5 e 6).

O exame direto por microscopia Optica detectou a infeccdo por tripanossomatideos em
1.105 espécimes (2,4%). A taxa de infeccdo mais elevada foi do T. brasiliensis (3,2%),
seguido por R. nasutus (1,7%) e T. pseudomaculata (1,6%) (Tabela 5, Anexo 7). A presenca
de triatomineos infectados foi registrada em 61,9% (70/113) dos municipios investigados, a

maioria deles das mesorregides Oeste e Central (Figura 9).
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Tabela 4 - Namero anual e total de triatomineos capturados, por espécies, nas unidades domiciliares dos municipios do estado do Rio Grande do
Norte entre 2005 a 2015 (SESAP-RN).

Ano Total
Espécie de triatomineos 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 n° %
Triatoma brasiliensis 3.618 3.125 2261 2.058 1548 1.834 1363 2.046 2091 1.956 2.443 24.343 47,2
Triatoma pseudomaculata 3.348 2.702 2245 1710 1537 1.944 1005 1643 1590 1344 1.674 20.742 40,2
Triatoma petrocchiae 138 33 48 12 7 4 0 0 0 0 0 242 0,5
Panstrongylus megistus 0 0 5 0 0 4 1 2 2 1 2 17 0,03
Panstrongylus lutzi 360 181 277 169 136 272 133 370 258 168 207 2531 49
Rhodnius nasutus 540 607 559 213 250 226 103 234 357 284 321 3694 7.2
Total 8.004 6.648 5.395 4.162 3478 4.284 2.605 4.295 4298 3.753 4.647 51.569 100

Tabela 5 - Nimero de triatomineos capturados por espécie e estadio evolutivo no intradomicilio e peridomicilio e indice de infecgdo global por tripanossomatideos
no estado do Rio Grande do Norte, Brasil, no periodo de 2005 a 2015 (SESAP-RN).

Espécie Intradomicilio Peridomicilio Total coletado indice de infecco global
A N T % A N T % n° %

T. brasiliensis 4219 2861 7.080 63,31 11.215 6.048 17.263 42,74 24.343 47,20 3,2 (733/22.507)

T. pseudomaculata 2455 1061 3516 31,44 10.832 6.394  17.226 42,65 20.742 40,22 1,6 (307/19.277)

T. petrocchiae 50 2 52 0,46 125 65 190 0,47 242 0,47 1,3 (2/150)

P. lutzi 174 40 214 1,91 1.831 486 2317 574 2.531 4,91 0,7 (14/1.937)

P. megistus 10 0 10 0,10 7 0 7 0,02 17 0,03 0 (0/17)

R. nasutus 106 205 311 2,78 2.375 1.008 3.383 8,38 3.694 7,17 1,7 (49/2.915)

Total 7.014 4169 11.183 21,69 26.385 14.001 40.386 78,31 51.569 100 2,4 (1.105/46.803)

A adulto; N: ninfas; T: total
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B Municipios com triatomineos
infectados

50 100 Km

Figura 9 — Mapa do estado do Rio Grande do Norte destacando em cinza escuro 0s
municipios com registro de triatomineos infectados nas UDs no periodo de 2005 a 2015.

5.1.3 Distribuicdo das espécies de triatomineos nos municipios do RN
As espécies T. pseudomaculata, T. brasiliensis, P. lutzi e R. nasutus apresentaram
ampla distribuicdo geogréafica, sendo registrados em 107, 106, 96 e 79 municipios,
respectivamente. A ocorréncia do T. petrocchiae foi restrita a 25 municipios localizados nas
mesorregides Oeste e Central. A espécie que apresentou baixa dispersdo no estado foi P.
megistus, cujos registros se limitaram a cinco municipios da mesorregido Oeste (Apodi, AssU,
Caraubas, Sao Rafael e Upanema) (Figura 10).

[ Presenca da espécie

O Auséncia da espécie

P lutzi

Figura 10 - Distribuicdo das espécies de triatomineos capturadas, pelo menos uma vez, em
ambientes artificiais nos municipios do estado do RN, no periodo de 2005 a 2015.
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5.2 Capitulo 2: Avaliacdo dos dados referentes as capturas de triatomineos realizadas

no municipio de Caraubas no periodo de 2010 a 2016

5.2.1 Vigilancia entomoldgica, Infestacdo e infeccdo natural de triatomineos no
municipio de Caraubas
A analise dos dados epidemioldgicos de Caralbas mostrou que as atividades de
vigilancia foram realizadas em 107 localidades das 260 existentes, no periodo de 2010 a 2016.
O Quadro 1 mostra que as atividades de vigilancia (busca ativa) ho municipio ocorreram de
forma descontinuas. Nos anos de 2010, 2011 e 2012, varias localidades tiveram registros de
triatomineos nas UDs, porém, nota-se que no ano seguinte, a VE ndo foi realizada. Nas
localidades onde houve regularidade do controle foi observada a persisténcia de triatomineos
em UDs ao longo do periodo, mesmo com a atuacdo mais frequente da vigilancia, tais como
Fazenda Belém, Fazenda Saldo, Sitio Cachoeirinha, Xique Xique, Xique Xique de Cima,
Fazenda Pitombeira, Fazenda Boa Agua, Sitio Carnaubinha, Sitio Pedra Branca, Sitio Riacho
do Mulato, Fazenda Olho d’Agua, Fazenda Floresta, Fazenda Guanabara, Fazenda Santo

Antonio, Sitio Serrote Vermelho, Sitio Pedras e Sitio Glénio Sa.



Quadro 1 - Localidades de Caraubas/RN com busca ativa de triatomineos realizada no periodo de 2010 a 2016.
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Localidades

Ano

Localidades

Ano

Localidades

Ano

10

11 | 12 | 13 | 14 | 15

16

13

14 | 15

16

10

11

12

13

Bairro Liberdade

Fazenda Belém

Sitio Canafistula

10 | 11 | 12

Sitio Pedras

Sitio Nova Olinda

Pov. Mirandas

Fazenda Serigado de Acécio

Sitio Sdo Braz

Fazenda Santo Antonio 1

Sitio Pedra Grande

Fazenda Formosa

Fazenda Santo Antonio

Fazenda Oliveira

Fazenda Sombras Grandes

Sitio Lagoa do Junco

Sitio Pontal

Borracha

Sitio Serrote Vermelho

Fazenda Fortaleza

Fazenda Saldo

Sitio Baixa do Meio

Igarapé

Sitio Glénio Sa

Sitio Sombras Grandes

Fazenda Olhos d’Agua

Sitio Boa Esperanca

Sitio Baixa do Manoel

Sitio Pedro Mendes

Sitio Riacho das Carnalibas

Sitio Canto do Feijao

Sitio Baixa Grande

Sitio Cachoeirinha de Cima

Sitio Cachoeirinha

Sitio Firmeza

Sitio Belo Monte

Fazenda Carnaubinha

Sitio Bela Vista

Fazenda Sdo Franciscode Linhares

Fazenda Piraquira

Fazenda Aroeira

Sitio Londrina

Fazenda Santa Maria

Sitio Cazumba

Fazenda S&o José de Oliveirinha

Fazenda Santa Luzia

Sitio Morada Nova

Fazenda S&o José de Manu

Sitio Jorddo

Fazenda Tirol

Fazenda Salgado

Sitio Barra dos Coivaras

Sitio Pedra Grande

Fazenda Varzinha

Fazenda Riacho do Mulato

Fazenda Belos Aries

Sitio Xique Xique

Fazenda Junquilho

Sitio Correios

Sitio Xique Xique de Cima

Fazenda Soledade

Sitio Dois Irmaos

Fazenda Pitombeira

Fazenda Jerumenha

Sitio Brejinho

Fazenda Boa Agua

Sitio Timbatba

Sitio Baixa do Inharé

St. Carnaubinha

=
-

Fazenda Firmeza

Sitio Baixa do Feijdo

St. Olho d’Aguinha

Sitio PA Firmeza

Sitio Canta Galo

Fazenda Baixa Fria

Sitio Sdo Francisco de Armando

Vila Petrolina

Fazenda Palestina

Fazenda Conceicéo

Sitio José Sotero

Sitio Pedra Branca

Sitio Retiro

Fazenda Inveja

Fazenda Quixaba

Fazenda Floresta

Sitio Cascatinha

Fazenda Serrote

Fazenda Cajueiro

Sitio lpu

Fazenda Boa Vista

Fazenda Catingueira

Vila Maravilha

Fazenda Baluarte

Sitio Logo Tem

Sitio Maravilha

Sitio Riacho do Mulato

Sitio Favone

Fazenda Agude Novo

Sitio Malhada da Areia

Sitio 1° de Maio

Ass. Apanha Peixe de Fora

Fazenda Pedras

Sitio Jatobazinho

Fazenda Guanabara

Sitio Forte do Mato

Sitio Guardado

Fazenda Varzea da Pitombeira

Fazenda Fortuna

—n

Preto: anos com busca ativa e registro de triatomineos; Cinza: anos com busca ativa sem registro de triatomineos; Branco: anos sem busca ativa; Ass: Assentamento
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Na tabela 6 podemos visualizar que o numero de localidades investigadas em 2016 (n =
4) reduziu quando comparada aos outros anos, e que o numero de UDs positivas ndo tem sido
igual a0 nimero de UDs borrifadas. Nos anos de 2013, 2014 e 2016 as UDs ndo foram

borrifadas, mesmo com a ocorréncia de ninfas no intradomicilio.

Tabela 6 - Localidades investigadas, unidades domiciliares existentes, pesquisadas, positivas e
borrifadas no municipio de Caratbas/RN no periodo de 2010-2016.

Caraubas 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
N° de localidades investigadas 18 35 28 14 19 45 4
N° de localidades positivas 8 13 15 7 10 25 4
N° de UDs existentes 355 804 254 238 731 598 120
N° de UDs pesquisadas 298 502 190 155 440 368 60
N° de UDs positivas 12 20 22 8 15 42 4
N° de UDs com ninfas no intradomicilio 2 1 3 2 2 3 2
N° de UDs com ninfas no peridomicilio 6 11 8 4 5 15 2
N° de UDs borrifadas 9 20 16 0 0 33 0

N°: nimero; UDs: unidades domiciliares.

O indice de infestacdo nas UDs variou ao longo dos anos e foi mais elevado nos anos de
2012 (11,6%) e 2015 (11,5%). Os indices de colonizacdo intradomiciliar e peridomiciliar
foram elevados em todos 0s anos, sendo ambos 100% no ano de 2016. Contudo, no periodo

ndo houve registro de espécimes infectados por tripanossomatideos (Tabela 7).

Tabela 7 - Indicadores entomoldgicos observados no municipio de Caratubas/RN no periodo de 2010-
2016.

Indicadores entomoldgicos 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Indice de infestacéo (%) 40 40 116 51 35 115 6,7

indice de colonizag&o intradomiciliar (%) 66,7 50,0 375 1000 28,6 429 100
indice de colonizac&o peridomiciliar (%) 75 648 571 66,7 625 429 100
indice de infecgio por tripanossomatideos (%) 0 0 0 0 0 0 0

Um total de 565 espécimes de triatomineos foi registrado nas UDs do municipio de
Caraubas, sendo 55,8% (315/565) T. pseudomaculata, 43,2% (244/565) T. brasiliensis, 0,7%
(4/565) P. megistus e 0,3% (2/565) P. lutzi. A colonizacdo do intradomicilio e do
peridomicilio foi constatada pela presenca de ninfas de T. brasiliensis e T. pseudomaculata. A
ocorréncia de P. megistus e P. lutzi foi raramente registrada nas UDs, onde foram encontrados

apenas exemplares adultos (Tabela 8).
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Tabela 8 - Espécies de triatomineos por estadio, capturadas nos ecotopos artificiais do municipio de

Caraubas/RN, no periodo de 2010 a 2016.

Espécie Intradomicilio Peridomicilio Total

A N T % A N T % n° %
T. brasiliensis 46 26 72 80,0 97 75 172 36,2 244 43,2
T. pseudomaculata 6 11 17 189 104 194 298 62,7 315 55,8
P. megistus 1 0 1 1,1 3 0 3 0,6 4 0,7
P. lutzi 0 0 0 0 2 0 2 0,5 2 0,3
Total 53 37 90 159 206 269 475 841 565 100

A: adulto; N: ninfa; T: total de espécimes por ambiente
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5.3 Capitulo 3: Avaliacdo dos aspectos ecoldgicos dos triatomineos encontrados nos

ambientes antropico e silvestre e genotipagem dos isolados do T. cruzi

5.3.1 Infestacdo dos ecotopos artificiais e infeccdo natural por tripanossomatideos

A infestacdo foi observada em 23,8% (49/206) dos ecétopos das UDs investigadas,
sendo mais elevada no galinheiro (48,3%). Nesses ecotopos foram capturados 462 exemplares
de triatomineos e as espécies identificadas foram T. pseudomaculata (n = 239), T. brasiliensis
(n=220) e P. lutzi (n = 3). T. pseudomaculata foi capturado apenas no peridomicilio e P. lutzi
no intradomicilio, enquanto T. brasiliensis foi encontrado em ambos os ambientes. No
peridomicilio, T. brasiliensis foi encontrado principalmente em curral e galinheiro, onde a
infeccdo pelo T. cruzi foi 37,5% e 12,2%, respectivamente, usando trés métodos para a
deteccdo (exame direto, PCR do kDNA e a PCR multiplex). Em relagdo ao T.
pseudomaculata, a infestacdo foi observada apenas no galinheiro e o indice de infec¢do foi

8,4%. No intradomicilio, a infeccdo foi detectada apenas em P. lutzi (66,7%) (Tabela 9).

Tabela 9 — Infestacdo dos ecotopos artificiais e infec¢do natural pelo T. cruzi em triatomineos
capturados em Caralbas/RN, no periodo de 2010 a 2016.

Ecotopos Ecotopos Triatomineos infectados pelo T. cruzi (%)
infestados (%) (Espécimes infectados/total de examinados)
T. brasiliensis T. pseudomaculata P. lutzi

Peridomicilio

Curral 31,2 (5/16) 37,5 (24/64) 0 0
Galinheiro 48,3 (29/60) 12,1 (13/107) 8,4 (20/239) 0
Chiqueiro 0 (0/2) 0 0 0
Pilhas de telhas 38,9 (7/18) 0,0 (0/43) 0 0
Intradomicilio 7,3 (8/110) 0,0 (0/6) 0 66,7 (2/3)
Total 23,8 (49/206) 16,8 (37/220) 8,4 (20/239) 66,7 (2/3)

5.3.2 Infestacdo dos ecotopos silvestres e infecgdo natural por tripanossomatideos
Um total de 219 espécimes de triatomineos foi capturado no ambiente silvestre (ESEC-
Seridd) e as espécies identificadas foram T. brasiliensis, T. pseudomaculata, P. lutzi e P.
tertius (Figura 11, Tabela 10). Além destas espécies, exemplares de uma espécie de
triatomineo semelhante a T. brasiliensis e T. petrocchiae também foi encontrada e
denominada aqui de Triatoma sp.
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Figura 11 — Espécies de triatomineos capturadas no ambiente silvestre (ESEC-Serid6). A: T. brasiliensis; B: T.
pseudomaculata; C: P. lutzi; D: P. tertius; E: Triatoma sp.
Fonte: Acervo proprio

A maioria dos exemplares capturados foi da espécie T. brasiliensis (n = 150), seguida
do P. lutzi (n = 54), Triatoma sp. (n = 9), T. pseudomaculata (n = 5) e P. tertius (n = 1).
Ninfas e adultos de T. brasiliensis foram capturados em afloramentos de rochas, assim como
alguns exemplares de Triatoma sp. Em relacdo a T. pseudomaculata, uma ninfa e um adulto
foram coletados em tronco de arvores (Anadenanthera colubrina), conhecida como Angico.
Um exemplar de P. tertius e alguns espécimes de P. lutzi e T. pseudomaculata foram
coletados préximos ao alojamento da ESEC-Seridd, fora do seu ecétopo natural. O indice de
infeccdo determinado pelo exame direto e/ou PCR do KDNA foi mais elevado em P. lutzi
(64,8%), seguido do T. pseudomaculata (33,3%) e T. brasiliensis (4%) (Tabela 10). A PCR
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multiplex confirmou a infeccdo pelo T. cruzi em 31 exemplares (seis T. brasiliensis e 25 P.

lutzi) e detectou a presenca do T. rangeli em um espécime de P. lutzi (dados ndo mostrados).

