FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

Curso de P6s Graduacao em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa

Dissertacao de Mestrado

ALTERACOES AMBIENTAIS E RISCO DE RE-EMERGENCIA
DE CHAGAS NA CIDADE DO SALVADOR -BA

-Uma abordagem da ecologia vetorial e epidemioldgica-

GILMAR RIBEIRO JR

Salvador — 2012



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ

Curso de Pés-Graduacédo em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa

ALTERACOES AMBIENTAIS E RISCO DE RE-EMERGENCIA DA
DOENCA DE CHAGAS EM SALVADOR - BA

- Uma abordagem da ecologia vetorial e epidemioldgica -

GILMAR RIBEIRO JR

Orientador: Dr. Mitermayer Galvao dos Reis

Dissertacdo apresentada ao Curso da Pés-Graduacgéo em

Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa
Sub é&rea: Biotecnologia Aplicada a Saude Publica

Salvador — 2012



Aos meus companheiros desta vida,

Sra. Rosemar e Sr. Joeci Barreto,

Sr. Gilmar Ribeiro e Sra. Rosangela Senna,

E as minhas irmas Flaviane, Flavia, Thais, Thiana e Stefane,
Aos quais devo minha educacéo e formacao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco por todo tempo desprendido a conhecimento compartilhado pelo Dr.
Mitermayer Galvado dos Reis, que vem exercendo o papel de orientador; Ao Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz — Fiocruz, por boa parte do meu perfil como bidlogo desde a
graduacéo e ao CNPq pelo financiamento deste projeto;

Agradeco aos colegas do LPBM e LACEI — CPgGM / FIOCRUZ, pela profunda
ajuda, mesmo que “silenciosa” e as vezes canalizada simplesmente como amizades,
especialmente aos colegas Gustavo Silva dos Santos, Alekhine Amorim e Antdnio

Carlos, Sidelcina Rugieri, Kathleen Ribeiro.

Aos velhos, novos amigos e ausentes que contribuiram ou ndo para 0 meu
desenvolvimento de uma forma geral. A todos os seres vivos, em especial aos insetos,
copréfagos cursores de folhico ou ndo, hematéfagos ou ndo, aos quais pretendo

desprender boa parte de minha atencgéo cientifica, pelo equilibrio da Terra.

Ao meu padrasto Joeci Barreto, a quem devo minha “disciplina” nos estudos,
garantida através de listas semanais de exercicios, elaborada pelo mesmo, em todas

as areas.

N&o poderia deixar de agradecer aos meus tios César e Céatia pela pacifica

companhia, nos ultimos anos e aos quais também dedico esta pesquisa.

A minha familia, por servir como porto seguro, onde pude ancorar e esclarecer
minhas duvidas, especialmente a minha “segunda” mae, Sra. Maria das Candeias pelo

constante incentivo, elogios e puxdes de orelha ocasionalmente.

A Deus, pela OPORTUNIDADE!



“ALTERACOES AMBIENTAIS E RISCO DE RE-EMERGENCIA DA DOENCA DE CHAGAS EM
SALVADOR-BA - UMA ABORDAGEM DA ECOLOGIA VETORJAL E EPIDEMIOLOGICA.™

GILMAR JOSE DA SILVA RIBEIRO JUNIOR

FOLHA DE APROVACAO

COMISSAO EXAMINADORA

“drvalho Bastos ) DY, José Carlos Miranda
Pesquisador Associado
CPqGM/FIOCRUZ

Dr. Claudiifpn José
Médi

O s

Dr® Maria Feinanda Rios Grassi
Pesquisador Titular
CPqGM/FIOCRUZ




...nist credideritis, non intelligents...
(se ndo acredita, ndo entenderd)




RIBEIRO JR, Gilmar. Alteragbes Ambientais e Risco de Re-emergéncia da
doenca de Chagas em Salvador — BA: Uma abordagem da ecologia
vetorial e epidemioldgica. 50f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagéo
Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, BA. 2011.

RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, cujos principais
vetores sdo hemipteros hematéfagos conhecidos por “barbeiros”, constitui um
grande problema de salde publica afetando milhares de pessoas no Brasil. Na
década de 1970, em pesquisas e servi¢o, na cidade do Salvador, BA, Brasil,
foram capturados diversos triatomineos, inclusive contaminados por T. cruzi,
caracterizando assim o encontro destes animais como sendo um problema de
longa data, no entanto, a problematica dos anos 70 foi controlada por se
tratarem de espécies domiciliares, a exemplo do Panstrongylus megistus.
Atualmente, observamos o crescente encontro do Triatoma tibiamaculata em
residéncias proximas a remanescentes florestais da cidade do Salvador. Desde
2007, foram capturados no ambiente domiciliar mais de 900 exemplares
do Triatoma tibiamaculata, até agora com uma taxa média de infeccdo de
aproximadamente 50%, quando analisadas as fezes a fresco. O padréo de
encontro destes triatomineos no ambiente peri e intadomiciliar indica que existe
o risco de peridomiciliacdo da espécie em alguns locais. Este fato pode estar
sendo influenciado pela antropizacéo e destruicdo dos fragmentos de mata da
regido os quais constituem seu refagio natural. Tipagens moleculares das
cepas de T. cruzi isoladas dos triatomineos demonstraram que existem mais
que um tipo circulante, inclusive com co-infeccdo de cepas no mesmo
triatomineo (T. cruzi 1I=47%; T. cruzi 11=39%, infeccdo multipla=14%; N=212).
Através de técnicas moleculares foram em 212 amostras, identificamos as
fontes alimentares deste triatomineo, tendo sido demosntrado que o alimento
preferencial dentre os insetos testados foram aves (45%), marsupial (35%),
ruminantes (5%) e roedores (5%); O Odds Ratio (OR) dos triatomineos que
estavam alimentados com sangue de marsupial e que se apresentarem
infectados foi de OR=1.95 (IC=1.22-3.11). Para aqueles alimentados com
sangue de aves foi observado um efeito protetor contra a infeccdo, OR=0.43
(1C=0.30-0.73). Apesar dos resultados preliminares apontarem para o status de
espécie silvestre em processo de peridomiciliacdo e ndo alimentacdo com
sangue humano, a simples ocorréncia de triatomineos infectados no domicilio
humano levanta a hipétese de risco de transmissdo do mal de Chagas na
cidade de Salvador por esta espécie.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, whose main vectors are
haematophagous bugs known as "kissing bugs", is a public health problem
affecting millions of people on South America. In the 1970s, during researches
and public services in Salvador city, Bahia, Brazil, several triatomines were
captured, including infected by T. cruzi, thus characterizing the encounter of
these animals as a longstanding problem, however, the problem of the 70’s
were controlled for being intradomiciliar species of triatomines, such as the
Panstrongylus megistus. Currently, we observe the increasing numbers of
Triatoma tibiamaculata encounters inside homes near to the forest remnants
inside Salvador city. Since 2007, inside the home environment were captured
more than 900 specimens of Triatoma tibiamaculata so far, with an average
infection rate of approximately 50% when analyzed only the fresh feces. The
pattern of these triatomines on the peri and intadomiciliar environment indicates
that there is a risk of peridomiciliacdo species in some locations. This fact can
be influenced by human disturbance and destruction of forest fragments in the
region which constitutes his natural refuge. Molecular typing of strains of T.
cruzi isolated from triatomines showed that there are more than one strain
circulating, including co-infection with strains of the same triatomine (T. cruzi | =
47%; T. cruzi Il = 39%, multiple infections = 14%, N = 212) . Through molecular
techniques were tested 212 samples to identify triatomine food sources,
showing the follow results: birds (45%), marsupial (35%), ruminants (5%) and
rodents (5%). The odds ratio (OR) of the insects that fed on marsupial blood
and were infected was OR = 1.95 (Cl = 1:22 to 3:11). For those who fed on
birds blood we observed a protective effect against infection, OR = 0.43 (ClI =
0.30-0.73). All the results points to the status of wild species in the process of
peridomiciliacdo and not feed on human blood, but the mere occurrence of
infected bugs in human dwellings hypothesizes risk of transmission of Chagas
disease in the city of Salvador by this species.
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1. INTRODUCAO