Tabela 10 - Numero de espécies de triatomineos por ecoOtopo, estagio evolutivo e
percentual de infec¢do natural pelo T. cruzi.

Triatomineos

Espécie de triatomineos/Ecotopo Adulto Ninfa Total .
infectados

n° n° n° n° %

Afloramentos de rochas

T. brasiliensis 73 77 150 6 4,0

Triatoma sp. 9 0 9 0 0

Tronco de arvore*

T. pseudomaculata 1 1 2 0 0

Alojamento da ESEC-Seridé**

T. pseudomaculata 3 0 3 1 33.3

P. lutzi 54 0 54 35 64,8

P. tertius 1 0 1 - -

Total 140 78 219 42 19

* Arvore identificada como (Anadenanthera colubrina); **Alojamento da ESEC-Serido.

5.3.3 Fonte alimentar

Na padronizagdo da fonte alimentar, todas as amostras utilizadas na identificagdo da
fonte alimentar extraidas com Kit (n=15) e com fenol-cloroférmio (n=15) produziram
sequéncias confidveis, a maioria com identidade BLAST superior a 95%. Porém, em duas
amostras extraidas com Kit, uma alimentada com C. livia e outra com M. musculus, a
identidade das sequéncias foi inferior a 90% (Quadro 2).

Dos 111 triatomineos capturados em ambiente antropico, 92 apresentaram sequéncias
confiaveis para a identificacdo de fonte alimentar. O T. brasiliensis foi mais eclético do que o
T. pseudomaculata, tendo sete fontes alimentares identificadas em espécimes capturados no
peridomicilio: Bos indicus (7,1%), Canis familiars (7,1%), Capra hircus (10,7%), Galea
spixii (10,7%), G. gallus (14,5%), Homo sapiens (42,9%) e Ovis Aries (7,1%). No
intradomicilio, o sangue de H. sapiens foi identificado em 71,4% (5/7) dos exemplares
(Tabela 11).
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Quadro 2 — Identificacdo de fonte alimentar de triatomineos alimentados em laboratério,
identidade (Id) das sequéncias obtidas do conteudo intestinal do vetor usando dois métodos
diferentes de extracdo de DNA e cddigo do GeneBank.

Alimentacgéo [ ]rdo DNA Id Fonte Cadigo do
fornecida/Amostras (ng/ulL) (%) alimentar GenBank
PO1K™* 65,2 99 Columba sp. KX902246.1
PO2K* 51,7 97 Columba sp. KX902246.1
PO3K* 131,6 100  Columba sp. KF926376.1
Columba livia PO4K™* 71,9 84 Columba sp. KX902246.1
PO5SK* 49,0 97 Columba sp. KX902246.1
(Pombo POGF** 22,3 98  Columba sp. KX902246.1
domestico) PO7F** 16,7 96  Columba sp. KF926376.1
PO8F** 32,4 100  Columba sp. KX902246.1
PO9F** 19,5 100 Columba sp. KX902246.1
P1OF** 15,74 98 Columba sp. KF926376.1
CliK* 6,2 98  Mus musculus KX381752.1
Cl2K* 3,6 88  Mus musculus KR020499.1
C13K* 7,8 100  Mus musculus KX381752.1
Mus Musculus Cl4K* 6,5 100  Mus musculus KP168712.1
(Camundongo) C15K* 6,2 100  Mus musculus KP168712.1
C1l6F** 25,1 100  Mus musculus KX381752.1
CLl7F** 30,9 100  Mus musculus KX381752.1
C18F** 30,1 100  Mus musculus KX381752.1
C19F** 47,9 98 Mus musculus KX381752.1
C20F** 29,9 98  Mus musculus KX381752.1
G21K* 76,5 100  Gallus gallus KX987152.1
G22K* 90,6 100  Gallus gallus KX987152.1
G23K* 36,9 100  Gallus gallus KX987152.1
G24K* 98,9 100  Gallus gallus KX987152.1
Gallus gallus G25K* 65,3 100  Gallus gallus KX987152.1
(Galinha) G26F** 69,1 100  Gallus gallus AJ849444.2
G27F** 69,5 97 Gallus gallus KX987152.1
G28F** 193,75 100  Gallus gallus KX987152.1
G29F** 88,9 100  Gallus gallus KX987152.1
G30F** 76,9 100  Gallus gallus KX987152.1

*Extracdo de DNA com Kit; ** Extragdo de DNA com Fenol-Cloroférmio.
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Tabela 11 - Fonte alimentar de T. brasiliensis e T. pseudomaculata capturados nos
ecotopos artificiais do municipio de Caraubas/RN.

Fonte alimentar T. brasiliensis T. pseudomaculata
n° % n° %
Peridomicilio
Bos indicus 2 7,1 0 0
Canis lupus familiaris 2 7,1 0 0
Capra hircus 3 10,7 0 0
Galea spixii 3 10,7 0 0
Gallus gallus 4 14,4 51 89,4
Homo sapiens 12 42,9 4 7,0
Numida meleagris 0 0 1 1,8
Ovis aries 2 7,1 0 0
Tupinambus teguxin 0 0 1 1,8
Total 28 100 57 100
Intradomicilio
Galea spixii 1 14,3 0 0
Homo sapiens 5 71,4 0 0
Mus musculus 1 14,3 0 0
Total 7 100 0 0

No peridomicilio, o tipo de fonte alimentar variou de acordo com o ec6topo. O sangue
de H. sapiens foi detectado na maioria dos exemplares de T. brasiliensis capturados no
galinheiro (36,4%) e no curral (61,5%). No galinheiro, insetos alimentados com G. gallus
(27,3%), C. hircus (18,2%), B. indicus (9,1%) e G. spixii (9,1%) também foram observados.
Ja no curral, a principal fonte alimentar de T. brasiliensis foi H. sapiens (61,5%), seguido de
O. aries (15,4%) e C. familiaris (15,4%) (Figura 12A). Em relacdo ao T. pseudomaculata, as
fontes alimentares detectadas no galinheiro foram G. gallus, H. sapiens, Numida meleagris e
Tupinambus teguxin, sendo a primeira predominante, correspondendo a 89,4% (51/57) dos

exemplares investigados (Figura 12B).
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A. T brasiliensis

50%

27.3% 62%
Galinheiro Curral Pilhas de telhas

A. T pseudomaculata

1.8% 1.8%

7.0% W Bos indicus

B Canis familiaris

B Capra hircus

B Galea spixii

B Gallus gallus

B Homo sapiens

W Ovis aries

B Numida meleagris
Tupinambus teguxin

89.4%
Galinheiro
Figura 12 - Distribuicdo das fontes alimentares das espécies T. brasiliensis e T. pseudomaculata

identificadas em diferentes ecotopos peridomiciliares do municipio de Caradbas/RN. A: T. brasiliensis; B:
T. pseudomaculata.

Dos insetos infectados pelo T. cruzi capturados no peridomicilio, a fonte alimentar foi
identificada em 25, dos quais 52% estavam alimentados com sangue de H. sapiens. O sangue
de C. familiaris, C. hircus, G. spixii, G. gallus e O. aries também foi detectado nos espécimes
infectados (Figura 13). Em dois desses espécimes (um T. brasiliensis e um T.

pseudomaculata) alimentados com H. sapiens.
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8% 8%

4% m C. familiaris
m C. hircus

u G. spixii

m G. gallus
20% m H. sapiens
= 0. aries

Figura 13 - Fontes de alimentacéo identificadas nos triatomineos infectados pelo T. cruzi encontrados
no ambiente peridomiciliar do municipio de Caratbas/RN.

No ambiente silvestre, a fonte alimentar de T. brasiliensis foi identificada em apenas 20
exemplares. A maioria em roedores das espéecies T. apereoides (30%) e G. spixii (30%). Em
25% dos espécimes o DNA identificado foi de H. sapiens, 10% de C. hircus e 5% de M.

musculus (Figura 14).

B Thrichomys apereocides
250, B Galea spixii

B Mus musculus
m Homo sapiens

B Capra hircus

30%

Figura 14 - Fonte alimentar de T. brasiliensis capturados em afloramentos de rochas na ESEC-Seridd, no
municipio de Serra Negra do Norte/RN.
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5.3.4 Genotipagem do T. cruzi isolado de triatomineos capturados em ecotopos
artificiais e silvestres
Os resultados referentes a caracterizacdo genética dos isolados do T. cruzi obtidos de
triatomineos dos ecdtopos artificiais e naturais foram reunidos em forma de artigo cientifico
publicado em 2016 na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical sob o titulo
“Characteristics of triatomine infestation and natural Trypanosoma cruzi infection in the
State of Rio Grande do Norte, Brazil” (Anexo 8).
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5.4 Capitulo 4: Analise morfologica e taxonémica de Triatoma sp.
A maioria dos caracteres do Triatoma sp. foi semelhante ao T. petrocchiae e distinto do
T. brasiliensis. Porém, o Triatoma sp. possui alguma semelhanga com o T. brasiliensis por
apresentar manchas amarelas visiveis na lateral do pescogo, coloragdo marrom escuro e 0
processo posterior do escutelo arredondado e levemente levantado. Em alguns espécimes de
Triatoma sp. o0 pronoto €é preto, diferentemente do que foi observado em T. brasiliensis e T.

petrocchiae (Tabela 12).

Tabela 12 — Numero de espécimes e descricdo dos caracteres morfoldgicos das espécies T.
brasiliensis, T. petrocchiae e Triatoma sp.

Caracteres Descricdo dos caracteres Tbh Tp Tsp
Cabeca Um pouco n_1ais longa que o pronoto 36 0 0
Muito mais longa que o pronoto 0 1 6
« Na metade da regido anteocular 36 0 0
Insercdo do Ligei te adiante d tade d -«
tubéreulo antenifero geiramente adiante da metade da regido 0 1 5
anteocular

1° articulo antenal Atinge o nivel do &pice do clipeo 36 0 0
Curto 0 1 6
ROSHO Grosso com cerda_s no primeiro segmento 36 0 0
Estreito e glabro 0 1 6
Pescoco Com mancha amarela _visivel na lateral 36 0 2
Com mancha sutil na lateral 0 1 4
Marrom escuro 36 1 2
Pronoto Preto . 0 0 4
Manchas amarelas nas carenas e areas adjacentes 36 0 0
Mancha sutil nas carenas 1 0 6
. Processo posterior arredondado e horizontal 0 1 0

Processo posterior Processo posterior com apice arredondado e
do escutelo 36 0 6

levantado

Pernas Uniforrrjemente escuras 0 1 6
Com anelacéo clara nos fémures 36 0 0

Th: T. brasiliensis; Tp: T. petrocchiae; Tsp.: Triatoma sp.

O fenograma obtido a partir dos caracteres morfoldgicos mostra a formacdo de dois
grupos principais. No primeiro grupo estd incluido a espécie T. petrocchiae e todos o0s
espécimes que chamamos de Triatoma sp., e no segundo grupo estdo todos os exemplares da
espécie T. brasiliensis (Figura 15).

Na andlise taxondmica utilizando o marcador mitrocondrial Cyt b foi avaliado um total de
358 nucleotideos presentes em todas as amostras formando quatro clados. Os sete espécimes de
Triatoma sp. formaram um clado monofilético entre T. sordida e T.petrocchiae na &rvore

filogenética. Em relacdo as espécies do complexo T. brasiliensis, um clado foi formado
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contendo somente exemplares de T. melanica e o outro agrupou os exemplares de T.
brasiliensis desse estudo, juntamente com as sequéncias depositadas no GeneBank de T. b.
brasiliensis, T. b. macromelasoma e T. juazeirensis (Figura 16).

Na analise com o marcador nuclear ITS-1, Triatoma sp. formou um clado com o T.
petrocchiae. Os exemplares de T. brasiliensis isolados formaram um clado com exemplares de
especies do complexo T. brasiliensis (T. b. brasiliensis, T. b. macromelasoma e T. juazeirensis)
depositadas no GeneBank. T. melanica formou um clado indepentente das outras espécies do
complexo T. brasiliensis. (Figura 17).

As arvores filigenéticas do Cyt b e do ITS-1 ndo foram comparadas devido ao nimero

diferente de taxons apresentados.



| 7. petrocchiae (TpCE1)
Triatoma sp. (TRN 249)
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T. brasiliensis (TbRN 23)
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T. brasiliensis (TbRN 100)
T. brasiliensis (TbRN 110)
T. brasiliensis (TbRN 127)
T. brasiliensis (TbRN 131)
T. brasiliensis (TbRN 132)
T. brasiliensis (TbRN 134)
T. brasiliensis (TbRN 141)
1. brasiliensis (TbRN 150)
T. brasiliensis (TbRN 156)
T. brasiliensis (TbRN 157)
T. brasiliensis (TbRN 170)
T. brasiliensis (TbRN 173)
T. brasiliensis (TbRN 190)
T. brasiliensis (TbRN 192)
T. brasiliensis (TbRN 193)
T. brasiliensis (TbRN 195)
T brasiliensis (TbRN 196)
T. brasiliensis (TbRN 198)
T. brasiliensis (TbRN 199)
T. brasiliensis (TbRN 206)
T. brasiliensis (TbRN 214)
T. brasiliensis (TbRN 223)
T. brasiliensis (TbRN 231)
T. brasiliensis (TbRN 231)
T. brasiliensis (TbRN 250)
| | | T. brasiliensis (TbRN 260)

0.16 0.37 0.58 0.79 1.00
Coefficient

Figura 15 - Fenograma construido a partir da matriz de presenca e auséncia de caracteres morfologicos utilizando o coeficiente de associagdo de Dice.
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Figura 16 - Arvore de Maxima Verossimilhanga obtida com base no gene Cyt b para mostrar a relagdo genética entre Triatoma sp., T. brasiliensis e T. petrocchiae capturados
no Rio Grande do Norte, juntamente com as amostras depositadas no GeneBank. Os nimeros associados aos ramos referem-se aos valores de bootstraps para 1000 replicas
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I, brasiliensis (Tb 132)
T. brasiliensis (Tb 013)
T. brasiliensis (Th 150}
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I brasiliensis (Tb 192)
T. brasiliensis (Th 250}
I b, macromelasoma (KJ125144 1)

I b. macromelasoma (KJ123145.1)
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T brasiliensis (Th 110)

I brasiliensis (Tb 127)
T b. brasiliensiz (KJ125138.1)
T juazeivensis(KJ125151.1)
T melanica (KJ125147.1)
Triatoma sp. (1. 249)

| Triatoma sp. (T. 262)
. Triatoma sp. (1. 263)
| Triatoma sp. (T. 264)
THiaroma sp. (1. 265)
Triatoma sp. (T. 266)
| Triatoma sp_ (1. 275)

T pervocchiae (TpCEL)

T sordida (AJ576063.1)

!