A transicdo demogréfica da populacdo do campo para os grandes centros
urbanos acentuou o processo de favelizacdo nas grandes metropoles, com
ocupacdes desordenadas, incluindo as areas de remanescentes de mata, parques
ou areas de protecdo ambiental. Estes fatores, associados as condi¢Bes sanitérias
insuficientes, pouca oportunidade para educacédo, contribuem para emergéncia e re-
emergéncia de doencas parasitarias, dentre elas a doenca de chagas humana
(DCH) (PONDE, 1946; DIAS; SCHOFIELD, 1999; DIAS-LIMA, A. G.; SHERLOCK, I.
A., 2000; WHO, 2000; SVS-MS, 2006).

Recentemente, e especialmente por conta do grande crescimento imobiliario
da cidade de Salvador, temos observado uma forte e crescente pressao antropica
sobre os remanescentes de mata existentes na cidade. Isso aproxima a populacéo
destas areas aos transmissores de doencas que nelas vivem. Este fato tem sido
documentado e os relatos do encontro de triatomineos em ocupacdes urbanas néao
param de crescer (DIAS-LIMA et al., 1997; DIAS-LIMA, A. G.; SHERLOCK, I., 2000).
Esta situacdo € preocupante, pois a ocorréncia de triatomineos silvestres infectados
em residéncias pode contribuir para ocorréncia de surtos de infec¢do oral da doenca
de chagas (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; DIAS et al., 2008; ROQUE et al., 2008).

Vérios estudos demonstraram que a degradacdo ambiental causa a extincdo
das fontes alimentares naturais dos vetores da DCH e forcam o seu processo de
domiciliacdo aproximando os vetores da populacdo humana e contribuindo para a
transmissdo da DCH (FORATTINI et al., 1977; 1978; SILVEIRA et al., 1984;
NASCIMENTO et al., 1997; PIRES et al., 1999; DIAS-LIMA, A. G.; SHERLOCK, I. A,
2000).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico da doenca de chagas

A Tripanossomiase Americana, mais conhecida como DCH foi descoberta por
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, em 1909, na cidade de Lassance, situada na
regido norte do Estado de Minas Gerais. Em Lassance, Carlos Chagas coletou
alguns insetos chamados “barbeiros” que estavam se alimentando de pessoas que
viviam em condi¢cdes precarias de habitacdo, mandando em seguida alguns
exemplares para Oswaldo Cruz, que realizou exames e isolou o parasita. Em 14 de
abril de 1909, Carlos Chagas descobriu em uma crianca de dois anos de idade
chamada Berenice os mesmos protozoarios que havia descoberto anteriormente nos
triatomineos e em outros animais. Em seguida, discorreu sobre o agente etiolégico
da tripanossomiase americana, sua biologia no hospedeiro vertebrado e
invertebrado, seus reservatorios e diversos aspectos da patogenia e sintomatologia
da doenca (CHAGAS, 1916).

2.2. Epidemiologia

A infeccdo por T. cruzi ocorre desde o extremo sul dos Estados Unidos, se
estendendo por toda a América Central e do Sul (WHO, 2000). Estima-se que 18
milhdes de pessoas estdo infectadas por este parasita e que 40 milhdes de
individuos estdo expostos ao risco de adquirir infeccdo em pelo menos 15 paises.
Em 2000, ocorreram 21 mil mortes por doenca de chagas e 200 mil novos casos. No
Brasil, estima-se existir aproximadamente 6.340 milhdes de chagésicos com
incidéncia de 7 mil individuos s6 em 1996 (WHO, 2000; HOTEZ et al., 2012).

A média de idade da ocorréncia de infeccédo nas areas de intensa transmissao
€ aos quatro anos e 85% dessas infecgbes ocorrem em criancas menores de dez
anos (COURA, 2007). Recentemente tem sido observada uma acentuada reducao
da doenca de chagas chegando a cerca de 96% so6 no Brasil, entre criancas com 7 a
14 anos (DIAS; SCHOFIELD, 1999). Por outro lado, em varios municipios, a

transmissdo da doenca de chagas esta em pleno curso e ha necessidade de



14

estudos para avaliar a prevaléncia e incidéncia atuais nestes locais e para
implementacéo de estratégias mais eficazes de combate (MARTINEZ-IBARRA et al.,
2011; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

O Trypanosoma cruzi € transmitido por varias espécies de insetos
triatomineos hemato6fagos. Dentre as espécies de insetos-vetores transmissores da
DCH no Brasil, podemos citar principalmente as seguintes: Triatoma infestans Klug,
1834, Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma sordida Stal, 1859,
Triatoma brasiliensis (Neiva,1911) e Triatoma pseudomaculata Corréa & Espinola,
1964 (SHERLOCK; GUITTON, 1974). Nos primeiros estudos realizados em &reas
endémicas na regido de Minas Gerais e Bahia, observou-se que os triatomineos
viviam em florestas e de la saiam para ocupar as casas de pau-a-pique, sem reboco
e peridomicilio (PONDE, 1946).

Os insetos tornam-se infectados através do repasto sanguineo em animais
mamiferos e ou humanos previamente infectados com formas tripomastigotas
circulantes (DIAS, 1993). Esses parasito, quando ingeridos, diferenciam-se para a
forma epimastigota. Sob esta forma, aderem-se nas membranas peri-microvilares do
intestino médio posterior (“midgut”’) e entdo se multiplicam no trato digestério do
triatomineo. Com o avancar da infeccdo os protozodarios que alcancam as paredes
da ampola retal diferenciam-se para as formas tripomastigota metaciclica,
infectantes para o hospedeiro vertebrado sendo eliminado pelas fezes e/ou urina
qgquando o triatomineo suga o sangue do vertebrado. No homem e nos outros
vertebrados apresenta-se no sangue periférico sob a forma de tripomastigota e nas
células dos tecidos sob a forma amastigota (DIAS, 1993).

A forma mais prevalente de transmissdo da doenca de chagas foi a vetorial,
neste tipo de transmissdo, um triatomineo infectado, ao realizar repasto sanguineo,
evacua fezes infectadas pelo T. cruzi que ao penetrar na corrente sanguinea do
individuo caracteriza a infeccdo. Entretanto, outras vias de transmissdo sao
importantes, como a via transfusional, que até a década de 90 do século 20 os
individuos se infectavam com sangue contaminado pelo T. cruzi, antes da triagem
sorologica dos doadores (DIAS; SCHOFIELD, 1999). Atualmente, o maior risco da
transmissdo da doenca de chagas estd associado ao consumo de alimentos

contaminados, como consequéncia da invasdo de vetores peridomiciliares no


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Johann_Christoph_Friedrich_Klug&action=edit&redlink=1
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intradomicilio, levando consigo o risco da transmisséo oral a exemplo do surto oral
de Santa Catarina (STEINDEL et al., 2008).