Qo
Figura 17 - Arvore de Méaxima Verossimilhanga obtida com base no marcador ITS-1para mostrar a relagio genética entre Triatoma sp., T. brasiliensis e T. petrocchiae

capturados no Rio Grande do Norte, juntamente com as amostras depositadas no GeneBanck. Os nimeros associados aos ramos referem-se aos valores de bootstraps para
1000 replicas.
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6 DISCUSSAO

No estado do RN, dos 167 municipios 113 estdo realizando a busca ativa de
triatomineos nas UDs, porém, a maioria de forma descontinua. A busca ativa foi mais
frequente nos municipios de alto e médio risco para a transmissdo do parasito. Essa diferenca
na frequéncia da VE ocorre devido aos ajustes dessas atividades com base nos riscos
estabelecidos (SILVEIRA, 2011; SILVEIRA & DIAS, 2011), o que explica a descontinuidade
ou a ndo realizacdo das acGes de controle nos municipios de baixo risco no estado. Desse
modo, podemos inferir que as atividades de vigilancia entomologica referentes a busca ativa e
controle vetorial do sistema sdo mais fracas nos municipios considerados de baixo risco e a
auséncia dessa atividade na maioria desses municipios gera menos registros para a
SESAP/RN, dando a impressao de que ndo ha triatomineos nas UDs e, supostamente, que a
transmissao ndo ocorre. Portanto, a transmissao do T. cruzi pelo vetor nesses municipios fica
negligenciada até que a situacdo de pré-controle seja restaurada, gerando uma falsa impresséo
de seguranca. De acordo com SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA (2006) trata-se de
um fendmeno denominado "puni¢do do sucesso”, o qual os graves efeitos infelizmente estéo
bem documentados (GURTLER et al., 2007).

A estratificacdo do RN e da maioria dos estados do Brasil foi baseada num cenério
ecoepidemioldgico caracterizado por uma area endémica com transmissdo vetorial domiciliar
registrada, e cujo risco de transmitir o T. cruzi esta limitado a transmissao focal por espécies
nativas (SILVEIRA & DIAS, 2011). A estratificacdo de risco de transmissdo do T. cruzi
associado a transmissdo vetorial tem contribuido para a orientagdo e sustentacdo das acdes de
controle, sendo incorporada pelos programas de controle de estados e municipios de varias
regides do pais (COURA & DIAS, 2009; SILVEIRA & DIAS, 2011; SILVEIRA, 2011).

Nossos dados mostraram que a cada ano o nuimero de municipios que executa as
atividades de VE esta diminuindo e, consequentemente, o nimero de UDs investigadas.
Contudo, o nimero de UDs positivas vem aumentando e a presenga de ninfas no
intradomicilio tem sido registrada anualmente. Estes resultados demonstram a negligéncia das
questdes politico-administrativas relativas aos programas de controle sistematico, que podem
estar relacionadas com os baixos niveis de transmissdo do T. cruzi no estado e a emergéncia
de outras doengas (Dengue, Zika, Chikungunya e Leishmaniose visceral canina). A
responsabilidade de manter e sustentar as ac6es de controle das endemias é de cada municipio
que deve dispor da cooperacdo das autoridades (PAULA et al., 2010). Abad-Franch et al.

(2013) sugeriram um debate entre a OPAS/OMS, os funcionarios responsaveis pela satde
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publica e a comunidade cientifica, com a finalidade de definir melhores formas de
monitoramento do desempenho dos programas de controle.

Na avaliagdo das agdes de controle quimico deste estudo ficou demonstrado que o
namero de UDs borrifadas tem sido sempre menor do que o de UDs positivas ao longo dos
anos. No que diz respeito ao municipio de Caralbas, dos seis anos avaliados, as acdes de
controle quimico ndo foram realizadas por trés anos, mesmo com o registro de ninfas no
intradomicilio e no peridomicilio. Sabe-se que as atividades de controle vetorial em areas
rurais sao severamente prejudicadas por restricdes econdmicas e politicas, resultando na
realizacdo esporadica do controle quimico das UDs, o que contribui para 0 aumento das taxas
de reinfestacdo pelos triatomineos (GURTLER et al., 2007; GURTLER, 2009). Ademais,
guando a VE ocorre de forma inadequada, os vetores nativos podem reinvadir e colonizar as
casas humanas, contribuindo para a possibilidade de novos casos de transmissdo do T. cruzi
(GURTLER et al., 2007). SCHOFIELD, JANNIN & SALVATELLA (2006) enfatizaram que,
mesmo com um funcionamento adequado do programa de controle, a transmissdo desse
parasito para 0s humanos sempre ocorrera, 0 que torna impossivel a erradicacdo da
infecgdo/doenca devido o seu carater zoondtico.

Contudo, para alcangar niveis significativos de controle vetorial em &reas endémicas,
como € o caso RN, Gurtler (2009) enfatiza que as acBes de controle precisam ser sustentadas
ao longo do tempo. Assim, Caraubas e outros municipios podem estar enfrentando
dificuldades no que diz respeito a execucdo das acbes de controle, que muitas vezes podem
estar relacionadas com a extensa area rural, o baixo nimero de agentes de endemias que
desempenham essa funcdo, o remanejamento destes para o controle de outras endemias e a
escassez de recursos. De acordo com Gurtler (2009), os programas de controle vetorial estdo
mal equipados para lidar com essas tarefas recorrentes, especialmente em areas rurais, onde 0s
recursos sao limitados e as populagfes humanas sdo de dificil acesso em virtude da baixa
densidade e disperséo, resultando em altos custos operacionais.

O aumento dos indices de infestacdo intradomiciliar e peridomiciliar e o elevado indice
de colonizagdo que persiste no estado indicam que o risco de transmissdo vetorial ainda
existe. Estes dados estdo diretamente relacionados com o aumento do nimero de triatomineos
capturados ao logo dos anos. Prata (1981) demonstrou que a persisténcia das endemias esta
diretamente relacionada com a irregularidade das atividades de VE que ocorrem por motivos
de ordem administrativa e orcamentaria. O processo de descentralizacdo das endemias no
Brasil ndo ocorreu de forma gradativa, ndo havendo uma preparacdo adequada no repasse das

responsabilidades de vigilancia epidemioldgica para os municipios (CERQUEIRA et al.,
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2003). Essa situacdo é preocupante, principalmente em areas onde o T. brasiliensis e o T.
pseudomaculata estdo presentes no intradomicilio, como € o caso do RN, pois, dependendo da
situacdo do municipio, pode ndo haver intervencao.

Durante os 11 anos estudados, as espécies T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T.
petrocchiae, P. lutzi, P. megistus e R. nasutus foram registradas nas UDs do RN. Essas
espeécies tém sido encontradas em ecotopos artificiais desse estado desde a década de 1950 até
os dias atuais (LUCENA, 1959; CASTRO-FILHO & SILVEIRA, 1979; SILVEIRA &
VINHAES, 1998; COSTA et al., 2003a; CAMARA et al., 2010; SILVEIRA, 2011;
BARBOSA-SILVA, 2013; LILIOSO et al., 2017). A presenca dessas espécies também foi
registrada em UDs no Piaui (GURGEL-GONCALVES et al., 2010), Ceara (SARQUIS et al.,
2012), Pernambuco (SILVA et al., 2012, 2015) e Paraiba (OLIVEIRA et al., 2016; LILIOSO
etal., 2017).

Neste estudo, T. brasiliensis e T. pseudomaculata foram os vetores mais frequentes nas
UDs, com ampla distribuicdo no estado. Essas espécies sdo facilmente encontradas infestando
e colonizando o intradomicilio e o peridomicilio, muitas vezes com elevados indices de
infeccdo natural pelo T. cruzi (COSTA et al., 2003a; SARQUIS et al., 2004). Estudos
realizados no RN (BARBOSA-SILVA, 2013), Ceara (SARQUIS et al., 2004, 2006, 2012) e
Pernambuco (SILVA et al., 2012, 2015) mostraram a predominancia dessas espécies no
peridomicilio, corroborando os nossos dados. T. brasiliensis continua se destacando no RN
como o principal vetor do T. cruzi, conforme relatado por Lucena (1959), sendo uma espécie
constante no intradomicilio e a mais capturada no peridomicilio nos Gltimos anos. A segunda
espécie mais registrada nas UDs foi a T. pseudomaculata, encontrada principalmente no
peridomicilio, porém, com um ndmero elevado de exemplares capturados no intradomicilio.
Esses dados sugerem que T. brasiliensis e T. pseudomaculata estdo bem adaptados aos
ambientes antrépicos no estado e isto deve ser levado em consideracdo no planejamento das
estratégias de controle vetorial. Uma estratégia que pode funcionar como uma barreira de
entrada dessas espécies no intradomicilio é certificar-se de que o peridomicilio tenha uma
baixa taxa de infestacdo (DIAS-LIMA & SHERLOCK, 2000; SILVEIRA et al., 2001).

A proximidade das UDs com o ambiente silvestre justifica a grande quantidade de T.
brasiliensis capturada nos ec6topos artificiais mesmo havendo o controle quimico. Essa
proximidade entre os ambientes domiciliar, peridomiciliar e silvestre foi recentemente
observada em areas rurais do estado (BARBOSA-SILVA, 2013). A persisténcia da infestacdo
por esta espécie nas UDs, mesmo apds o tratamento quimico tradicional, € decorrente da

densidade dessa espécie na natureza, aliado ao fato de que a habitacdo humana é de certa
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forma, dentro ou muito perto do ambiente silvestre (SILVEIRA et al., 2001). Diotaiuti et al.
(2000) demonstraram a reinfestacdo de ecotopos artificiais (9,7%) no Ceara quatro meses
ap6s o tratamento com deltametrina. Além disso, as atividades humanas também
desempenham um papel importante na infestacdo domiciliar e 0 modo de vida dos individuos
que vivem em areas rurais (origem, idade, aposentadoria e 0 modo de gerenciar 0S anexos
peridomiciliares) (WALTER et al., 2005).

No ambiente silvestre, T. brasiliensis foi encontrado em afloramentos de rochas, que
sdo tipicos no bioma de Caatinga, associados a roedores, marsupiais ou morcegos
(ALENCAR, 1987, BEZERRA et al., 2014), e mais recentemente foi relatada a sua
associacdo com o cacto da espécie Pilosocereus gounellei (VALENCA-BARBOSA et al.,
2014). Essa espécie possui habilidade de se adaptar aos ecétopos distintos e atuar como elo
entre os ciclos de transmissdo silvestre, peridomiciliar e domiciliar do T. cruzi (BORGES et
al., 2005). Esta adaptacdo aos diferentes ambientes, tanto o antrépico quanto o natural,
destaca a importancia em se conhecer melhor os aspectos bioldgicos e ecoldgicos dessa
espécie, contribuindo para a implementacdo da VE e estratégias de controle (SARQUIS et al.,
2004; 2006; 2010; 2012)

A espécie T. pseudomaculata foi encontrada em casca de arvores secas da espécie
Anadenanthera columbrina (Angico) em seu habitat natural, corroborando os dados de
Carbajal-de-la-Fuente et al. (2008). Essa arvore pertencente a familia Mimosaceae é
comumente encontrada no ambiente silvestre (ESEC-Serid6). Esta espécie de triatomineo é
arbérea, cujo principal habitat consiste em troncos de arvores, onde costuma abrigar-se em
0cos e sob a casca de arvores secas (FREITAS et al., 2005). O T. pseudomaculata ainda pode
ser encontrado em outras espécies de arvores, tais como Mimosa tenuiflora (Jurema Preta),
Caesalpinia pyramidalis (Catingueira), Spondias tuberosa (Umbuzeiro), Commiphora
leptophloeos (Imburana), Schinopsis brasiliensis (Barauna), Sideroxylon obtusifolium
(Quixabeira), Lithraea molleoides (Aroeira), Aspidosperma pyrifolium (Pereiro) e
Cnidoscolus quercifolius (Faveleira). Além de arvores, T. pseudomaculata também foi
encontrado em outros ecotopos no ambiente silvestre como ninho de passaros (CARBAJAL-
DE-LA-FUENTE et al., 2008; BARBOSA-SILVA, 2013).

Nos dados secundarios da SESAP/RN referentes a busca ativa de triatomineos também
foi verificado que R. nasutus e P. lutzi apresentam ampla distribuicdo no estado do RN, onde
foram registrados nas UDs da maioria dos municipios. A presenca de R. nasutus pode ser
justificada pela proximidade entre palmeiras de carnaiuba (Copernicia prunifera) e as UDs,

fato que deve ser considerado no que diz respeito ao processo de domiciliacdo. Esse vetor
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pode invadir o intradomicilio atraido pela luz ou a procura de alimento (SARQUIS, et al.,
2004). Qutro fator é o uso dos troncos da palmeira de carnadba na construcdo de anexos
peridomiciliares, cujos espécimes sao transportados passivamente do seu habitat natural para
as UDs (DIAS, 2000; SARQUIS et al., 2004, 2006). No RN, focos de colonizagéo por R.
nasutus foram observados no peridomicilio em palha de carnauba seca, usada pela populacédo
rural para a fabricacdo de artigos domésticos no municipio de Apodi (BARBOSA-SILVA,
2013).

Em relacdo ao P. lutzi, trata-se de uma espécie de triatomineo nativa que merece
atencdo pela frequéncia com que tem sido registrada nas UDs nos ultimos anos e pela sua
tendéncia de constituir colénias no intradomicilio (SILVEIRA & MARTINS, 2014). Em
Caraubas, espécimes adultos de P. lutzi foram encontrados no intradomicilio e no
peridomicilio. Esse vetor geralmente é atraido pela luz das UDs e a auséncia de tetos, janelas
e telas nas mesmas fornece as melhores condi¢des para invasdo (CARANHA et al., 2006;
LOROSA et al., 2008). Dias-Lima et al. (2003) relacionam as invasfes desses insetos as
habitacdes humanas a caca intensiva do tatu, provocando o desaparecimento da sua fonte
alimentar e consequentemente do seu habitat natural estavel.

No ambiente silvestre, varios exemplares de P. lutzi foram coletados préximos ao
alojamento da ESEC-Seridd fora dos seus ecétopos naturais, 0os quais sdo desconhecidos na
area até o momento. Entretanto, no estado da Bahia, Dias-Lima et al. (2003) encontraram
ninfas de P. lutzi em tocas de tatus, demonstrando que esse ec6topo constitui um local de
reproducdo para esta espécie. Essa espécie também foi observada em troncos ocos de pau
branco (Auxemma oncocalyx) (GARCIA et al., 2005), em pedras habitadas por Kerodon
rupestris (moco) e sob a casca de Auxemma oncocalyx (Allemao) (DIAS-LIMA et al., 2003,
SOUZA et al., 2003).

Outra espécie encontrada proxima ao alojamento da ESEC-Seridé foi P. tertius, sendo
este o primeiro relato da ocorréncia dessa espécie no estado do RN, ampliando a sua area de
distribuicdo. Dados anteriores demonstraram que essa espécie foi registrada em outros estados
das regides Nordeste do Brasil (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e
Piaui), Norte (Para, Tocantins), Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) e
Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), onde ocorre em ambiente silvestre, em ninhos de arvores
da familia Funariidae e Mimidae e sob a casca de Artocarpus heterophyllus (Moraceae)
(LENT & WYGODZINSKY, 1979; SILVEIRA, FETIOSA & BORGES, 1984; GALVAO et
al. 2014). O encontro de um unico espécime de P. tertius pode ser justificado pela sua baixa

densidade populacional nos ecotopos, que depende da estacdo do ano e da ocupacdo do ninho
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(ESPINOLA, 1985). A ocupacdo dos ninhos esta relacionada com o mecanismo de dispersdo
de P. tertius, que pode ser transportado passivamente com ovos aderidos as penas das aves
(SCHOFIELD, 1994). Esse exemplar foi capturado apds um desmatamento de Prosopis
juliflora (algaroba) na ESEC-Seridd, para a remoc¢do de espécies de plantas introduzidas ao
local. Essa espécie vegetal, pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Mimosodae foi
introduzida no RN em 1946, a partir de sementes oriundas do Peru (MENDES, 1987), com a
finalidade de aumentar os recursos naturais das areas do semiarido, servindo de alimento para
0s animais e como alternativa de reflorestamento de aréas desmatadas da Caatinga
(MENDES, 1989).

No periodo avaliado, a presenca de T. petrocchiae e P. megistus foi pouco registrada
nas UDs dos municipios do RN, apresentando também uma distribuicdo territorial mais
restrita. T. petrocchiae foi encontrado em alguns municipios das mesorregides Oeste e
Central. Trata-se de uma espécie silvestre, limitada apenas a regido Nordeste do Brasil, tendo
sido registrado nos estados da Bahia, Ceard, Paraiba e Pernambuco (LENT &
WYGODZINSKY, 1979; GALVAO et al., 2003; CARANHA et al., 2011). Em relag&o ao P.
megistus, a ocorréncia foi restrita a cinco municipios da mesorregido Oeste do estado, dos
quais dois fazem parte da microrregido da Chapada do Apodi (Apodi e Caraubas), area onde
ainda observa-se resquicios de Mata Atlantica. E sabido que essa espécie é amplamente
distribuida no bioma de Mata Atlantica (FORATTINI, 1980), em areas umidas do Cerrado e
na Caatinga, sendo importante do ponto de vista epidemiol6gico devido ao seu potencial para
invadir e colonizar domicilios, apresentando elevados indices de infeccdo pelo T. cruzi
(GURGEL-GONGALVES et al., 2012).

Nossos dados mostraram que T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. petrocchiae, P. lutzi
e R. nasutus estdo associadas ao intradomicilio e peridomicilio, onde a presenca de ninfas
comprovou a colonizacdo desses ambientes por essas espécies. O encontro de ninfas no
intradomicilio ¢ um indicio de colonizacdo domiciliar, devido & incapacidade de voar desses
insetos nesse estagio, indicando que tenham sido criados proximos aos seres humanos
(FORATTINI et al., 1981; SARQUIS et al., 2004; VALENCA-BARBOSA et al., 2015). N6s
detectamos pela primeira vez a colonizacdo intradomiciliar por T. petrocchiae, P. lutzi e R.
nasutus no RN. Em relacdo ao peridomicilio, registramos a primeira ocorréncia de
colonizacdo deste ambiente pelo P. lutzi. Todavia, a realizagdo de estudos relacionados ao
habitat natural dessa espécie € necessaria para compreender melhor o processo de infestacdo e
colonizacdo do ambiente antropico por essa espécie. E possivel que P. lutzi e R. nasutus

estejam passando por um processo de domiciliagdo no estado. Segundo Aragdo (1983), a



83

domiciliacdo esta diretamente ligada a existéncia ou disponibilidade de um nicho ao qual a
espeécie ja estaria adaptada e o ecletismo alimentar seria um dos principais pré-requisitos. O
processo de domiciliagdo do P. lutzi ocorreu de forma mais acentuada no estado de
Pernambuco, o que poderia ser devido a reducdo de populagbes de T. brasiliensis e T.
pseudomaculata antes domiciliadas (SILVEIRA & DIAS, 2011). A proximidade do P. lutzi
com os ecotopos artificiais é preocupante, pois essa espécie silvestre tem sido relatada com
66,7% de infeccdo natural pelo T. cruzi no intradomicilio do municipio de Caradbas/RN
(BARBOSA-SILVA, 2013). Esses dados indicam a necessidade de uma VE constante e de
um controle quimico mais regular, a fim de evitar o contato desse inseto com os humanos e
animais domésticos, prevenindo assim a transmissao do parasito.

As medidas de controle mais eficientes devem ser adotadas a fim de eliminar a
colonizacdo das UDs por essas espécies, bem como evitar novos focos de triatomineos
oriundos do ambiente silvestre. Conforme mencionado por Silveira e Dias (2011), a Unica
opcao para o controle da transmissdo natural da infeccdo pelo T. cruzi no intradomicilio é
impedir ou reduzir as oportunidades de contato entre 0 homem e o triatomineo infectado,
evitando a entrada do triatomineo no domicilio e/ou eliminando as col6nias existentes por
meio do controle quimico vetorial utilizando inseticidas de a¢do residual nas UDs. Em relacdo
ao T. brasiliensis, tem sido sugerido o aumento da pressdo inseticida acompanhada da VE, de
modo a obter o controle efetivo e rapido sobre os novos focos, abrindo espaco para atividades
educativas que contemplem a melhoria fisica e manejo dos ecétopos peridomiciliares, em
especial, aqueles que comumente servem de abrigo para essa espécie (DIOTAIUTI et al.,
2000). Outras espécies nativas, oriundas de diferentes biomas brasileiros, também tém sido
encontradas colonizando ecétopos artificiais de varios estados das diferentes regides do
Brasil, como é o caso do T. rubrovaria no Sul (ALMEIDA et al., 2000; RAMOS et al., 2008;
GURGEL-GONCALVES et al., 2012), T. vitticeps na regido Sudeste (SANTOS et al., 2005)
e T. sordida no Centro-Oeste (DIOTAIUTI et al., 1993).

A infestacdo por diferentes espécies de triatomineos é decorrente dos estimulos de
alimento e abrigo (FORATTINI, 1980). Nesse contexto, o peridomicilio oferece uma
variedade de hospedeiros e abrigos, além de outras condi¢des propicias ao desenvolvimento
dos triatomineos, os quais podem ser atraidos para um determinado ec6topo, dependendo da
espécie (CECERE et al., 2004). Os dados mostraram que no peridomicilio o T. brasiliensis foi
encontrado infestando galinheiro, curral e pilhas de telhas, e o T. pseudomaculata foi
observado exclusivamente em galinheiro. Estudos realizados no Ceard também demonstraram

a infestagdo desses ecoOtopos por T. brasiliensis, além de pilhas de tijolos e madeiras
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(OLIVEIRA-LIMA et al., 2000; SARQUIS et al., 2006). Oliveira-Lima et al. (2000)
demonstraram que 0s ecotopos mais colonizados eram abrigos de animais e as pilhas de
telhas/tijolos/madeiras, corroborando em parte os nossos dados. O peridomicilio € o principal
fator de infestacdo intradomiciliar em areas ocupadas por T. brasiliensis e T. pseudomaculata
(OLIVEIRA FILHO et al.,, 2000). A destruicdo ou transformacdo dos ecdtopos naturais
podem provocar o desaparecimento dos animais que servem como fonte de alimentacdo para
0s triatomineos, o que resulta na invasdo desses insetos aos ambientes antrépicos em busca de
abrigo e novas fontes alimentares como o homem e animais domésticos ou sinantropicos
(DIAS-LIMA & SHERLOCK, 2000). Walter et al. (2005) enfatizaram que a presenca do
gado é um fator que contribui para a infestacdo de triatomineos nas UDs e sugerem uma
avaliacdo das condi¢des em que 0s animais sdo criados, 0 que ira contribuir para o controle
dos triatomineos.

No presente estudo, os dados relacionados a infeccdo foram os mais variados. De
acordo com os dados da SESAP-RN, o indice de infec¢do natural por tripanossomatideos foi
2,4%. O T. brasiliensis apresentou o indice de infeccdo mais elevado (3,2%), seguido do R.
nasutus (1,7%), T. pseudomaculata (1,6%), T. petrocchiae (1,3%) e P. lutzi (0,7%). A
presenca de insetos infectados aliada ao aumento da infestagdo domiciliar, principalmente
pelo T. brasiliensis, espécie com infeccdo mais elevada e encontrada no intradomicilio, é um
alerta para a transmissdo do T. cruzi e chamam a atencdo para espécies silvestres que vém
adquirindo importancia epidemioldgica no estado, como o P. lutzi e o R. nasutus. Portanto,
para evitar o contato dos humanos e animais domésticos com esses vetores, é necessario que
as atividades de VE sejam executadas de forma continua e que o controle vetorial seja
sistematico para prevenir a transmissdo domiciliar do T. cruzi no estado.

De acordo com os dados da SESAP/RN, nenhum exemplar de triatomineo capturado
nas UDs de Caraubas apresentou infeccéo pelo T. cruzi usando o método classico de deteccédo
(exame direto). Por outro lado, de acordo com os dados primérios, usando o exame direto e a
PCR, os indices de infeccdo natural pelo T. cruzi foram elevados nas espécies de triatomineos
capturados em diferentes ecotopos. Esses resultados mostram a necessidade da utilizacdo de
métodos mais sensiveis para a deteccdo do T. cruzi nas URSAPs, que estdo ligadas a
SESAP/RN, com o intuito de revelar a situagdo epidemioldgica real de cada area. Os
resultados negativos da SESAP/RN podem ser explicados pelo nimero de espécimes de
triatomineos coletado pelos agentes de endemias nas UDs (no maximo cinco), que muitas
vezes chegam mortos nas URSAPs e ndo sdo examinados. O método direto aliado a

inexperiéncia na identificacdo do parasito pode passar a ideia de falso-negativo. Esse método
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ainda é o mais utilizado para determinar a infec¢do do T. cruzi em triatomineos e amostras
clinicas de casos supeitos de infeccdo, sendo necessaria a realizacao de um teste confirmatério
(IBANEZ-CERVANTES et al., 2013). Trata-se de um método que apresenta algumas
limitacOes, como a baixa sensibilidade e reprodutibilidade, pois o resultado varia de acordo
com o observador. Além de existir certa dificuldade de examinar os triatomineos de acordo
com 0 seu estagio evolutivo, é necessario que o inseto esteja vivo (PIZARRO, LUCERO &
STEVENS, 2007). Todavia, o uso da PCR possibilita a deteccdo especifica do T. cruzi
(DUFFY, BISIO & ALTCHEH, 2009; SCHIJMAN et al., 2011), eliminando resultados falsos
positivos que poderiam ser gerados por profissionais que ndo possuem experiéncia na
identificacdo do parasito (IBANEZ-CERVANTES et al., 2013).

No ambiente silvestre, a infeccdo natural pelo T. cruzi foi mais elevada em P. lutzi
(64,8%), seguida do T. pseudomaculata (33,3%) e T. brasiliensis (4%). A PCR multiplex
confirmou o resultado de amostras positivas para T. cruzi no exame direto e na PCR do kDNA
e permitiua a deteccdo da infeccdo por T. rangeli em um exemplar de P. lutzi pela primeira
vez na mesorregido oeste do RN, ampliando a area de distribuicdo e as espécies de vetores
que esse parasito circula. A identificacdo do T. rangeli em P. lutzi aqui descrita reforca a ideia
de que resultados falso-positivos no diagndéstico soroldgico da infeccdo pelo T. cruzi podem
ocorrer, como tém sido descritos anteriormente (GURGEL-GONCALVES et al., 2004). Esse
parasito foi detectado no conteldo intestinal do T. brasiliensis (BARBOSA-SILVA, 2013),
em R. prolixus (TEJERA, 1920), P. megistus (LUCENA & VERGETTI, 1973), R. pallescens
(VASQUEZ et al., 2004) e R. nasutus (DIAS et al., 2007), reforcando o uso de técnicas
moleculares para comprovar a infeccao.

A caracterizacdo genética dos isolados do T. cruzi demonstrou a presenca de Tcll e
Tclll em T. brasiliensis e somente Tclll em P. lutzi. Estudos anteriores identificaram essas
DTUs circulando nessas espécies no semiarido do RN (CAMARA et al., 2010; MARTINS et
al., 2015) e destacam a necessidade de entender a distribuicdo da populagdo de T. cruzi nessa
area.

O Tcll é encontrado predominantemente nas regides sul e central da América do Sul,
onde foi isolada principalmente dos ciclos de transmissdo domeésticos, porém, a sua
verdadeira extensdo ainda ndo é bem conhecida (ZINGALES et al., 2012). Camara et al.
(2010) relataram a alta freqiiéncia de Tcll em 91,7% dos isolados de individuos infectados e
em 50% do T. brasiliensis no RN, mostrando a predominancia dessa DTU no ciclo de
transmissdo domeéstico. Todavia, 0s nossos resultados mostraram que essa DTU esta

associada ao ciclo de transmissdo silvestre, circulando em T. brasiliensis. No ambiente
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silvestre, 0s vetores e hospedeiros naturais de Tcll se mostraram indescritiveis e a maioria dos
isolados relatados foram de primatas e esporadicamente de outras espécies de mamiferos
(FERNANDES et al., 1999; ZINGALES et al., 1999; LISBOA et al., 2007).

Tclll é uma DTU silvestre identificada em varios paises, incluindo o Brasil, e pode ser
encontrada tanto em humanos (MARCILI et al., 2009; ZINGALES et al., 2009;
LLEWELLYN et al., 2009; MARTINS et al., 2015) quanto em cées (CHAPMAN et al., 1984;
CARDINAL et al., 2008). A infeccdo por Tclll também foi observada em animais silvestres
(carnivoros, marsupiais, roedores) e domésticos (HERRERA et al., 2005; MARCILI et al.,
2009; LLEWELLYN et al., 2009), que sdo fontes de alimento para os triatomineos. Contudo,
0s vetores que participam do ciclo de transmissdo desta DTU ndo sdo bem conhecidos, mas as
espécies que parecem estar envolvidas pertencem aos géneros Panstrongylus e Triatoma
(MILES et al., 2009). O Tclll tem sido isolado de espécies como T. rubrovaria,
Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811), Rhodnius robustus (Larrousse, 1927 ), Rhodnius
brethesi (MARCILI et al., 2009) e T. brasiliensis e P. lutzi (CAMARA et al., 2010). O
elevado indice de infeccdo natural de P. lutzi por Tclll aqui descrito pode ser explicado pela
associacao desse triatomineo com ecétopos de tatus (LENT & WYGODZINSKY, 1979), que
é conhecido como reservatorio dessa DTU (MILES et al., 2009). A infecgdo do T. brasiliensis
e P. lutzi por Tclll e a presenca constante destes vetores nos ambientes antropicos no estado
do RN ressaltam o risco de introducdo desse grupo genético no ciclo de transmissao
domiciliar do parasito. Este estudo contribuiu para a identificacdo do T. cruzi em triatomineos
capturados no campo, demonstrando ainda que o T. cruzi Il e Il predominam na area de
conservacdo da ESEC-Seridd e mostram a necessidade de pesquisas futuras para o
planejamento das estratégias de controle dessas espécies de triatomineos nativas (T.
brasiliensis, T. pseudomaculata e P. lutzi) que apresentam elevados indices de infecgédo pelo
T. cruzi e sdo frequentemente encontradas nos ecétopos antropicos, a fim de prevenir a
infeccdo humana.