A prevaléncia de doadores de sangue com DCH no Brasil, tomando como
ano-base 1978, foi de 3.1% e de acordo com os dados do Inquérito Nacional
Sorologico, diminuiu para 0.9%, em 1995 (DIAS; SCHOFIELD, 1999). Dados
recentes demonstraram que a prevaléncia em doadores da rede publica de
hemoderivados, no Brasil, das diferentes regides geograficas do Brasil foi de 0.75%
6.036 casos para 804.923 doadores (DIAS; SCHOFIELD, 1998). A prevaléncia de T.
cruzi em bancos de sangue varia de 0,06%-0,49% nos EUA, 5,3% no Paraguai e
maior que 5% na Bolivia (DIAS; SCHOFIELD, 1998). Vale ressaltar o aumento do
namero de pessoas com infeccdo crbnica pelo T. cruzi nos ultimos anos nos EUA,
devido ao alto indice de imigrantes de paises do cone sul para este pais (WHO,
2000).

2.3. Manifestacgdes clinicas e Parasitol6gicas

A doenca de chagas humana (DCH) apresenta duas fases: aguda e crénica
(WHO, 2000), de maneira sucinta, pode-se observar 0os seguintes padrdes para cada

uma destas fases:

Fase Aguda

Tem inicio apds a infec¢éo pelo T. cruzi. Nesta fase existem manifestacfes de
doenca febril, que podem persistir por até 12 semanas (SVS-MS, 2006). Nesta fase,
0S sinais e 0s sintomas podem desaparecer espontaneamente e evoluir para uma
fase crénica ou progredir para formas agudas graves que podem levar ao 6bito
(CHAGAS, 1916). Predomina o parasito circulante na corrente sanguinea sendo,
muitas vezes, com quantidade expressiva de parasitos em circulagdo (PINTO et al.,
2008).
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Fase Crbnica

Neste estagio existem poucos parasitas circulantes no sangue. Inicialmente é

assintomatica e sem sinais de comprometimento do coracdo e ou do sistema

digestério. Pode apresentar-se como uma das seguintes formas:

Forma indeterminada

O paciente se apresenta geralmente com um quadro geral assintomético e
sem comprometimento do aparelho circulatério (clinica, radiografia de térax e
eletrocardiograma normais) e do aparelho digestério (avaliacdo clinica e
radiolégica normais de esbdfago e colon) (SVS-MS, 2006). A clinica deste
paciente podera continuar desta forma por toda sua vida ou tardiamente,

evoluir para a forma cardiaca ou digestiva.

Forma cardiaca

Em geral o coracdo apresenta-se aumentado de tamanho e peso, com
dilatacdo das cavidades cardiacas, podendo apresentar aneurisma apical. A
dilatacdo ocorre em consequéncia da destruicdo das fibras cardiacas e
substituicdo por tecido fibroso. O acometimento cardiaco frequentemente
evolui para quadros de insuficiéncia cardiaca congestiva e miocardiopatia
dilatada. Este tipo de quadro ocorre em média de 30% dos casos cronicos
relatados (SVS-MS, 2006) e é a maior responsavel pela morbidade e
mortalidade na doenca de chagas (BOCCHI et al., 2009).

Forma digestiva

E caracterizado pelo acometimento do aparelho digestivo sob a forma de
megacoélon ou megaesbfago. Observado em cerca de 10% dos casos
cronicos da doenca de chagas (SVS-MS, 2006).

2.4. Histérico de encontro de triatomineos e o risco atual de transmissdo da

doenca de chagas na Bahia e em Salvador.
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A Bahia possui em um dos seus primeiros registros sobre triatomineos as
pesquisas realizadas por Piraja da Silva, por meados de 1911, quando o
pesquisador seguindo o exemplo e as pesquisas de Carlos Chagas, identifica
triatomineos (Conorhinus megistus = Panstrongylus megistus) provenientes da
cidade de Mata de S&o Jodo, a 68 Km da cidade de Salvador. Apds a confirmacao
da identificacdo dos insetos por Oswaldo Cruz, ainda no mesmo ano, Piraja da Silva
descreveu ainda ocorréncia de triatomineos nas cidades de Feira de Santana,
Candeias, Sao Francisco do Conde, e na cidade de Salvador, provenientes do Asilo
Sao Jodo de Deus, na época localizado no Solar Bela Vista, no Bairro de Engenho
Velho de Brotas, locais onde em anos seguintes, descreve o T. cruzi infectando
estes triatomineos (FALCAO, 2008).

Passados quase 40 anos depois, a DCH, agora melhor conhecida por
pesquisadores da regido, se revelou como um sério problema de saude publica,
qguando foi descrito que numero elevado de triatomineos infectados por T. cruzi
foram capturados simultaneamente ao registro de casos autoctones da cardiopatia
chagésica na cidade do Salvador, no bairro de Engenho Velho de Brotas (PONDE,
1946). Duas espécies de triatomineos, Panstrongylus megistus Burn, 1835 e
Triatoma rubrofasciata De Geer, 1773, foram encontradas naturalmente infectadas
pelo T. cruzi, no centro histérico da cidade, sendo associadas aos casos humanos.
O ultimo hemiptero mencionado inclusive se encontrava infectado pelo
Trypanosoma conorhini Donovan, 1909, parasita dos ratos domésticos
(GONCALVES, 1912; COSTA, 1955). O que motivou o médico Octavio Mangabeira
Filho a coordenar junto com outros pesquisadores (COSTA, 1955) uma campanha
de combate a esses vetores com inseticidas. Foi contatado, em seguida, uma
acentuada reducdo nas populacdes de triatomineos nesses locais (LEAL et al.,
1965). Entretanto, persistiram alguns focos infestados por P. megistus responsavel
pela infeccdo de vérias familias residentes nos bairros de Acupe de Brotas e
Federacéao (SILVA, 1966).

No inicio da década de 1970, em um dos ultimos trabalhos realizados na
cidade de Salvador, foram examinados mais de 600 exemplares de P. megistus e T.
rubrofasciata, dentre os quais, 16% (96 insetos) estavam infectados pelo T. cruzi
(SHERLOCK; GUITTON, 1974). Nas ultimas décadas, o Triatoma tibiamaculata,

espécie silvestre e que tem como habitat natural os ninhos de marsupiais e roedores
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(SHERLOCK; GUITTON, 1974), vem sendo considerada como uma espécie em
processo de domiciliagdo na cidade do Salvador. (SHERLOCK; GUITTON, 1974,
BARRETT, 1980).

Apés 100 anos da descricdo da tripanossomiase americana por Carlos
Chagas e dos trabalhos de Piraja da Silva na Bahia, os relatos de triatomineos
infectados em Salvador ainda néo cessaram.

Atualmente um grande numero de pessoas reside nas circunvizinhancas ou
em invasdes de areas onde triatomineos silvestres estdo presentes; por exemplo,
nas vizinhancas da Avenida Paralela, principalmente na é&rea do Parque
Metropolitano de Pituagu, onde esta ocorrendo uma crescente urbanizacdo, com a
presenca de empreendimentos habitacionais com luxuosas mansfes ao lado de
invasdes com moradias precarias que adentram nos ecotopos naturais, aproximando
assim os habitantes dos vetores silvestres do T. cruzi.

A destruicdo desses ecossistemas em estagio secundario (e muitas vezes
primario) de sucessédo ecoldgica tem causado a escassez e o0 desaparecimento das
fontes sanguineas naturais dos triatomineos silvestres (DIAS-LIMA, A. G,
SHERLOCK, [., 2000), forcando esses insetos a buscar alimentacdo no peri e
intradomicilio, com a invasédo das habitagdes humanas ou de seu peridomicilio por
esses vetores em busca de alimentacdo sanguinea expondo a populacdo humana
ao risco de contrair a DCH. (DIAS; DIAS, 1979).