O habito alimentar das espécies de triatomineos capturadas nos ecétopos artificiais
revelou que G. gallus constitui a principal fonte de alimentacdo para T. pseudomaculata. O
sangue desta ave também foi detectado em muitos exemplares de T. brasiliensis encontrados
tanto no galinheiro quanto no curral. Isso se deve a proximidade desses dois ecotopos na
maioria das UDs investigadas e a mobilidade dessa ave no peridomicilio. Dados semelhantes
foram observados em estudos realizados no Ceara (VALENCA-BARBOSA et al., 2015) e em
Pernambuco (SILVA et al., 2017). O fato de G. gallus ter sido a principal fonte alimentar para

T. pseudomaculata e a sua deteccdo em T. brasiliensis no peridomicilio, mostra que essa ave é
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conhecida por ser responsavel pela manutencdo de elevadas densidades de coldnias dessas
especies (COSTA et al., 1998; WHO, 2002). Além de G. gallus, um espécime de T.
pseudomaculata foi encontrado alimentado com uma espécie de lagarto conhecida no
semiérido como tejo (Tupinambus teguxin). Os répteis sdo vertebrados refratarios a infeccao
pelo T. cruzi, porém, como as aves e anfibios, desempenham um papel importante em alguns
ecétopos, pois servem de fonte de alimentacdo para varias espécies de triatomineos (WHO,
2002) e contribui para manter as infestacdes, especialmente na auséncia de animais de sangue
quente (SARQUIS et al., 2004; BRENIERE et al., 2004). Estudos para a detecgdo de fonte
alimentar realizados no Cearé (FREITAS et al., 2005) e em Pernambuco (SILVA et al., 2017)
demonstraram o ecletismo alimentar de T. pseudomaculata usando o método de precipitina.
As fontes de alimentacdo identificadas por esses autores foram ave, roedores, cdo, gamba,
cabra e sangue humano. Além dessas, Freitas et al. (2005) mostraram que o lagarto, boi, gato,
porco e a barata também sdo fontes de alimento para essa espécie.

Os triatomineos sdo insetos estritamente hemat6fagos, porém, quando estdo em
condicdes adversas podem se alimentar de fontes alternativas, ou seja, de outros insetos, como
ja relatado. Espécies como T. rubrovaria e Triatoma circummaculata (Stal, 1859) conseguem
completar o ciclo de vida por meio da hemolinfagia em Blatideos (LOROSA et al., 2008).
Outra espécie ja encontrada alimentada com barata foi a T. pseudomaculata (FREITAS et al.,
2005). Segundo Lorosa et al. (2008) isto € considerado um traco de ancestralidade com o0s
predadores da familia Reduviidae, cujo comportamento é compativel.

No peridomicilio, T. brasiliensis mostrou-se bastante eclético em relagdo ao seu habito
alimentar, sendo identificado o DNA de humano (H. sapiens), bovino (B. indicus), cdo (C.
familiaris), cabra (C. hircus), prea (G. spixii) e ovelha (O. aries), além do sangue de galinha
(G. gallus). O sangue humano consistiu na principal fonte alimentar de T. brasiliensis tanto
no intradomicilio quanto no peridomicilio e foi detectado em muitos especimes de T.
pseudomaculata. Neste estudo, a identificagdo do DNA humano no conteudo intestinal de
ninfas do T. brasiliensis encontradas no intradomicilio é preocupante, pois indica que esse
vetor esta colonizando o ambiente antropico e alimentando-se dos seres humanos. Esses dados
ressaltam a importancia da efetividade do controle vetorial e sustentabilidade da vigilancia
epidemiolégica no municipio de Caralbas, onde T. brasiliensis e T. pseudomaculata estdo
presentes no ambiente antropico, com elevados indices de infeccdo pelo T. cruzi, e estdo
interagindo com 0 homem e animais domesticos, utilizando-os como fonte alimentar.

A adaptacdo desses triatomineos as UDs e a circulacdo do T. cruzi entre eles e os

animais domeésticos e silvestres sdo fundamentais para o estabelecimento da infec¢cdo humana
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(COURA & BORGES-PEREIRA, 2010). NOs demonstramos que o T. cruzi estd
supostamente circulando entre T. brasiliensis e animais domésticos, tais como, céo, cabra e
ovelha. Esses animais atuam como reservatorios domésticos e peridomésticos do parasito
(FERNANDES et al., 1994; WHO, 2002), o que aponta um risco constante de transmissédo em
Caraubas.

A deteccdo do DNA de cdo em um dos exemplares de triatomineos infectados é
preocupante, pois, segundo Cohen e Gurtler (2001), esse animal apresenta elevada
infectividade para triatomineos e infeccdo prolongada, o que o torna um fator de risco de
transmissao do parasito no ambiente antrépico. Além disso, a infec¢do em cées é mais elevada
em areas onde T. brasiliensis é predominante (ALENCAR, 1987). Em muitos locais, o cdo
pode funcionar como a principal fonte de alimentacdo para os triatomineos, mais do que as
galinhas (GURTLER et al., 2009) e humanos.

Os caprinos sdo animais considerados importantes fontes de alimentacdo para o0s
triatomineos no ambiente peridomiciliar (CASTILLO, 1988). Um estudo realizado por
Marcondes et al. (1991) demonstrou a superioridade de espécimes alimentados com cabra no
peridomicilio em relacdo a cées e gatos. Castillo (1988) mostrou que de 107 exemplares de T.
brasiliensis capturados em currais 45% estavam alimentados com sangue de cabra e 24%
desses estavam infectados com o T. cruzi, destacando o potencial desses animais na infecgédo
de triatomineos.

G. spixii foi o unico mamifero silvestre detectado no intradomicilio e peridomicilio,
sugerindo que este animal pode estar atuando como reservatdrio do T. cruzi nesses ambientes
e fazendo a ligacdo entre os ciclos de transmissdo domiciliar, peridomiciliar e silvestre do
parasito. Dados recentes sugerem que esse roedor pode ser considerado a principal fonte
alimentar de varias espécies de triatomineos e o principal reservatorio do T. cruzi
(VALENCA-BARSOSA et al., 2015).

No ambiente silvestre, a infeccdo de T. brasiliensis pode estar associada a roedores
como pred (G. spixii) e punaré (T. apereoides), que foram identificados como fontes de
alimentacdo de espécimes infectados. Esse resultado corrobora as suspeitas de Lent e
Wygodzinsky (1979) em relagéo a associagdo entre T. brasiliensis e roedores em afloramento
de rochas. Dados recentes mostraram a detecgéo de G. spixii como fonte de alimentagéo de T.
brasiliensis no RN (ALMEIDA et al. 2016) e Ceard (BEZERRA et al. 2014). A maioria das
especies de roedores é predominantemente silvestre, porém, algumas tém habito sinantrdpico,
como é o caso do pred, o qual pode ser encontrado nos ecétopos artificiais, servindo como elo

entre esses ambientes (ROQUE et al., 2008). Bezerra et al. (2014) relataram a prevaléncia de
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espécies de T. brasiliesis do ambiente silvestre alimentados com prea (31,1%) e outro roedor
nativo, o Kerodon rupestres (25%).

A deteccdo do DNA humano (H. sapiens) e cabra (C. hircus) em T. brasiliensis no
ambiente silvestre pode estar relacionada com a proximidade a uma fazenda habitada vizinha
a ESEC-Seridd, na qual foram observados animais domésticos e alguns afloramentos de
rochas. Os caprinos constituem fonte alimentar importante para triatomineos silvestres
(LUCENA, 1970), como observado neste trabalho. Alencar (1987) mostrou que T.
brasiliensis alimenta-se de cabras em todos os ambientes, especialmente no silvestre e em
locais de pedras.

Neste estudo, a extracdo por fenol-cloroférmio foi utilizada pela primeira vez na
identificacdo de fonte alimentar de triatomineos. Os dados mostraram que a concentracdo de
DNA ap0s a extragdo foi semelhante ao Kit comercial, & sensibilidade do ensaio de PCR
revelou bons resultados e as identidades das amostras comparadas com sequéncias do
GeneBank foram superiores a 95%. Portanto, este método de extracdo pode ser utilizado com
seguranca nos ensaios de PCR para a identificacdo de fonte alimentar, reduzindo os custos da
técnica, principalmente no que se refere a aquisicao de Kits. Almeida et al. (2016) relataram
que o estado nutricional dos triatomineos ou a quantidade de diferentes fontes alimentares
presentes no conteldo intestinal pode interferir para o sucesso da PCR. Porém, com 0 uso do
método fenol-cloroférmio, a identificacdo da fonte alimentar foi possivel em amostras de
triatomineos com pouco conteddo intestinal, validando-o para esse tipo de estudo.

Os espécimes de Triatoma sp. capturados na ESEC-Serid6 foram analisados para
identificar e estabelecer a sua relacdo com T. brasiliensis e T. petrocchiae, uma vez que
apresentaram caracteristicas de ambas as espécies. De acordo com o0s caracteres morfoldgicos,
Triatoma sp. e T. petrocchiae formaram um so clado, indicando que pode ser uma unica
espéecie. Apesar da semelhanca, T. petrocchiae difere do T. brasiliensis por apresentar o
primeiro articulo antenal, rostro glabro e auséncia de fosseta esponjosa nos machos e fémeas
(LENT & WYGODZINSKY, 1979), caracteristicas observadas em Triatoma sp. Por outro
lado, a presenca de manchas amarela visivel na lateral do pescoco, pronoto marrom escuro e
processo posterior do escutelo com apice arredondado e levantado séo caracteristicas descritas
no Triatoma sp. que sdo semelhantes ao T. brasiliensis. Variacbes morfoldgicas ja foram
descritas em varias espécies do género Triatoma, tais como T. infestans, T. rubrovaria, T.
pseudomaculata e Triatoma dimidiata (Latreille, 1811), o que contribui para mudangas no
status taxondmico (LENT & WYGODZINSKY, 1979).
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A classificacdo das espécies de triatomineos avancou com o uso de abordagens
multidisciplinares, contribuindo para a identificacdo mais precisa dos membros da Subfamilia
Triatominae e outros grupos de insetos. As classificacOes independentes da morfologia
possibilitaram o estudo da variabilidade fenotipica e polimorfismos dentro de uma espécie e a
avaliacdo do processo evolutivo (PACHECO et al., 2007; COSTA et al.,, 2013). Varios
marcadores moleculares ja foram utilizados com o intuito de fornecer informacdes
relacionadas a variabilidade genética dos triatomineos por meio da deteccdo de polimorfismo
do DNA como RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (VENDRAMI et al.,
2013), RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) (BORGES, ROMANHA &
DIOTAIUTI, 2000; PACHECO et al., 2007), sequenciamento de genes nucleares (BARGUES
et al., 2000; MONTEIRO et al., 2000; MARCILLA et al., 2001; BARGUES et al., 2002;
MARCILLA et al.,, 2002; DORN et al., 2009) e mitocondriais (LYMAN et al., 1999;
MONTEIRO et al., 2000, 2004; HYPSA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2009). Nos utilizamos
os marcadores nuclear (ITS-1) e mitocondrial (Cyt b) para avaliar a relacdo taxonémica
existente entre Triatoma sp., T. brasiliensis e T. petrocchiae. Esses marcadores sdo
importantes por apresentar taxas evolutivas distintas, sendo necessaria uma comparagdo de
ambas para melhor explicar a historia evolutiva de um organismo. Além disso, regides que
evoluem rapidamente sdo adequadas para o estudo de organismos muito proximos, enquanto
aquelas de evolucdo mais lenta sdo mais apropriadas para comparacdo entre td&xons mais
distantes (ABAD-FRANCH & MONTEIRO, 2005).

Diferentes regides do DNA ribossdmico nuclear (rDNA), tais como os espacadores
internos transcritos (ITS-1 e ITS-2), sdo marcadores importantes para estudos sistematicos,
filogenéticos e na distingdo de espécies, em experimentos de hibridacdo e no estabelecimento
de parentesco entre os tdxons (MARCILLA et al., 2001). Esses marcadores sdéo compostos
por sucessivas sequéncias repetidas (ALMEYDA-ARTIGAS, BARGUES & MAS-COMA,
2000), cuja unidade de repeticdo € entre 1 e 5pb e, por isso, sdo considerados bons para o
estudo de diferenciagdo populacional de uma determinada espécie (JARNE & LAGODA,
1996). Marcilla et al. (2001) descreveram que o0 sequenciamento de apenas um dos ITS é
suficiente, pois sdo estruturas conservadas com evidente co-evolugéo.

A similaridade genética entre Triatoma sp. e T. petrocchiae usando o marcador nuclear
ITS-1 foi demonstrada com a formagdo de um Unico clado. No entanto, na filogenia baseada
em Cyt b, esses insetos formaram clados independentes entre si e também diferentes do clado
composto por T. brasiliensis. Os dados obtidos a partir do marcador mitocondrial sugerem

gue Triatoma sp. pode constituir uma espécie nova.
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Na analise com ambos os marcadores, os exemplares de T. brasiliensis capturados no
RN formaram um clado com amostras de outros membros do complexo (T. b.
macromelasoma e T. juazeirensis), cujas sequéncias foram depositadas no GeneBank por
Monteiro et al. (2004), sugerindo que T. juazeirensis pode ser uma subspécie de T.
brasiliensis, uma vez que todas as amostras dessa espécie estdo intercaladas nas arvores
filogenéticas com sequéncias de T. b. brasiliensis e T. b. macromelasoma, nao fornecendo
suporte para a separacdo destes trés grupos. Porém, estudos com um maior numero de
marcadores nucleares e mitocondriais ainda sdo necessarios para confirmar a separagdo desses
membros do complexo de espécie T. brasiliensis.

Vérios estudos demonstraram que esse complexo forma um grupo monofilético
(MONTEIRO et al., 2004; GARDIM et al., 2014), o qual inclui duas subespécies (T. b.
brasiliensis e T. b. macromelasoma) e seis espécies (T. juazeirensis, T. melanica, T. sherlocki,
T. bahiensis, T. lenti e T. petrocchiae) (COSTA et al., 2013; MENDONCA et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017). Contudo, as analises filogenéticas aqui realizadas sugerem que T.
petrocchiae pode ndo estar incluido no complexo de espécie T. brasiliensis, assim como o
Triatoma sp., pois 0s ramos que ligam essas espécies estdo bem distantes.