Alguns estudos sobre os vetores e reservatorios foram realizados por
pesquisadores em diversas localidades do interior da Bahia. Porém, na capital
baiana, os poucos estudos sobre os aspectos epidemiologicos e dos transmissores
s6 foram feitos antes da década de 1980, quando ainda ndo se empregavam as
técnicas e abordagens biomoleculares atuais (SHERLOCK et al., 1987).

A pela presenca dos vetores da doenca de chagas na cidade de Salvador,
requer atencdo do sistema de vigilancia em salde para se evitar possiveis surtos de

transmissao oral ou vetorial da doenca de chagas nesta capital.
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3. JUSTIFICATIVA

A captura de barbeiros por moradores de condominios e por servidores do
centro de controle de zoonoses de Salvador, alguns dos quais infectados pelo T.
cruzi aponta para a necessidade de realizar pesquisas que possam determinar a
distribuicdo, prevaléncia de infecgao dos barbeiros e os fatores de risco associados.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a possibilidade de risco de transmissdo da doenca de chagas na
cidade de Salvador.

4.2. Objetivos Especificos

1. Identificar as espécies de vetores da doenca de chagas em remanescentes
de Mata Atlantica na cidade de Salvador;

2. Verificar a taxa de infec¢édo de vetores para o Trypanosoma cruzi;

3. Caracterizar as cepas de T. cruzi isoladas dos triatomineos

4. Georeferenciar os possiveis locais de ocorréncia do ciclo silvestre do T. cruzi
na cidade de Salvador;

5. Detectar eventuais processos de domiciliacdo de espécies silvestres,
avaliando o risco de infeccéo aos habitantes das areas observadas;

6. Avaliar a preferéncia alimentar do Triatoma tibiamaculata capturados na
cidade de Salvador;

7. Observar aspectos eco epidemioldgicos de triatomineos e suas interacdes

com os hospedeiros no ecotopo silvestre.
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5. METODOLOGIA

5.1. Area de Estudo

Este estudo foi desenvolvido em areas da zona urbana da cidade de Salvador
onde foram capturados triatomineos em ocupac¢fes humanas ou proximo destas,
vizinhas aos remanescentes florestais da cidade de Salvador, especialmente
naquelas que vém passando por pressao antropica e ou urbanizacdo desordenada e
gue temos registro do encontro de barbeiros infectados entre os meses de Julho de
2007 a Dezembro de 2011.

BRAZIL

SALVADOR

0 180 360 720 1.080  1.440
-— Kilometers

Figura 1 - Imagem de Salvador Demonstrando Importantes Remanescentes de Mata (19°BC — 19° Batalhdo de
Cacadores; PMP — Parque Metropolitano de Pituagu; Alphaville® — Complexo Residencial Alphaville®; ZOO —
Jardim Z60-Botanico;). Fonte: Google Earth®, 2006.

Do ponto de vista térmico, a regido do Salvador (Figura 1) apresenta
temperaturas médias mensais sempre superiores a 22°C, tendo média térmica anual

em torno de 25 °C. O clima da regiao € do tipo tropical quente e imido sem estacao
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seca pronunciada, e de acordo com a classificagcdo de Kopper o clima é do tipo Af
(INMET, 2010).

5.2. Coleta de Dados e Amostras

Foram incluidas neste estudo triatomineos provenientes de diversas
localidades da cidade de Salvador entre 2007 e 2011, perfazendo um total de 4 anos
e 5 meses de estudo. As amostras de triatomineos estudadas foram obtidas
segundo o fluxo definido pelo Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria
Municipal de Saude de Salvador. Todos os insetos existentes nos PITs (Pontos de
Informacao de Triatomineo) da cidade de Salvador seguiam o fluxo de informacéo

da Figura 2, abaixo.

Congelamento

2 -70°C

LPEM

Informatizacdo dos dados
Georeferenciamentodas amostras

Comunidade
Extracdo e purificacdo de DNA

Inseto suspeito
Deteccio e Tipagem molecular

PITs / CCZ
Preferéncia alimentar dos vetores

Laudo Insetario 1 Analize dos dados
CPgGM

I
v v

—| Dutminseto‘ | Triatomineo |

v

Identificagdo
Dissec¢do
Exame microscopico

Figura 2 - Fluxograma de obtencao dos triatomineos encontrados em Salvador entre os anos de 2007-2011.
Fiocruz-BA/LPBM.

Seguindo o programa proposto pelo Ministério da Saude para o combate aos
vetores da DCH, foram instalados Postos de Informacfes de Triatomineos (PITs),

nos diversos distritos sanitarios de Salvador. Estes locais servem para que a
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populacdo deixe quaisquer insetos suspeitos de ser triatomineos para exame no
orgao responséavel na cidade ou estado. A Fiocruz/CPgGM identificada como o local
responsavel pela realizacdo dos exames para deteccdo do T. cruzi das amostras
obtidas.

Cada uma das amostras obtidas tinham as informacdes do local de coleta,
coletor e quaisquer informagbes posteriores informatizadas em registros
individualizados em banco de dados Access 2010°, extensdo .mdb — Microsoft Office
2010® em formulario criado através do préprio software e para posterior anélise.
Apos a informatizacdo dos dados, cada triatomineo foi individualizados em placas de
Petri plasticas de 10x10cm com papel filtro qualitativo ao fundo e etiquetados. As
analises ocorriam semanalmente as quartas-feiras e sextas-feiras a fim de evitar que

0s triatomineos que chegassem vivos viessem a morrer.

5.3. Georeferenciamento das Amostras

Utilizamos o sistema de informacao geogréfica (SIG) do software ArcView®
3.2 e 9.1 (ESRI, 1999) para a visualizacdo e determinacdo de quaisquer padrbes
dos locais de ocorréncia dos triatomineos (ESRI, 1999).

Para tornar exequivel a automatizacdo do geoprocessamento das amostras
coletadas no Alphaville, foi associado previamente ao banco de dados um arquivo
.shp (shape) de cada um dos lotes dos condominios de casas do Alphaville, bem
como de cada um dos prédios existentes e assim tomado o centroide de cada um
dos lotes obtendo-se assim uma lista de coordenadas geogréficas referentes a cada
um dos lotes ou prédios do Alphaville. Estes dados foram associados ao banco de
dados Access 2010° para realizar o georeferenciamento automatizado das
amostras.

Nas outras localidades da cidade, a acéo foi realizada de forma semelhante,
com o auxilio de um arquivo .shp de linhas gerado pela ETC® correios e telégrafos
contendo todas as ruas da cidade de Salvador. Com estes dados, virtualmente
localizamos o ponto médio de cada uma das ruas em cada um dos bairros numa
lista que também foi associada ao banco de dados das amostras. Para conseguir

uma precisdo ainda maior, nestas amostras retornamos fisicamente ao ponto gerado
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pelo banco de dados e com o uso das outras informacdes digitadas no banco de

dados as residéncias foram georeferenciadas com ajuda de GPS in situ.

5.4. Exame macroscopico e microscopio dos triatomineos

Os triatomineos foram analisados quanto ao sexo e forma evolutiva, em
adultos e ninfas de 1° a 5° estadio e identificados seguindo-se a chave taxondémica
existente no livro de triatomineos (DIOTAIUTI et al., 2008). Posteriormente, 0s
triatomineos com estrutura integra foram submetidos a secagem e depdsito do
exemplar na colecdo entomoldgica Dr. italo Sherlock, do Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz — FIOCRUZ/BA.

Nos triatomineos passiveis de analise do conteudo intestinal foi realizada a
disseccdo abdominal individual e a coleta de fezes e de todo o seu contetdo
intestinal. Este material foi re-suspenso PBS (Phosphate Buffer Saline) e
acondicionado em tubo de microcentrifuga com capacidade de 1,5mL autoclavados.
Neste ponto, foi retirada uma gota dessa solucdo para o exame microscopico direto
e o volume do tubo foi ajustado para 500uL para posterior congelamento em freezer
a temperatura de -70°C até o momento da extracdo de DNA. Para o exame
microscoépico a fresco 20 pL deste material foi colocado entre [amina e laminula para
pesquisa de formas evolutivas do T. cruzi em 50 campos microscépicos. Laminas
positivas foram fixadas em etanol absoluto, coradas pelo método Giemsa,
identificadas e mantidas como referéncia. Os triatomineos foram considerados

infectados ao se observarem formas evolutivas do T. cruzi.

5.5. Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase

Para realizar o processo de deteccéo e tipagem molecular do T. cruzi, bem
como para o processo de deteccdo das preferéncias alimentares dos triatomineos
utilizados neste estudo, foi realizado o isolamento do DNA utilizando-se o kit
comercial DNAZol® (Invitrogen, CA, EUA) com modificacdes. Em cada tubo

contendo o produto da dissec¢do do intestino dos triatomineos foram adicionados
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500pl do reagente DNAzol®. O homogeneizado foi centrifugado por 10min. a 12.000
RPM a 4°C para sedimentacdo dos debris celulares. A fase sobrenadante viscosa foi
transferida para um tubo novo contendo 500ul de alcool P.A. A amostra foi misturada
por inversdo normal do tubo por alguns segundos e foi mantida no gelo por 5
minutos. O DNA foi precipitado do lisado/homogeneizado por centrifugacao por 10’
/12.000RPM/4°C. O sobrenadante foi removido do tubo por inversdo, tomando-se
cuidado para ndo perder o precipitado (pellet); o qual foi lavado pelo menos duas
vezes com 1ml de etanol a 75%. Durante a lavagem, o precipitado foi suspenso por
inversao do tubo algumas vezes. Finalmente, a amostra foi centrifugada por 10min.
a 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadante alcodlico foi removido por inversédo do tubo e o
precipitado contendo o DNA foi redissolvido em 70uL de NaOH 8mM. A
concentracdo final do DNA de cada amostra foi quantificada no espectrofotbmetro
Nanodrop-1000® (Nanodrop, CA, EUA) e a concentracdo de DNA ajustada para
cerca de 100ng/ pul e mantidas a -20°C até a realizacdo das amplificacdes de DNA-
alvo através da PCR. O volume final da reacdo de PCR foi de 25 pl contendo cerca
de 100 ng/ul do DNA, 0,5 mM de cada Primer, 0,2 mM de dNTPs, 1X do tamp&o da
enzima, 5,0 % de DMSO, 1-1.5 mM de MgCl;, e 1U de enzima Taq DNA polimerase
(Platinium Tag, Invitrogen, CA, EUA).

5.6. Deteccéao e tipagem molecular

Foram realizadas as PCRs multiplex de acordo com o proposto por Souto
(SOUTO et al.,, 1996) com primers especificos capazes de detectar e tipar
molecularmente os isolados de T. cruzi utilizando-se como alvo os genes de mini-
exons (mini-exon gene intergenic spacer). A tipagem molecular do T. cruzi como
cepas de T. cruzi | e T. cruzi Il, foi realizada como proposto pelo consenso em
doenca de chagas (SVS-MS, 2006).
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5.7. Avaliagcdo da preferéncia alimentar dos triatomineos

Para avaliar a preferéncia alimentar dos triatomineos capturados foram
utilizados primers especificos capazes de identificar uma espécie ou um taxon. Para
tanto, realizamos buscas de primers em outras publicacbes e desenho de novos
primers, bem como a coleta de amostras de tecido em diversos animais que
serviriam de controle de validacdo. Para o desenvolvimento dos novos primers,
utilizamos das informagdes do comprimento total e parcial das sequéncias de DNA
gendmico e mitocondrial para as espécies de animais a serem avaliadas presentes
no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os
primers foram desenvolvidos com a ajuda do site
http://www.cbs.dtu.dk/services/DNAarray/probewiz.php e de acordo com o proposto
por (NIELSEN; KNUDSEN, 2002) e obtidos a partir de outras publicacbes (WALKER
et al., 2003; WALKER et al., 2004).

Posteriormente, para todos os primers utilizados na avaliacdo da preferéncia
alimentar dos triatomineos, foi realizada padronizacdo das condi¢cdes de PCR e

validacéo individual de cada um deles.

5.8. Eletroforese e fotografia

Para a realizacdo da eletroforese foi utilizado 5-10ul do produto de
amplificacdo do PCR, correndo em gel de agarose a concentracédo 1,5% nas PCRs
simples e 3% nas PCR multiplex, corados com brometo de etidio, visualizado sob luz
ultra violeta e fotografado em fotodocumentador MultiDoc-It™ (UVP, Imaging
Systems — EUA). Marcadores de pares de base com 100bp (Invitrogen, EUA) foi

aplicado como referéncia de tamanho das bandas.


http://www.cbs.dtu.dk/services/DNAarray/probewiz.php
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5.9. Analise dos resultados

Foram realizadas analises descritivas através do pacote estatistico Epi Info
2000, V.3.5.4 (CDC, Atlanta, GE, EUA). Intervalos de confianca de 95% das
estatisticas foram calculados utilizando-se o algoritmo Mid-p. Para as comparacdes
entre proporcdes foi utilizado o teste de %* ou o teste exato de Fisher. O teste
ANOVA ou o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foram utilizados para
comparagdes entre médias conforme normalidade e varidncia dos dados. Em todos

os testes foi adotado o nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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6. RESULTADOS

Foram analisados dados referentes ao encontro de triatomineos na cidade do
Salvador correspondente ao periodo entre Julho de 2007 a Dezembro de 2011.
Durante este periodo foram registradas 930 notificacdes (TABELA 1) de triatomineos
na cidade, em sua totalidade em &reas proximas aos remanescentes urbanos de
Mata Atlantica, sejam eles em estado primario de conservagdo ou até mesmo em
estagio de recente acdo antropica. Dentre os triatomineos notificados, a grande
maioria, 99,35% (n=924) se tratava da espécie Triatoma tibiamaculata e os demais,

0,65% (n=6) foram da espécie Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811).

Tabela 1 - Ocorréncia de triatomineos da cidade de Salvador-BA entre Julho de 2007 a Julho de 2011

estratificado por ano de coleta e estadio evolutivo.

2007* 2008 2009 2010 2011 Total

Adulto 102 160 172 126 73 633
Ninfa 5° Estadio 12 42 18 7 1 80
Ninfa 4° Estadio 8 19 25 9 4 65
Ninfa 3° Estadio 19 34 13 24 8 98
Ninfa 2° Estadio 17 10 8 1 3 39
Ninfa 1° Estadio 8 4 1 1 1 15
Total 166 269 237 168 90 930

*A partir de Julho

Ao desconsiderar os dados referentes a espécie P. geniculatus, que
representou uma fracéo infima da amostragem (0,65%), para apenas a espécie mais
prevalente, foi observado o0 padrdo do encontro destes triatomineos
predominantemente no ambiente peridomiciliar, conforme demonstrado na FIGURA
03.
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Figura 3 - NotificagBes de ocorréncia de triatomineos da cidade de Salvador-BA entre Julho de 2007 a Julho de

2011 estratificado por ambiente de notificagdo.