As perspectivas deste estudo incluim a realizacdo de novas andlises do Cyt b e ITS-1
incluindo os mesmo taxons com o objetivo de solucionar problemas relacionados a
desbalanceamento de classes e atracdo de ramos (longos e curtos). Além disso, possivelmente
outros marcadores serdo utilizados para dar suporte na identificagdo do Triatoma sp. ou
verificar a possibilidade de ocorréncia de uma nova espécie.
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7 CONCLUSOES

> As atividades de vigilancia entomoldgica foram exercidas nos 11 anos de forma
ininterrupta em um baixo numero de municipios do Rio Grande do Norte considerados de alto
e médio risco, apontando a descontinuidade do controle e a falta de prioridade na prevencao
da transmisséo;

> A presenca das espécies Triatoma brasiliensis e Triatoma pseudomaculata infectadas
nas unidades domiciliares é preocupante, o que torna de extrema importancia a realizagdo das
atividades de vigilancia entomoldgica de forma continua, a fim de impedir a colonizagéo no
intradomicilio e evitar o contato desses vetores com 0s seres humanos e animais;

> A colonizacdo intradomiciliar da espécie Panstrongylus lutzi foi registrada pela
primeira vez em um municipio da mesorregido Agreste, um da mesorregido Central e seis da
mesorregido Oeste do estado do Rio Grande do Norte;

> A colonizacdo intradomiciliar da espécie Rhodnius nasutus foi registrada pela primeira
vez em quatro municipios da mesorregido Agreste, quatro da mesorregido Central e 13 da
mesorregido Oeste do estado do Rio Grande do Norte.

> Os dados evidenciam e reforcam a necessidade de organizacdo e priorizacdo das
atividades de controle de triatomineos e vigilancia epidemioldgica no municipio de Caratbas
da mesorregido Oeste do estado do Rio Grande do Norte;

> Os elevados indices de infec¢cdo pelo Trypanosoma cruzi das espécies de triatomineos
observados no intradomicilio e peridomicilio indicam a necessidade de manter as atividades
de vigilancia entomoldgica continuas para prevenir a colonizacdo desses ambientes e a
transmissao do parasito para a populacdo e animais domésticos do municipio;

> O encontro de Triatoma brasiliensis infectados, alimentados com sangue humano e de
Canis familiaris, Galea spixii, Capra hircus e Ovis aries, demonstra o ecletismo desta espécie
guanto ao habito alimentar no peridomicilio e intradomicilio, e sugere que esses animais
podem estar atuando como reservatorios do Trypanosoma cruzi no peridomicilio.

> A colonizacdo do Triatoma brasiliensis no intradomicilio reforca a importancia desta
espécie como vetor do Trypanosoma cruzi;

> A colonizacdo peridomiciliar por Triatoma brasiliensis e Triatoma pseudomaculata e
a associacao destas espécies a ambientes artificiais sugere que estdo bem adaptados e devido
aos elevados indices de infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, necessitam de atencdo constante

por parte da vigilancia epidemioldgica;
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> O método de extracdo por fenol-cloroférmio mostrou-se uma excelente ferramenta no
estudo do habito alimentar de triatomineos, sendo possivel a identificacdo da fonte de
alimentacdo em espécimes com diferentes estagios nutricionais.

> A ocorréncia de Psammolestes tertius foi registrada pela primeira vez no estado do
Rio Grande do Norte, ampliando area de distribuicdo dessa especie;

> A identificacdo do Trypanosoma rangeli em triatomineos da espécie Panstrongylus
lutzi foi registrada pela primeira vez no estado, ampliando a area de ocorréncia deste
protozoario no Brasil;

> O intercdmbio entre os ciclos de transmissdo silvestre e doméstico do Trypanosoma
cruzi parece estar sendo realizado por Galea spixii, uma vez que este roedor foi identificado
como fonte alimentar de espécimes de Triatoma brasiliensis capturados no habitat natural e
artificial.

> As anélises morfolégica e genética usando o marcador ITS-1 mostraram que 0
Triatoma sp. apresentou similaridade com o Triatoma petrocchiae;

> A andlise filogenética baseada no marcador Cyt b mostrou acentuada distancia
genética entre Triatoma sp., T. petrocchiae e os membros do complexo de espécies Triatoma
brasiliensis, sugerindo que parece ser uma espécie nova;

> Com base nos marcadores Cyt b e ITS-1, as sequéncias de Triatoma juazeirensis
depositadas no GeneBank formaram um (nico clado com as sequéncias de Triatoma
brasiliensis brasiliensis e Triatoma brasiliensis macromelasoma, mostrando uma similaridade
genética entre elas, indicando que essa espécie pode ser uma subespécie do complexo
Triatoma brasiliensis;

> As andlises fundamentadas nos marcadores Cyt b e ITS-1 apontam que Triatoma
petrocchiae pode ndo pertencer ao complexo de espécies Triatoma brasiliensis devido a

distancia genética demonstrada entre essas espécies.
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ANEXO 1 — Municipios classificados de acordo com a estratificacdo de risco de transmisséo

do Trypanosoma cruzi.

Risco de
transmissao
do T. cruzi

Municipios

Alto

Afonso Bezerra, Alexandria, Antbnio Martins, Apodi, Barcelona, Campo
Grande, Caraubas, Coronel Ezequiel, Coronel Jodo Pessoa, Doutor
Severiano,Encanto, Francisco Dantas, Governador Dix-Sept Rosado, Jodo
Dias, Lagoa de Velhos, Lagoa Nova, Lajes Pintada, Lucrécia, Marcelino
Vieira, Monte das Gameleiras, Parand, Pedra Preta, Pildes, Portalegre, Riacho
de Santana, Santana do Matos, S&o Miguel, Sdo Rafael, Sdo Tomé, Serrinha,
Serrinha dos Pintos, Severiano Melo,Sitio Novo, Tangara, Upanema, Venha
Ver.

Médio

Acari, Agua Nova, Alto do Rodrigues, Angicos, Assl, Baraina, Caicara do
Rio dos Ventos, Caicd, Campo Redondo, Carauba dos Dantas, Carnaubais,
Cruzeta, Currais Novos, Equador, Felipe Guerra, Fernando Pedroza, Florania,
Ipanguacu, lpueira, Itaja, Itad, Janduis, Japi, Jardim de Piranhas, Jardim do
Serid6,Jodo Cémara, José da Penha, Jucurutu, Lajes, Major Sales, Martins,
Messias Targino, Mossor6,0lho D’agua dos Borges, Ouro Branco, Parat,
Parelhas, Passa e Fica, Patl, Pau dos Ferros,Pedro Avelino, Pedro Velho,
Pendéncias, Rafael Fernandes, Riacho da Cruz, Riachuelo, Rodolfo
Fernandes, Rui Barbosa,Santa Cruz, Santana do Serid6, Santo Antbnio, S&o
Fernando, Séo Jodo do Sabugi, Sdo José de Campestre, Sdo José do Seridd,
Sdo Paulo do Potengi, S&o Vicente, Senador Eloy de Souza, Serra Caiada,
Serra do Mel, Serra Negra do Norte, Tabuleiro Grande, Tenente
Ananias, Tenente Laurentino, Timbauba dos Batistas, Umarizal, Vigosa.

Baixo

Almino Afonso, Areia Branca, Arés,Baia Formosa, Bento Fernandes, Boa
Saude, Bodo, Brejinho, Bom Jesus, Caicara do Norte, Canguaretama, Ceara
Mirim, Cerro Cora, Espirito Santo, Extremoz, Frutuoso Gomes, Galinhos,
Goianinha, Grossos, Guamaré, lelmo Marinho, Jacana, Jandaira, Jardim de
Angicos, Jundia, Lagoa D’anta, Lagoa de Pedra, Lagoa Salgada, Luiz Gomes,
Macaiba, Macau, Maxaranguape, Montanhas, Monte Alegre, Natal, Nisia
Floresta, Nova Cruz, Parazinho, Passagem, Parnamirim, Pedra Grande, Poco
Branco, Porto do Mangue, Pureza, Rafael Godeiro, Rio do Fogo, Santa Maria,
Sdo Bento do Norte, S&o Bento do Trairi, S8o0 Francisco do Oeste,Sao
Gongalo do Amarante, Sdo José de Mipibd, S&o Miguel do Gostoso, Séo
Pedro, Senador Georgino Avelino, Serra de S&o Bento, Tibau, Tibau do Sul,
Taipu, Touros, Triunfo Potiguar, Varzea, Vera Cruz, Vila Flor.
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ANEXO 2 - Amostras de triatomineos utilizadas para estudos morfologico e taxonémico no

estado do Rio Grande do Norte.

Amostras Espécie Municipio/Estado Ambiente
TbRN 05 T. brasiliensis Caic6/RN Peridomicilio
TbRN 08 T. brasiliensis Caic6/RN Peridomicilio
TbRN 11 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TbRN 13 T. brasiliensis Caralbas/RN Peridomicilio
TbRN 23 T. brasiliensis Caraubas/RN Silvestre
TbRN 79 T. brasiliensis Severiano Melo/RN Intradomicilio
TbRN 83 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TbRN 89 T. brasiliensis Caralbas/RN Silvestre
TbRN 96 T. brasiliensis SNN/RN Silvestre
TbRN 100 T. brasiliensis SNN/RN Silvestre
TbRN 110 T. brasiliensis Caico/RN Silvestre
TbRN 127 T. brasiliensis Caralbas/RN Silvestre
TbRN 131 T. brasiliensis SNN/RN Peridomicilio
TbRN 132 T. brasiliensis SNN/RN Peridomicilio
TbRN 141 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TbRN 150 T. brasiliensis Caralbas/RN Peridomicilio
TbRN 156 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TbRN 157 T. brasiliensis Caralbas/RN Peridomicilio
TbRN 168 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TbRN 173 T. brasiliensis Caralbas/RN Peridomicilio
ThRN 190 T. brasiliensis Apodi/RN Peridomicilio
TbRN 192 T. brasiliensis Severiano Melo/RN Peridomicilio
TbRN 193 T. brasiliensis Severiano Melo/RN Peridomicilio
TbRN 195 T. brasiliensis GDSR/RN Peridomicilio
TbRN 196 T. brasiliensis GDSR/RN Peridomicilio
TbRN 198 T. brasiliensis SNN/RN Silvestre
TbRN 199 T. brasiliensis SNN/RN Silvestre
TbRN 206 T. brasiliensis Caralbas/RN Silvestre
TbRN 214 T. brasiliensis Caraubas/RN Silvestre
TbRN 223 T. brasiliensis Caralbas/RN Peridomicilio
TbRN 231 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TbRN 250 T. brasiliensis Caralbas/RN Peridomicilio
TbRN 260 T. brasiliensis Caraubas/RN Peridomicilio
TRN 262 Triatoma sp. SNN/RN Silvestre
TRN 263 Triatoma sp. SNN/RN Silvestre
TRN 264 Triatoma sp. SNN/RN Silvestre
TRN 265 Triatoma sp. SNN/RN Silvestre
TRN 266 Triatoma sp. SNN/RN Silvestre
TRN 274 Triatoma sp. Marcelino Vieira Intradomicilio
TRN 275 Triatoma sp. SNN/RN Silvestre

SNN = Serra Negra do Norte; GDSR = Governador Dix Sept Rosado
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ANEXO 3 — Espécimes do Complexo brasiliensis (MONTEIRO et al.,
2004) utilizados na analise das sequéncias dos triatomineos deste estudo

Forma cromatica Hapl6tipo Cythb

brasiliensis AY494141
AY494142
AY494143
AY494146
AY494148
AY494151
AY494152
AY494153
AY494155
AY494158
AY494159
AY494160

AY494140
AY494145
AYA494147
AY494156
AY494163

macromelasoma

juazeiro AY336524

AY336527
AY494170

melanica
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ANEXO 4 — Numero e percentual dos triatomineos, por espécie e estagio, capturados no intradomicilio e peridomicilio nos municipios do estado do Rio
Grande do Norte entre 2005-2015.

Espécie Intrad_omicilio Periqlomicilio Total _
Adulto % Ninfa % Total Adulto % Ninfa % Total Adulto Ninfa
T. brasiliensis 4.219 58,9 2.861 411 7.080 11.215 64,4 6.048 35,6 17.263 15.434 8.909
T. pseudomaculata  2.455 69,1 1.061 30,9 3.516 10.832 62,1 6.394 37,9 17.226 13.287 7.455
P. megistus 10 100 0 0 10 7 100 0 0 7 17 0
T. petrocchiae 50 96,2 2 3,8 52 125 65,8 65 34,2 190 175 67
P. lutzi 174 81,3 40 18,7 214 1.831 78,3 486 21,7 2.308 2.005 526
R. nasutus 106 34,1 205 65,9 311 2.375 69,4 1.008 30,6 3.383 2.481 1.213
R. neglectus 0 0 0 0 0 0 0 2 100 2 0 2

Total 6.705 62,1  4.093 37,9 10.798 25459 64,6 13933 354 39.392 32.164 18.026
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ANEXO 5 — Numero anual de ninfas de triatomineos, por espécie, capturada no intradomicilio dos municipios do estado do Rio Grande do Norte

entre 2005-2015.

Ano

Espécie de triatomineos 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 Total %
T. brasiliensis 548 383 283 253 184 172 122 198 222 214 282 2.861 68,1
T. pseudomaculata 236 142 104 103 58 57 48 85 68 67 93 1.061 25,8
T. petrocchiae 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,05
P. lutzi 16 2 3 0 0 2 5 3 5 0 4 40 1,0
P. megistus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

R. nasutus 70 28 19 10 8 2 6 30 8 10 14 205 5,0
Total 861 555 407 357 250 216 167 316 302 289 373 4.093 100
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ANEXO 6 — Numero anual de ninfas de triatomineos por espécie, capturadas no peridomicilio dos municipios no estado do Rio Grande do Norte

entre 2005-2015.

Ano

Espécie de triatomineos 2005 2006

2007 2008 2009 2010 2011

Total

%

644 586 426 564 232
884 637 503 819 204

8 1 1 0 0
32 23 18 66 11
0 0 0 0 0

203 70 54 65 20

6.048
6.394
65
486

1.008

43,0
45,8
0,05
3,5

7,2

T. brasiliensis 900 847
T. pseudomaculata 1.149 900
T. petrocchiae 48 7
P. lutzi 77 31
P. megistus 0 0
R. nasutus 156 188
Total 2321 1973

1.771 1308 1002 1.497 453

13.933

100
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ANEXO 7 — indice de infeccdo pelo T. cruzi das espécies de triatomineos capturadas nas unidades domiciliares no estado do Rio Grande do Norte.

Espécie indice de infeccio anual (%) indice de infeccdo global (%)
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 (infectados/examinados)
T. brasiliensis 2,1 3,1 4,6 3,9 4,5 3,8 1,8 3,2 4,5 3,8 1,4 3,2 (733/22.507)
T. pseudomaculata 1,7 1,1 1,8 0,3 1,8 2,1 3,9 3,1 1,8 0,7 0,9 1,6 (307/19.277)
T. petrocchiae 0 0 0 22,2 0 0 0 0 0 0 0 1,3 (2/150)
P. lutzi 0,4 2,7 3,0 0 0 0,5 0 0 0 0,7 0 0,7 (14/1.937)
P. megistus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0/17)

R. nasutus 1,2 0,8 1,4 0,7 0,8 11,2 4,2 2,9 1,9 0 0,8 1,7 (49/2.915)




120

ANEXO 8 — Artigo publicado na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
(2016).