Ao estratificarmos estes dados pelo estadio evolutivo dos triatomineos e
ambiente de coleta (FIGURA 04) observa-se que no ambiente intradomiciliar ocorreu
apenas registro de formas adultas, com raros encontros de ninfas (n=2), enquanto
nos ambientes peri e extradomiciliar, observa-se a ocorréncia de todos os estadios
evolutivos com predominancia maior, entre estes dois ultimos ambientes, dos

adultos no peridomicilio.
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Figura 4 - Notificacdes de ocorréncia de triatomineos da cidade de Salvador entre Julho de 2007 a Julho de 2011

estratificado por ambiente de notificagdo e estadio evolutivo.
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Ao analisarmos o padrdo de encontro dos triatomineos ao longo dos
diferentes meses (Figura 05) verificamos que os meses onde se observou maior
ocorréncia foram os referentes aos meses mais quentes conforme se observa nas
imagens geradas pelo Instituto Nacional de Metrologia — INMET (Figuras 06) para a
cidade de Salvador-BA.
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Figura 5 - Notifica¢Bes de ocorréncia de triatomineos da cidade de Salvador entre Julho de 2007 a Julho de 2011
estratificados pelo més de coleta, apresentando valores de Maxima (MAX), média (MED) e minima (MIN).
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Figura 6 — Figura contendo médias de temperaturas da cidade de Salvador-BA entre os anos de 1961-1990 ao

longo dos meses do ano. Fonte INMET.
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Ao georeferenciar os locais de encontro dos triatomineos a partir das
informacdes obtidas nos laudos de notificagdo de triatomineos dos PITs obteve-se
éxito em 877 (94,30%) dos 930 registros estudados. Observou-se uma dispersao de
ocorréncias apenas nos bairros onde ainda existem remanescentes de Mata
Atlantica, sejam eles priméarios ou em estdgio secundario de regeneracdo conforme

observado na Figura 7 e Tabela 2.

Google earth

Altitude do ponto de visdo 33 98'km

Figura 7 - Imagem gerada através do Google Earth demonstrando os locais de ocorréncia de triatomineos na
cidade de Salvador entre Junho de 2007 a junho de 2011 e a associagao destes encontros e 0s remanescentes
florestais da cidade. Fonte: Google Earth
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Figura 8 - Geoprocessamento grafico das notificacdes de triatomineos da cidade de Salvador entre Julho de
2007 a Julho de 2011 demonstrando o numero de notificagbes em cada lote do local de maior ocorréncia.
Fiocruz-BA/LPBM.

Tabela 2 - Bairros com denuncia de triatomineos na cidade de Salvador entre Junho de 2007 e Junho de 2011.

BAIRRO Total %

CANABRAVA 2 0,23%
CENTRO ADMINISTRATIVO DA BAHIA 1 0,11%
FAZENDA CASSANGE 1 0,11%
FAZENDA GRANDE | 2 0,23%
FAZENDA GRANDE | 4 0,46%
FAZENDA GRANDE IV 1 0,11%
IMBUI 1 0,11%
ITAPUA 1 0,11%
MUSSRUNGA II 3 0,34%
PALESTINA 1 0,11%
PATAMARES 848 96,69%
PIATA 1 0,11%
PITUACU 1 0,11%
SAO CRISTOVAO 1 0,11%
SAO MARCOS 1 0,11%
VALE DOS LAGOS/MATADOS OITIS 8 0,91%

TOTAL GERAL 930 100,00%
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Visualizamos que a grande maioria dos triatomineos foi proveniente de
apenas um local, o Condominio Residencial Alphaville, localizado no bairro de
Patamares (FIGURA 8).

Ao geoprocessar os locais de encontro dos triatomineos com a sua condi¢ao
de estar ou ndo passivel a analise de compressdo abdominal observou-se que
praticamente todos os triatomineos analisados foram provenientes do bairro de
Patamares, especificamente de um condominio. Tal fato reforca a hipétese de um
viés de ocorréncia (amostragem) destes triatomineos (FIGURA 8 e 9) uma vez que a
populacdo local tem maior nivel sécio econémico e cultural e estar mais consciente

ao problema das ocorréncia dos triatomineos.

Legend
ANALYSIS CONDITIONS
{Q Unable to analyze

@ Analyzed

0 1.240 2.480

Figura 9 - Geoprocessamento das notificagdes de triatomineos da cidade de Salvador entre Julho de 2007 a
Julho de 2011 demonstrando os triatomineos analisados e ndo passiveis a analise de compresséo abdominal.

Dos 930 triatomineos recebidos, 448 (48,00%) estavam em condi¢bes para
exame de compressdo abdominal e a retirada das fezes para observacédo de formas
tripomastigotas entre lamina e laminula, destes, 212 (47,44%) estavam negativos,
sendo assim, o indice de infeccdo natural (IIN) dos triatomineos examinados através
do exame microscépio foi de 52,46% (n=246). Entretanto, ao estratificarmos o IIF
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pelo estadio evolutivo do inseto observamos que este indice aumenta com a idade

conforme observado na Figura 10.

100% -
80% -
60% -
M Positivos
40% - m Negativo
20% -
0% T T T T T

Ninfa 1 Ninfa 2 Ninfa 3 Ninfa 4 Ninfa 5 Adulto

Figura 10 - indice de Infecg&o (IIN) estratificado quanto ao estadio evolutivo dos Triatomineos Notificados ao
Centro de Controle de Zoonoses entre os meses de Junho de 2007 e Junho de 2011. FONTE:FIOCRUZ-
BA/LPBM

Para a deteccdo de infeccbes com técnicas de biologia molecular, foram
utilizados apenas os triatomineos que estavam passiveis de analise, a fim de evitar
falsos negativos. Todas as amostras analisadas anteriormente tiveram o DNA
extraido e congelado. Para as andlises envolvendo biologia molecular
randomizamos 202 (45,29%) exemplares que tiveram as analises moleculares
concluidas. O primeiro passo foi a deteccao e tipagem molecular do T. cruzi nestas
amostras. Realizamos a tipagem molecular conforme o protocolo descrito por Souto
(SOUTO et al., 1996). Para discriminar as linhagens do T. cruzi em | e Il. Das 202
amostras analisadas, 62% (n=125) mostraram amplificacdo especifica para T. cruzi
independente da linhagem, com sensibilidade 10% maior quando comparado ao
exame microscopico a fresco. Nas amostras examinadas foram detectados T. cruzi |
em 47% (n=95) das amostras, T. cruzi Il em 39,11% (n=79) e em 13,86% (n=28) das

amostras, infeccdo mista com T. cruzil e Il.



35

Mw G+
= Mix TCI TCIHl TriatBL
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Mix TCI TCIl TriatBL

Figura 11 - Gel de agarose a 3% demonstrando as amplificacdes geradas para o processo de tipagem molecular
do T. cruziem 1 e 2 de acordo o proposto por Souto (1996). Controles: Mix =T. cruzile 2; TC1=T.cruzi 1; TC
Il = T. cruzi 2; Triat.: Triatoma tibiamaculata; BL = H20.

R

Negativos |:05iti_vos
38% (n=76) 62% (n= 126)

TCZ1/2
13%

Figura 12 — Figura demonstrando o resultado da deteccao e tipagem molecular para o T. cruzi nos triatomineos
coletados na cidade de Salvador entre Junho de 2007 a Dezembro de 2011.
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O segundo passo foi realizar os testes para investigar o padrdo alimentar
destes triatomineos a partir do DNA mitocondrial presente no conteudo intestinal dos
triatomineos. Foram utilizados primers referidos em publicacbes anteriores
(WALKER et al., 2003; WALKER et al., 2004) e primers desenhados a partir das
informacgdes de fragmentos de DNA obtidos no NCBI. Na Tabela 3 abaixo constam
a lista de animais que investigamos como provaveis fontes alimentares do
triatomineos, sua respectiva especificidade taxonébmica e o alvo para as

amplificagbes. Os primers podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 3 — Tabela demonstrando os animais testados para os triatomineos notificados ao centro de controle de
zoonoses de Salvador entre os anos de 2007 a 2011. Observamos ainda a especificidade taxonémica de cada
um dos alvos e o alvo das amplificagBes. (*) Alvo inespecifico quanto a taxonomia.

Nome Classe Ordem Familia Género e espécie Alvo Namero de Referéncia
acesso
Ave* Aves N/A N/A N/A DNA Gendmico AC092403.4 Walker, 2004
Boi Mamalia Artiodactyla Bovinae Bos taurus DNA Mintoncodrial DQ124400.1 Walker, 2003
< . . . . - ) ) Desta
Céo Mamalia Carnivora Canidae Canis familiaris DNA Mintoncodrial AY729880.1 ) =
dissertagao
. . - . . . Desta
Homeml  Mamalia Primates Hominidae Homo sapiens DNA Mintoncodrial AF381986.1 dissertacio
Homem2  Mamalia Primates Hominidae Homo sapiens DNA Mintoncodrial EU095217 ) Desta =
dissertagao
Marsupial ~ Mamalia Didelphimorphia Didelphidae Didelphi albiventris ~ DNA Mintoncodrial Z29573.1 ) Desta =
dissertagao
. . . . . . Desta
Ratol Mamalia Rodentia Muridae Rattus novergicus DNA Mintoncodrial X14848.1 dissertacio
Rato2* Mamalia Rodentia N/A N/A DNA Mintoncodrial AC087102 Walker, 2004

Tabela 4 - Informacgdes referentes a cada par de primers: nomes dos primers, taxons reconhecidos, sequéncia
dos primers diretos e indiretos e tamanhos esperados dos produtos amplificados em pares de base (pb).

Nome Taxon Primer direto (5' - 3') Primer indireto (5' - 3") Tar(r;)?)r;ho
Ave* Ave ATAGAATGGCCTGGGTTGAAAAG AAGTTTTTCACACAGAGGGTGGT 197
Boi Bos taurus TTTTATCCTTCCATTTATCATCATAGC AAGAGGAAAGAATGGACTGTTTTAGAT 1261
Céo Canis familiaris GTCAATGGTTTCAGGACATATAGTTTT TATTGTATGCACTTAGTCCTGTTTTTG 476
Homem1 Homo sapiens GTAGTACATAAAAACCCAATCCACATC GTCGGATACAGTTCACTTTAGCTACC 346
Homem2 Homo sapiens CACCCTATTAACCACTCACG TGAGATTAGTAGTATGGGAG 470
Marsupial ~ Didhelpis marsupialis ~ ACAGGATCAGAAACCTTTATCTGACTA TTTGACTTAAAATTTATGGTTTGGTTT 253
Ratol Rattus norvegicus TATCTGTGTTATTAGACATGCACCATT  TAAAGAGGGTTTAGTTAGGAGGAAAGA 682
Rato2* Roedores CAAGACGGATGATCAAAATGTG ATTGGGTGGCTGTATATGTATGG 161

Em uma validagdo prévia, todos os primers foram testados contra uma seérie

de controles para provar a sua especificidade, como demonstrado na Figura 13.
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Figura 13 - Teste de especificidade dos primers. (A) Rato 1, (B) Rato 2, (C) Homem 1, (D) Homem 2, (E) Céo,
(F) Marsupial, (G) Ave e (H) Boi.

Para avaliar a sensibilidade do método para deteccdo o DNA em alimento
ingerido ao longo do tempo de digestdo, foram utilizadas duas colbnias de
triatomineos da espécie Triatoma dimidiata (Latreille, 1811), uma alimentada apenas
com 0 sangue humano e outra com sangue de ave, Gallus gallus (L.) até que os
insetos alcangassem entre 3° e 4° estadio. A partir destes pontos, estas colénias néo

foram mais alimentadas e, periodicamente, dois triatomineos eram retirados e
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tiveram o abddémen dissecado para posterior extracdo de DNA e realizagéo do teste
de sensibilidade.

Obtivemos resultados diferentes para os triatomineos que se alimentaram de
aves e de sangue humanos como podemos observar nas Figuras 14 e 15
demonstrando um tempo maior de deteccdo do método nos triatomineos

alimentados em aves em relagdo aos alimentados em sangue humano.

Mw

100bp C+ N- BL 70 T10 7125 TS0 T100T110T120 T130 T140

Mw
100bp C+ T150 T160T170 T180T190 T200 T210 ¥220

Figura 14 - Deteccao de sangue de ave no conteddo intestinal de triatomineos ao longo do tempo em dias (DNA
gendmico). MW = Molecular Weight; C+ = Controle Positivo; N- = Controle Negativo; BL = H20.
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Figura 15 - Deteccao de sangue de humano no contetdo intestinal de triatomineos ao longo do tempo (DNA
Mitocondrial). MW = Molecular Weight; C+ = Controle Positivo; N- = Controle Negativo; BL = H20.

Na Tabela 5 abaixo, pode-se observar o resultado do teste de preferéncia
alimentar dos triatomineos avaliados, indicando o risco do inseto ter se alimentado
em um determinado animal e se apresentar infectado. Observamos uma maior
preferéncia de alimentacdo em aves e marsupiais, no entanto outros perfis

alimentares puderam ser observados.

Tabela 5 - Tabela demonstrando a preferéncia alimentar através de biologia molecular de uma amostra dos
triatomineos notificados na cidade de Salvador entre Junho de 2006 a Dezembro de 2011 e o risco relativo de ter
sido alimentado em um determinado recurso e se apresentar infectado pelo T. cruzi.

0O.R. = Odds Ratio; NS = Nao Significante; *Teste Exato de Fisher usando aproximacao de Katz.

Alimento n % Infectado A infectado O.R. (I.C. 95%)*
Aves 95 47,03% 32 63 0.46 (0.30-0.73)
Marsupial 72 35,64% 50 22 1,95 (1.22-3.11)
Ruminantes 14  6,93% 1 13 NS
Roedores 10 4,95% 1 10 NS
Porco 2 0,99% 0 2 NS
Boi 0 0,00% 0 0 -

Céo 0 0,00% 0 0 -
Homem 0 0,00% 0 0 -
Rato 0 0,00% 0 0 -
N&o amplificou 9  4,46% 5 4 NS
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7. DISCUSSAO

A presenca de barbeiros infectados proximo a residéncias demonstra que

existe o risco de transmisséo vetorial da doenca de chagas na cidade do Salvador.

Pelo alto nimero de exemplares e pelo periodo total do estudo, observa-se,
em média, uma notificacdo de triatomineo hematofago a cada dois dias, quase todos
da espécie T. tibiamaculata. Esta espécie € silvestre, porém considerada em
processo de peridomiciliagdo em alguns lugares do pais (TAKEDA et al., 1976;
DIAS-LIMA, A. G.; SHERLOCK, I. A., 2000; CARVALHO et al.,, 2003) e esta
associada a transmissédo da doenga de chagas via oral (STEINDEL et al., 2008). O
padrdo de encontro desta espécie foi muito maior no peri e extradomicilio em
relagdo ao intradomicilio, além disso, no intradomicilio, prevaleceram-se as formas
adultas, com raras ocorréncias de ninfas (apenas duas notificacbes), enquanto que
no peri e extradomicilio, observou-se ocorréncia de todos os estadios ninfais
(FIGURA 04). Tal padrdo de ocorréncia corrobora com a ideia do processo de
peridomiciliacdo da espécie como descrito previamente (DIAS-LIMA, A. G,
SHERLOCK, I. A., 2000).