BARBOSA-SILVA, Andressa Noronha et al. Characteristics of Triatomine infestation and
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Characteristics of Triatomine infestation and
natural Trypanosoma cruzi infection in
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ABSTRACT

Introduction: Natural and artificial ecotope infestation by the kissing bug triatomines and their colonization and infection by
Trypanosoma cruzi, the Chagas disease agent, were evaluated in nine municipalities of the State of Rio Grande do Norte, Brazil.
Methods: Following identification, triatomine intestinal contents were analyzed by direct microscopic examination, xenoculture, and
polymerase chain reaction (PCR) for parasite detection. Trypanosoma cruzi isolates were genotyped using three different markers.
Results: Of 842 triatomines captured, 65% were Triatoma brasiliensis, 17.8% Triatoma pseudomaculata, 12.5% Panstrongylus
lutzi, and 4.7% Rhodnius nasutus. Triatoma brasiliensis and P. lutzi adults were found in the intradomicile. 7. brasiliensis,
T. pseudomaculata, and R. nasutus nymphs and adults were found in the peridomicile and wild environment. Intradomiciliary and
peridomiciliary infestation indexes were 5.6% and 33.7%, respectively. In the peridomicile, chicken coops were the most infested
ecotope. The T cruzi triatomine infection rate was 30.2%, of which PCR detected 29%. P. lutzi (78.1%), T. brasiliensis (24.5%),
and 7. pseudomaculata (22.7%) were the most infected species. Tcll and 111 genotypes were detected in 7. brasiliensis and Tclll
in P, lutzi. Conclusions: 7. brasiliensis was found in all environments and most ecotopes with high 7. cruzi infection rates. High
infection rates were also detected in 7. pseudomaculata and P. lutzi, suggesting their role in the interchange between the wild and
peridomestic transmission cycles. The combination of PCR, microscopic examination, and xenoculture contributed to improving
T’ cruzi infection evaluation in triatomine bugs. The TcIl and Tclll genotypes were predominant in the study area.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Triatominae natural infection. PCR. Xenoculture. Direct microscopic examination.

peridomestic environments; this adaptation to human dwellings
strongly determines human infection rates®.

INTRODUCTION

The Brazilian Northeast, one of the poorest and most
underdeveloped regions within Brazil, is considered the most
important region therein for American trypanosomiasis, where
native species like Triatoma brasiliensis Neiva, 1911, Triatoma
pseudomaculata Corréa and Espinola, 1964, Panstrongylus
lutzi Neiva & Pinto, 1926, and Rhodnius nasutus Stal, 1859
are widespread® ©. Triatoma brasiliensis is distributed in nine
Northeast states, Tocantins, and Minas Gerais”. Considered the
main vector of 7 cruzi in the Northeastern semiarid regions, it
colonizes both sylvatic and domestic environments but is more
frequently captured in peridomestic areas® ® © (19U Triatomine
control remains problematic as this region is the center of dispersion

) o _ i and has higher T brasiliensis concentrations!'? 1 (9; it is further
S?:;:p ;;i;’:)g;gﬁgnz;‘r' Licia Maria C. Galvio. aggravated by 100.31 vec‘For control activity discontinuation and
Received 29 August 2015 wild and domestic environmental overlap 19 U7 Triatoma
Accepted 28 January 2016 pseudomaculata also demonstrates high domiciliation capacity,

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas
disease, and its main vectors belong to the genera Panstrongylus,
Rhodnius, and Triatoma. Among these blood-sucking
reduviid bugs of the subfamily Triatominae, 70 of the over
148 Triatominae species described® are naturally infected
by T. cruzi®. Infection is maintained primarily within three
overlapping cycles: domiciliary, peridomiciliary, and sylvatic®.
Vector transmission remains the most important route of
parasite to human transmission owing to the natural distribution
of T cruzi in the triatomine species adapted to domestic or
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thereby increasing its colonization rate in several states® (9,
such native triatomines that sporadically invade or reinvade
human dwellings further complicate vector control
consolidation®.

Triatomines can be infected with several flagellates and
T cruzi infection level evaluation in wild, peridomiciliary, and
domiciliary environments has relevance for control programs aimed
at reducing human infections"” %, Trypanosoma cruzi has been
detected in the excreta or intestinal contents of triatomines by direct
microscopic examination (DME)? @D necessitating the ability to
distinguish this protozoan from other trypanosomatids. Although
DME is reliable and relatively inexpensive, disadvantages related
to sensitivity, specificity® ¥ @9 and poor performance on dead
insects® exist. Xenoculture is used for quality control to confirm
negative intestinal content results ascertained by DME, whereas
positive cultures allow for 7. cruzi strain isolation®® pursuant to
e.g. genetic studies. For detecting 7. cruzi in reduviid bug feces or
urine and mammalian blood samples, polymerase chain reaction
(PCR) is generally superior V@7 and can also genotype 7. cruzi
using different targets.

Such methodology has increased the rate of positivity of
infection in field studies, which is especially important in areas
where there is scarce information on vector infection following
control and surveillance programs. A recent seroepidemiological
survey showed high seroprevalence for municipalities in the
west and central mesoregions of the State of Rio Grande do
Norte (RN)@®, and genotyping studies identified 7. cruzi
I (Tcl) in T brasiliensis and Tclll (formerly called Tcllc)
in armadillos®”, Tcl and Tcll in humans, Tcll and Tclll in
T brasiliensis, and Tclll in P. [utzi">.

The purpose of this study was to evaluate the occurrence
of triatomine infestation of natural and artificial ecotopes, and
the colonization and 7. cruzi infection in triatomines collected
from different environments in the west and central mesoregions
of the State RN, Brazil. Diagnostic method efficacy and
reproducibility were evaluated and the 7. cruzi populations
isolated from positive triatomines were genotyped to establish
their genetic groups.

METHODS

Study area

State of Rio Grande do Norte, located in northeastern
Brazil, is divided into 167 municipalities distributed in four
mesoregions: West, Central, Agreste, and East. About 90% of
the territory represents arid and semiarid climates, where the
predominant biome is the Caatinga, characterized as containing
thorny shrubs, irregular structure, and partially uncovered
soil. This study was conducted in the municipalities of Apodi,
Caraubas, Governador Dix-Sept Rosado, Lucrécia, Mossoro,
Severiano Melo, Sdo Miguel, Caico, and Serra Negra do
Norte in the West and Central mesoregions (Figure 1), which
were selected in reference to the seroepidemiological survey
conducted between 2007 and 20097,

Triatomine collection and identification

Triatomines were captured in rural areas of the nine
municipalities in intradomicile, peridomicile, and wild
environments from March 2009 to August 2012. The
intradomiciliary environment was surveyed in 250 domiciliary
units (DU) together with 187 artificial structures in the
peridomicile such as chicken coops (n = 110), corrals (n = 25),
pigsties (n =2), piles of tiles (n =44), old stone fence structures
(n = 2), and dry carnauba palm tree (Copernicia prunifera)
straw (n = 4). Entomological indicators were used to calculate
the colonization and species peridomiciliary and domiciliary
infestation indices®?.

Wild environment captures were performed in Apodi,
Caratibas, and Serra Negra do Norte in rock outcrops (n =9),
stone fences (n = 2), bird’s nests (n = 5), and carnauba palm
trees (n = 16), the latter as previously described®V.

In Serra Negra do Norte, wild triatomines capture was
conducted at the Serid6 Ecological Station (ESEC-Serid6)/
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio), created by Decree 87222 of 05/31/1982, Law
6902 04.27.1982 as a Conservation Unit. Some adult insects
were captured in station lodgings and were classified as an
undefined ecotope. Insects were captured both day and night
by the principal author with the assistance of the respective
Municipal Health Secretariat technicians via manual searches
using tweezers and a flashlight in all environments and without
the use of insect dislodging substances, and were individually
identified as described®?.

Natural infection of triatomine bugs

Direct microscopic examination. Collected triatomines
were examined individually and their intestinal content was
removed under aseptic conditions and placed in a well of
a 24-well plate containing 500uL sterile saline solution.
After homogenization, SuL suspension was used to identify
trypanosomatid forms via DME at 400x magnification® and
smear stained by Giemsa (1,000x).

Xenoculture. Approximately 250uL intestinal content
suspension was seeded in 15mL tubes containing liver infusion
tryptose culture medium®® plus McNeal Novy Niccole or blood
agar and incubated at 28°C. Aliquots were examined after 15,
30, and 60 days by DME (400x)9,

PCR with species-specific primers. Deoxyribonucleic
acid (DNA) was extracted via phenol-chloroform®® using
200uL diluted insect intestinal content solution (v/v) in 0.2M
guanidine-HCI 6M/ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)®Y
maintained for 5-7 days at room temperature and stored at 4°C
until DNA extraction. PCR amplifications were performed in
duplicate, as described®?, using specific primers to identify
T. cruzi®®. PCR assays were performed in a DNA clean chamber
to avoid contamination and positive and negative controls were
used to monitor each step.

For Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli Tejera,
1920 differential diagnosis, multiplex PCR was performed
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FIGURE 1 - Map of the State of Rio Grande do Norte highlighting the West and Central mesoregions. The study area showing the surveyed municipalities

is shown in dark grey.

as described®”. As positive controls, Trypanosoma cruzi cell
cultures of the Colombian strains (7. cruzi 1), JG (T. cruzi 1),
and 7. rangeli were used.

Trypanosoma cruzi isolates for genotyping

Cultured parasite genomic DNA obtained using phenol-
chloroform was used as PCR assay templates®®. Trypanosoma
cruzi isolates were typed using three different parasite genomic
sequences as reported®®, with the 24Sa ribosomal (rRNA) gene
D7 domain“?, mitochondrial cytochrome oxidase subunit 2 gene
(COIN)“Y, and the spliced leader genes intergenic region? as
markers for six discrete typing units (DTUs)*, using T. cruzi
reference strains'> #9 @) and clones“® #” as DTU controls.

All PCR products were analyzed by 6% polyacrylamide gel
electrophoresis and visualized by silver staining®®.

Statistical analysis

To quantify the concordance between the results of different
methods, generalized Kappa (hat k) coefficients were estimated
and an approximate 95% confidence interval (Cl,,, ) for & [lower
confidence limit (LCL) and upper confidence limit (UCL)]“”
was calculated and classified accordingly®?.

RESULTS

Table 1 shows that were captured 842 triatomines including
T. brasiliensis (65%), T. pseudomaculata (17.8%), P. lutzi
(12.5%), and R. nasutus (4.7%). T. brasiliensis was predominant
in intradomicile (n = 12), peridomicile (n = 323), and wild
environments (n = 212). Table 1 shows specimen numbers per
species, environment, and municipality.
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TABLE 1 - Number of triatomine bugs captured in different environments in the west and central mesoregions in nine municipalities

in the State of Rio Grande do Norte, Brazil (2009-2012).

Triatomine species

RN Triatoma Triatoma Panstrongylus Rhodnius
Municipalities e .
brasiliensis pseudomaculata lutzi nasutus Total
n % n % n % n % n %

Central mesoregion

Caico 23 43 0 0.0 0 0.0 1 2.5 24 2.9

Serra Negra do Norte 127 23.2 38 253 102 97.1 0 0.0 267 31.8
West mesoregion

Apodi 35 6.4 20 13.3 0 0.0 21 52.5 76 9.0

Caratibas 303 55.4 65 434 3 2.9 18 45.0 389 46.2

Governador Dix-Sept 50 9.2 0 0.0 0 0.0 0 0.0 50 5.9
Rosado

Lucrécia 0 0.0 7 4.7 0 0.0 0 0.0 7 0.8

Mossord 4 0.7 0 0.0 0 0.0 0 0.0 4 0.5

Séo Miguel 1 0.1 12 8.0 0 0.0 0 0.0 13 1.5

Severiano Melo 4 0.7 8 53 0 0.0 0 0.0 12 1.4

Total 547 65.0 150 17.8 105 12.5 40 4.7 842 100.0
Environments Wild

nymphs 89 42.0 16 27.5 0 0.0 6 333 111 28.5

adults 123 58.0 42 72.5 102 100.0 12 66.7 279 71.5
Peridomicile

nymphs 200 61.9 54 58.6 0 0.0 9 40.9 263 60.2

adults 123 30.1 38 41.4 0 0.0 13 59.1 174 39.8
Intradomicile

nymphs 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0

adults 12 100.0 0 0.0 3 100.0 0 0.0 15 100.0

In the wild, 48.5% (16/33) of the ecotopes were infested
by triatomines. High infestation was observed in stone fences
(100%) and rock outcrops (75%) in Serra Negra do Norte
in comparison with other ecotopes. In the peridomicile, the
infestation index was 33.7% (63/187) with T. brasiliensis and
T. pseudomaculata at indices at 26.2% (49/187) and 5.9%
(11/187), respectively, primarily in chicken coops. The
intradomicile infestation index was 5.6% (14/250). Table 2 shows
the colonization index of each ecotope by triatomine species.

All the insects were examined; 30.2% exhibited 7 cruzi infection,
with P, lutzi demonstrating the highest rates (78.1%). The highest
infection rate was detected by PCR (29%), detecting 7. cruzi infection
in most P. lutzi (69.5%) and T. brasiliensis (24.3%) specimens
(Figure 2A). Kappa evinced no agreement between 7. cruzi detection
methods for 7. brasiliensis [hat k = —0.0112; CI,, = (-0.0596;
0.0372)], T pseudomaculata [hat k = 0.0036; CI,,, = (—0.0888;
0.0960)], P. lutzi [hat k = 0.0690; CL,, = (=0.0414; 0.1794)], and
R. nasutus (hat k=0.1652; Cl,, = (=0.0137; 0.3441)]. The global
infection index was 0.12 [CI, = (0.0773; 0.1553)] indicating slight
methodological agreement, but significantly different from zero as
excluded by the CI.

60

Figure 2B shows that the highest infected specimen rate
(53.3%) occurred in the intradomicile [primarily P. [utzi
(66.7%)], followed by the wild environment (40.5%) and
peridomicile (20.1%) [primarily P. lutzi and T. pseudomaculata
(78.4% and 27.2%, respectively)].

In the wild, 7. brasiliensis presented high infection indices
in Serra Negra do Norte (31.4%) and Caraubas (26.1%) rock
outcrops. 7. cruzi infection was also detected in R. nasutus in
carnauba palm trees. In the peridomicile, 7. brasiliensis presented
high infection indexes in piles oftiles (38.1%) and corrals (37.5%)
in Governador Dix Sept Rosado and Caratibas, respectively, and 7.
pseudomaculata in chicken coops (30.8%) in Caratibas (Table 2).

Intestinal contents of all infected triatomines and 100
uninfected specimens were submitted to multiplex PCR using
primers for 7. rangeli and produced no overlapping data, thus
confirming that 7. cruzi-specific amplification.

Trypanosoma cruzi DTUs were identified in 15 samples
from three municipalities. We isolated 3 Tcll and 3 Tclll stocks
from 7. brasiliensis captured in Caico and Serra Negra do Norte,
respectively,and 9 Tclll 7. cruzi were isolated from P. [utzi in Caratibas
(Table 3).
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TABLE 2 - Entomological indicators observed in the ecotopes of different environments in the municipalities of the State of Rio Grande do Norte.