A distribuicdo espacial dos insetos notificados demonstra que eles estédo
presentes em diversas regifes da cidade onde existem fragmentos de mata e
pressdo antrOpica através do desmatamento parcial, fragmentacdo ou até mesmo

ocupacao total da area, como demonstrado na FIGURA 7 e na TABELA 2.

Os estudos sobre a fragmentacédo de florestas e o efeito sobre os vertebrados
(ROBINSON et al.,, 1992; DELANEY et al., 2010) mostram que os mamiferos, a
principal fonte de alimento para os triatomineos, sdo 0s animais mais afetados pela
antropizagdo (COLLI et al.,, 2003). Em consequéncia, h4& uma invasdo das
habitac6es, ou de seu peridomicilio por esses insetos vetores em busca de
alimentacdo sanguinea, expondo a popula¢cdo humana ao risco de contrair a doenca
de chagas (DIAS; DIAS, 1979) ou ainda por atracdo das fontes luminosas locais.
Estes dados estdo de acordo com observagbes de pesquisadores, quando
afirmaram que: “A doenca de chagas é doenca de espacgos abertos naturais ou

”

decorrentes de agédo antrépica...”, insinuando que a tripanossomiase americana é
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apenas acdo reflexa das atitudes antrépicas sobre o ambiente natural
(NASCIMENTO et al., 1997).

Apesar das ocorréncias de triatomineos em diversos locais da cidade, a
maioria deles foi proveniente do bairro de Patamares e de um Unico condominio
deste bairro. Este fato pode estar relacionado a existéncia de um PIT, local onde
podem ser deixados para coleta posterior pelo CCZ. Além disso, ocorre que um
maior nivel educacional e socioeconémico da populacdo local e das campanhas de
conscientizacdo realizada pelo Centro de Controle de Zoonoses na area, causando
um viés de amostragem neste local e em decorréncia da estrutura arquiteténica do
condominio de casas, que se entremeiam entre os fragmentos remanescentes de
Mata Atlantica. Apesar de ndo podermos afirmar que este bairro é onde se
concentra 0 maior nimero de triatomineos na cidade, ou que ndo existem muitos
triatomineos nos outros bairros, o alto nUmero de insetos vetores provenientes deste
local ajuda a melhor compreender o processo de peridomiciliagdo do T.

tibiamaculata como descrito nos topicos abaixo.

Ao analisarmos o indice de Infec¢do Natural (IIN) através do exame das fezes
dos triatomineos, entre lamina e laminula encontramos positividade em 52,56% dos
exemplares. Este IIN € maior se compararmos a outros estudos (ROLON et al.,
2011; VILLALOBOS et al., 2011), porém é inferior ao IIN encontrado em triatomineos
silvestres em outros estudos (MEDINA-TORRES et al., 2010; MARTINEZ-IBARRA et
al., 2011), com valores superiores a 70%. Podemos verificar nas FIGURAS 04 e 10
gue a grande maioria dos triatomineos encontrados foram adultos e que a taxa de
infeccdo dos adultos é maior que a das ninfas, contribuindo para elevar o valor da
IIN. No entanto, ao se realizar a detec¢do molecular do T. cruzi em uma amostra
aleatéria (n=202), dentre as examinadas a fresco, conforme proposto (SOUTO et al.,
1996) essa taxa de infecgcdo aumentou para 62%. Esse aumento é esperado, uma
vez que a observacdo visual em microscépio, apesar de pratica e rapida, esta

sempre sujeita a erros provenientes do observador.
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O resultado das tipagens moleculares, de acordo com o proposto por
(SOUTO et al.,, 1996) e (SVS-MS, 2006) demonstram a presenca das duas

linhagens de T. cruzi circulante, inclusive no mesmo triatomineo.

A validacdo dos primers para avaliagdo das fontes alimentares dos
triatomineos demonstrou que os primers avaliados foram capazes de amplificar
fragmentos de DNA especifico apos 50 dias de repasto sanguineo para o DNA
mitocondrial (de origem humana), e depois de 240 dias, quando o alvo foi o0 DNA
gendmico das aves. Essa variacdo provavelmente se deve a presenca de nucleo
nas hemacias das aves e a quantidade de DNA existente no intestino dos
triatomineos alimentados com sangue de ave quando comparado aos insetos que se
alimentaram com sangue de mamifero, cujas hemécias adultas ndo possuem

nucleo, e o DNA alvo foi o mitocondrial.

Com os estudos para avaliar a preferéncia alimentar dos triatomineos foi
possivel demonstrar que os triatomineos se alimentam preferencialmente de aves e
marsupiais e, em menor escala, em ruminantes e roedores, em acordo corrobora
com os achados de preferéncia para triatomineos silvestres (PIZARRO; STEVENS,
2008; NOIREAU et al., 2009; VILLELA et al.,, 2010; BARRETO-SANTANA et al.,
2011).

Nesta pesquisa foi possivel associar a preferéncia alimentar do T.
tibiamaculata ao risco de infeccdo, uma vez que cada triatomineo analisado para
verificacdo da preferéncia alimentar foi também examinado para a deteccéo
molecular do T. cruzi. Foi observado que os triatomineos que se alimentaram de
aves estavam menos infectados (O.R.= 0.46 [0.30-0.73]). Tal fato se deve a
caracteristica que as aves possuem a capacidade de nao se infectar pelo T. cruzi,
enguanto, os triatomineos que se alimentaram de marsupiais demonstraram maior
risco de se infectar pelo protozoario (O.R.=1,95 [1.22-3.11]), 0 que apresenta
plausibilidade biolégica, j& que os marsupiais sao tidos como um dos principais
reservatorios do T. cruzi nas Américas (DIAS, 1987). Estes resultados estdo de
acordo com a literatura (PIZARRO; STEVENS, 2008; NOIREAU et al., 2009).

Para os outros animais analisados pelo teste de preferéncia alimentar nao foi

possivel estabelecer uma correlacéo estatistica, dado que o numero de triatomineos
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alimentados desta fonte natural foi baixa. E interessante citar que 5% das amostras
nao amplificaram para nenhum animal testado, demonstrando a necessidade do
desenvolvimento de novos primers com novos alvos, e.g. morcegos, que sao um
importante reservatério de trypanossomatideos e fonte alimentar de uma série de

triatomineos.

Finalmente, pelos dados apresentados acima, constatamos que em algumas
regides da cidade de Salvador existe o risco da transmissao da doencga de chagas,
pela via oral ou até mesmo vetorial nas areas com risco de domiciliagdo dos

triatomineos.
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8. CONCLUSOES

Foi possivel determinar que existe o risco de transmissdo da doenca de chagas

humana na cidade de Salvador considerando que:

e Mais de 900 triatomineos foram notificados no periodo do estudo.

e EXxiste uma associacdo entre as areas de ocorréncia de triatomineos e
antropizacdo de fragmentos de mata local,

e A presenca dos triatomineos oriundos do peridomicilio, nos leva acreditar em
possibilidade de peridomiciliacdo da espécie em questdo em areas mais
propicias.

¢ O indice de infeccao natural (IIN) cresce a medida que os triatomineos evoluem
para o estadio de adulto;

e Cerca de 50% dos triatomineos passiveis de andlise estavam infectados pelo T.
cruzi;

e Presenca de ambas linhagens de T. cruzi circulando, inclusive no mesmo vetor.

e A avaliagdo das preferéncias alimentares revelam padrfes compativeis com a

peridomiciliacdo de vetores.
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