Infested Triatoma Triatoma Panstrongylus Rhodnius
Ecotopes ecotopes brasiliensis pseudomaculata lutzi nasutus
% % % % %

II CI NII II CI NII II CI NII II CI NII

Wild environment

Apodi
bird nests 20.0 0.0 0.0 0.0 20.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
carnauba palm trees 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Caraubas
carnauba palm trees 42.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 428 333 16.7
rock outcrops 60.0 600 333 261 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Serra Negra do Norte
rock outcrops 75.0 750 1000 314 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
stone fences 100.0 100.0 50.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ecological station lodging 100.0 100.0 0.0 68.7 100.0 0.0 237 100.0 0.0 784 0.0 0.0 0.0
Total 48,5 272 312 311 6.0 6.2 155 3.0 0.0 784 182 214 16.7
Peridomicile
Apodi
corrals 222 222 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
carnauba palm tree straw 66.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 333 100.0 4.8
chicken coops 133 133 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
piles of tiles 20.0 200 100 227 00 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Caico
stone fences 100.0 100.0 100 53 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
chicken coops 10.0 10.0 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
carnauba palm tree straw 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0
Caratibas
corrals 31.2 312 80.0 375 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
chicken coops 67.5 525 100.0 12.1 15.0 100.0 30.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
pigsties 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
piles of tiles 389 389 1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Governador Dix-Sept Rosado
chicken coops 333 333 1000 375 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
piles of tiles 60.0 600 1000 381 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Lucrécia
chicken coops 20.0 0.0 0.0 0.0 20.0 1000 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Mossoro
chicken coops 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Sdo Miguel
chicken coops 40.0 20.0 0.0 0.0 20.0 100.0 41.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Serra Negra do Norte
chicken coops 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
piles of tiles 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Severiano Melo
chicken coops 57.1 428 0.0 0.0 143 333 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Total 33.7 262 73.0 192 59 159 27.1 0.0 0.0 0.0 0.5 1.6 4.5
Continue...
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TABLE 2 - Continuation.

Infested Triatoma Triatoma Panstrongylus Rhodnius

Ecotopes ecotopes brasiliensis pseudomaculata lutzi nasutus

% % % % %
I CI NII I CI NII II CI NII I CI NII

Intradomicile
Apodi 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Caico 10.7 107 0.0 100.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Caratibas 8.0 2.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 6.0 0.0 66.7 0.0 0.0 0.0
Governador Dix-Sept Rosado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Lucrécia 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Mossord 120 120 0.0 500 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Séo Miguel 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Serra Negra do Norte 187 187 0.0 333 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Severiano Melo 5.9 5.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Total 5.6 4.4 0.0 50.0 0.0 0.0 0.0 1.2 0.0 66.7 0.0 0.0 0.0

II: infestation index; CI: colonization index; NII: natural infection index.

( @ T. brasiliensis T. pdeudomaculata P. lutzi \
Direct microscopic 1.5% (8/547) 0.7% (11150) { | GGG_ s> 7109
examination
Xenoculture 0.4% (2/547) 0.7% (11150 { | 33 4105
PCR T I+ 55| I 7 0 R 0 09
Total infected _:—24 5% (134/547) :— 27%@4150) 1 [ 781% 821105)
specimens - - - - . , . - 3

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
R. nasutus Global infection index
Direct microscopic 25% (1140) 1 | ;- <7542
examination
Xenoculture 0.0% (040) -G 2o (17/542)
PCR 10.0% (4/40) :— 29.0% (244/842)
Total infected 100% @40 1 [ 2 254542)
specimens . - - . . . - - , ’ s
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
T. brasiliensis T. pseudomaculata P. lutzi
Wild :— 31.1% (66/212) :— 15.5% (9/58) 1 - 78.4% (80/102)
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
R. nasutus Total infection species
Wild orewie ) | o5 050
Peridomicile 4.5% (1/22) :— 20.1% (88/437)
Domicile 0.0% (0/0) 1 - 53.3% (8/15)
\_ 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 )

FIGURE 2 - Rate of natural infection of triatomine species by Trypanosoma cruzi as determined using different methods and in three distinct
environments. A) Infection rate of triatomine species by detection method and global infection index. B) Infection rate of triatomines in different
capture environments and total number of infected specimens. 7. brasiliensis: Triatoma brasiliensis; T. pseudomaculata: Triatoma pseudomaculata;
P, lutzi: Panstrongylus lutzi; R. nasutus: Rhodnius nasutus, PCR: polymerase chain reaction.
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TABLE 3 - Geographical origin, development stage, environment, and genetic typing of 7rypanosoma cruzi stocks from

triatomine species.

Trypanosoma cruzi stocks Triatomine species Stage Environment DTU Municipality
RNO1 Triatoma brasiliensis nymph peridomiciliary Tell Caico

RNO2 Triatoma brasiliensis adult wild Telll Serra Negra do Norte
RNO3 Triatoma brasiliensis adult wild Tell Serra Negra do Norte
RN04 Triatoma brasiliensis nymph wild Telll Serra Negra do Norte
RNO5 Triatoma brasiliensis nymph wild Telll Serra Negra do Norte
RNO6 Triatoma brasiliensis nymph wild Tell Serra Negra do Norte
RNO7 Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RNOS Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RN09 Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RN10 Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RN11 Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RN12 Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RN18 Panstrongylus lutzi adult intradomiciliary Telll Caratibas
RN19 Panstrongylus lutzi adult intradomiciliary Telll Caratibas
RN213 Panstrongylus lutzi adult wild Telll Serra Negra do Norte
RNS812 Panstrongylus lutzi adult wild Tclll Serra Negra do Norte
Coll.7G2*47 human - - Tcl -

JG*@H human - - Tell -

RN19*19 human - - Telll -

AMO64*E9) human - - TelV -

3253%* human - - TeV -

CL Brener*“9 Triatoma infestans - - TcVI -

DTU: discrete typing units: Tcl, Tell, Tclll, TelV, TcV and TeVI. * 7. cruzi strains and clones used as reference; 3253: Lages-Silva et al. (unpublished data).

DISCUSSION

This general assessment of triatomine occurrence
demonstrated that the species 7. brasiliensis, T. pseudomaculata,
P. lutzi, and R. nasutus continue to exist in artificial environments
in RN State municipalities, where they have been registered
since the 195087 ® 9 196D G2 and where high seroprevalence
of human 7. cruzi infection has been estimated®®. The presence
of other triatomine species has also been reported® @ ® 2 but
these were not found in this study.

Triatoma brasiliensis and Triatoma pseudomaculata were
found in most municipalities as expected, being the main species
caught in the semiarid RN region. R. nasutus was captured only in
Apodi, Caraubas, and Caicd municipalities and P. lutzi was found
only in Serra Negra do Norte and in Caratibas, as described®V. In
agreement with our studies, 7. brasiliensis was the most frequently
identified species, followed by 7. pseudomaculata and R. nasutus,
as observed in several studies® 9.

We identified T. brasiliensis in the wild environment,
peridomicile, and intradomicile with high 7. cruzi infection
rates. This species has been reported as semi-domestic, since it
is an autochthonous species capable of colonizing domiciles and
the peridomicile'?. It is highly dispersed and frequent owing
to its eurytopic characteristics, is not hygrophilous, is able to
withstand very high temperatures, and thus is acclimatized to
the vast expanse of the Northeastern region'?.

Despite the absence of intradomicile colonies, frequent
adult 7. brasiliensis invasions occur because of the proximity
of the wild environment with DUs. Residential lighting attracts
these insects®?, potentially explaining their localized capture.
Peridomicile colonization was observed by 7. brasiliensis and
T. pseudomaculata nymphs, most frequently in chicken coops
where they develop dense colonies, facilitating intradomiciliary
invasion. 7. brasiliensis was also found in piles of tiles, corrals,
and associated with domestic and synanthropic animals,
according to municipality. This species strongly associates
with native rodents, especially Galea spp., which thrive
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around rural dwellings in this state®. The epidemiological
profile similarities among the municipalities studied suggest
the need for interventions to prevent parasite transmission in
this environment to domestic animals and humans.

Degradation of the natural wild vector habitat allows the
bugs to move close to human habitations; such coexistence
increases the probability of human infection®®. In the wild,
T. brasiliensis was mainly found colonizing rocky outcrops and
stone fences. Its occurrence in Northeastern Brazil is associated
with rock formation distribution®®. However, this species can
also be found in shrubby cacti co-occupied by native rodents
in Ceara®?.

Triatoma pseudomaculata is widely distributed in the wild
and is considered to be difficult to control®. T. pseudomaculata
is primarily associated with Caatinga and areas of the Cerrado
in Brazil®®, and is an arboricolous species®”. Here, the natural
habitat of 7. pseudomaculata was identified as bird’s nests,
corroborating previous findings®?.

In the study area, the natural R. nasutus habitat was the
Carnauba palm, considered the major ecotope of this species® ?,
Colonization foci were observed in the peridomicile in dry
carnauba straw used by the rural population to manufacture
household items in Apodi. This can be explained by the proximity
of palm trees with DUs that attract insects as previously described
or by passive insect transport by residents living in carnauba
extraction areas, where storing dry leaves in the peridomicile is
common. In the State of Ceara, R. nasutus has been frequently
found colonizing the peridomicile owing to the use of carnauba
straw for chicken coop roof construction and household goods
manufacture® ),

Panstrongylus lutzi was the most infected species in the
intradomicile and wild environment. The former is worrying
because of the 7. cruzi transmission risk to domestic animals
and humans and potential introduction of a new parasite genetic
group into the transmission cycles, since this area is currently
exclusively infected with DTU HI"). P. lutzi has restricted
distribution in areas of the semiarid northeast although it has
wide geographical distribution and a high T cruzi infection rate
in the State of Pernambuco. Its domiciliation has occurred in
the States of Ceara and Pernambuco®? ©3, P. [utzi is found in
hollow Auxemma oncocalyx trunks in Ceara® and in armadillo
burrows in the semiarid Caatinga in Bahia®”. However, the
P. lutzi natural habitat was not identified despite extensive
searching in the wild environment of the Seridé Ecological
Station where most specimens were captured; thus, further
studies are required> b,

Currently, vector transmission is considered residual by
a few native and peridomestic species such as T. brasiliensis
and 7. pseudomaculata. There is also a risk of progressive
domiciliation of certain species previously considered
sylvatic such as P. lutzi and the possibility of human infection
directly related to the parasite enzootic cycle®?. P. [lutzi holds
relevance toward maintaining the peridomestic and domestic
T. cruzi transmission cycles, the risk of invasion and eventual
colonization therein, and the consequent parasite transmission
to domestic animals and humans. These results highlight the

increasing epidemiological importance of P. /utzi and indicate
the continuing necessity of maintaining epidemiological
surveillance against 7. cruzi transmission in the study area.

Here, we reported a slight agreement among 7. cruzi
detection methods used to evaluate infection in triatomines,
and the importance of its association to field studies. 7. cruzi
infection varied among triatomine species according to method
with PCR showing high positivity whereas detection by DME in
intestinal contents was low. However, higher infection rates were
reported with flagellates morphologically similar to 7. cruzi in
Pernambuco®?, and similar or higher triatomine infection rates
have been reported between methods!® @3 @9 @9 High PCR
positivity in relation to DME has been previously observed,
indicating its utility for epidemiological studies!? ¥ PCR
can also directly detect T_ cruzi vector infection thus improving
triatomine evaluation and should be used to assess infection rates
in dead insects® owing to its higher relative degree of precision.
Thus, PCR represents the best tool for parasite detection,
confirming the majority of infections ascertained by DME and
xenoculture. However, these remain useful as the combination
of methods can contribute to monitoring 7. cruzi in triatomines
and enhance confidence regarding triatomine positivity.

The Trypanosoma cruzi DTUs identified in 15 isolates from
triatomine bugs were Tcll and Tclll in 7. brasiliensis and Tclll
in P. lutzi. Previous findings showed these DTUs circulating
in these species in the semiarid zone of RN (7 and highlight
the need to understand 7. cruzi population distribution in this
area. Naturally heterogeneous 7. cruzi populations involving
Tcl, Tcll, and TcllI circulate among humans and triatomines in
three different municipalities without domicile colonization”,
and high genetic similarities exist among 7. cruzi populations
circulating in different hosts, localities, and environments.
Tcll was detected in the peridomicile in Caic6 and in the wild
in Serra Negra do Norte, indicating its participation in sylvatic
and peridomestic cycles. The original primary host of Tcll
appears to be primates. Whereas its ecological niche has yet to be
determined, isolates have been described from opossums in the
Atlantic forest and from sylvatic primates, suggesting that such
primates might be the primary original mammalian host®®. TcIl
has also been isolated from the armadillo Euphractus sexcintus
in the Paraguayan Chaco®”. This DTU has been shown as the
primary cause of severe acute and chronic Chagas disease in
the Atlantic Forest and central region of Brazil and represents
the etiological disease agent in Sao Felipe in the State of Bahia,
where the domestic vector is P. megistus®?.

Tclll was isolated from 7. brasiliensis in the wild
environment and from P. /utzi captured in the domiciliary and
wild environments of two different localities. Tclll is a poorly
understood 7. cruzi genetic group predominantly identified
among wild cycles of parasite transmission infecting terrestrial
mammals and triatomine vectors, but is also a potentially
important emergent human disease agent®®. A few triatomine
species have been described in sylvatic TcIll transmission such
as Panstrongylus geniculatus Latreille, 1811, and Triatoma
rubrovaria Blanchard, 1843, both mainly sylvatic vectors
frequently associated with terrestrial ecotopes®. TcllI is found
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in a broad range of terrestrial mammals and its transmission
may occur inside triatomine-infested burrows by both vectorial
and oral routes® 9. Overlapping geographic areas of Tclll
and Tcl isolates occur across South America, with shared
wild mammals and vectors in terrestrial ecotopes®. Tclll in
domestic transmission cycles, while intermittent®®, implies
a role as a human disease agent. Furthermore, Tclll may be
under-reported in both domestic and sylvatic transmission
cycles because some typing methodologies fail to distinguish
between TcIV and TeIII”D. The Tell and Telll identified in this
study corroborate previous findings and reinforce the need for
constant epidemiological surveillance of 7. brasiliensis and
P, lutzi to prevent Tclll spread to the domestic cycle!'.

Tcl was not detected in triatomines in the studied area.
However, most studies conducted in northeastern Brazil have
isolated this DTU from 7. brasiliensis and T. pseudomaculata,
with most naturally infected 7. brasiliensis isolates being
Tcl, Tcl has also been identified in 7. pseudomaculata and
R. nasutus in the peridomicile and natural environments of
five State of Ceara peri-urban and urban localities”. Therein,
high TcI and Tcll infection rates were detected in peridomestic
T. brasiliensis and T. pseudomaculata, respectively. Tcl has
been most frequently identified in triatomines of the State of
Mato Grosso do Sul. The majority of isolates from humans,
reservoirs, and vectors from Amazonia correspond to Tcl?”
and it has been detected in humans from State of RN (16,
with recent isolates from patients with various clinical forms of
Chagas disease!'”. T cruzi genotypes isolated from triatomines
can vary according to vector-specific physiology and ecological
habitat®®, highlighting the necessary to accurately identify Tcl
in triatomines.

Our results suggest that combining methodologies
contributed to increased parasite detection and to identifying
infection foci to precisely determine triatomine distribution.
Despite low parasite detection via xenoculture and DME, these
methods allow the isolation of 7. cruzi for further study. Owing
to high peridomestic ecotope infestation and high 7. brasiliensis
and 7. pseudomaculata T. cruzi infection, we recommend
efficient entomological surveillance programs to detect possible
colonization. This study contributes to our knowledge of
T’ cruzi diagnosis and identification in field-collected triatomines,
further demonstrating that 7. cruzi 11 and III predominate in the
study area and, with future research, are essential for vector
control and human infection prevention.
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