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RESUMO

Este trabalho decorre do estudo ecoepidemiologico da entomofauna Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae) e distribuicdo populacional das unidades discretas de
tipagem (DTU) de Trypanosoma cruzi em Mato Grosso do Sul, Brasil. Foi analisado o
conteudo intestinal de 515 triatomineos, utilizando-se microscopia Optica e a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificagcdo de Trypanosoma cruzi. As
amostras positivas para o parasito, proveniente de 12 triatomineos, foram submetidas
a uma segunda PCR, cujo alvo era o gene cromossémico TcSCS5D, seguido da técnica
de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) com enzimas de
restricdo Hpal e Sphl, clonagem e sequenciamento do amplificado. Em uma segunda
etapa foram analisados, a partir de dados secundarios, 14.178 espécimes de insetos
vetores de T. cruzi capturados em 50 municipios de Mato Grosso do Sul em um
periodo de nove anos € a influéncia de fatores climaticos, como temperatura, umidade
relativa do ar e precipitagao, sobre sua frequéncia. Observou-se que a PCR foi mais
precisa na identificacdo do parasito que o exame de microscopia (19,6% e 11,3%,
respectivamente). Foram identificadas trés unidades discretas de tipagem (DTU): Tcl
(58,34%), Tcll (33,33%) e TcBat/TcVIl (8,33%). A espécie mais frequente no estado é
Triatoma sordida (96,22%) e a maioria dos espécimes foi coletada em peridomicilio
(85,06%). Verificou-se que a frequéncia desses insetos foi afetada por fatores
climaticos como temperatura e umidade relativa do ar, sendo esta ultima a mais
influente. Este trabalho aponta que os dados oficiais das taxas de infec¢ao natural dos
triatomineos podem estar subestimados em todo o estado, apresenta a distribuicéo
de trés linhagens de T. cruzi, sendo que esse é o primeiro relato de infecgao natural
por TcBat/TcVIl em triatomineos e que as caracteristicas climaticas ao longo do ano
devem ser observadas pelas equipes de controle de vetores. Tais achados podem
subsidiar programas de controle do vetor, propiciando a otimizagdo dos recursos
destinados as acdes de prevencao e controle da transmissao vetorial de T. cruzi em
Mato Grosso do Sul.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, DTU, ecoepidemiologia, triatomineos, PCR



ABSTRACT

This work stems from eco-epidemiological study of entomofauna Triatominae
(Hemiptera: Reduviidae) and population distribution of discrete typing units (DTU) of
Trypanosoma cruzi in Mato Grosso do Sul, Brazil. Intestinal content of 515 triatomine
was analyzed using optic microscopic and the Polymerase Chain Reaction (PCR) for
identification of Trypanosoma cruzi. The samples positive for the parasite, from 12
triatomine, were subjected to a second PCR, whose aim was chromosome's gene
TcSC5D followed of technique of the restriction fragment length polymorphism (RFLP)
with restriction enzymes Hpal and Sphl, cloning and sequencing of the amplified. In a
second stage were analyzed, based on secondary data, 14,178 specimens of T. cruzi
vectors captured in 50 municipalities of Mato Grosso do Sul in a nine years period and
the influence of climatic factors such as temperature, relative humidity air and
precipitation on their frequency. It was observed that PCR was more precise
identification of the parasite that microscopic optic (19.6% and 11.3%, respectively).
Three discrete typing units (DTU) were identified: Tcl (58.34%), Tcll (33.33%) and
TcBat/TcVIl (8.33%). The most frequent species in the state is Triatoma sordida
(96.22%) and most specimens were collected in peridomicile (85.06%). It was found
that the frequency of these insects was affected by climatic factors such as
temperature and relative humidity, the latter being the most influential. This work points
out that the official data rates of natural infection of triatomine may be underestimated
throughout the state, shows the distribution of three strains of T. cruzi, first report of
natural infection per TcBat/TcVIl in triatomine, and the climatic characteristics during
the year shall be observed by vector control teams. Such findings can subsidize the
program vector control, allowing the optimization of resources for prevention and
control of vector-borne transmission of T. cruzi in Mato Grosso do Sul.

Key words: Trypanosoma cruzi, DTU, ecoepidemiology, triatomine, PCR



SUMARIO
TINTRODUGAO. ...ttt n et ee e e e 10
2 REVISAO DE LITERATURA.........ooovieeeeeee ettt 12
21 Doengade Chagas...............uuuiiiiiiiii i 12
2.1.1 TranSMISSA0. ... .cc i it e e e et e et e e e e e e e e e e e e e eeraaeeeaeees 14
2.1.2 Doenga de Chagas em Mato Grosso do Sul.............ccoooviiriiiiiiiiiicciceeeenn, 17
2.2 TrYPANOSOM@ CHUZI.............cccooiiiiieiieeeeeee ettt 18
2.2.1 Ciclo EVOIULIVO......coo e 22
2.3VELOIES.......oeeeeeee e 23
2.4 Hospedeiros vertebrados...............cooooiiiiiiiiiiiii e 27
BOBUETIVOS ... ..o e e e e e e e e e aaaaaaaaaas 33
3.1 Objetivos gerais..............ouuiiiiiiiiii i 33
3.2 Objetivos eSpecifiCos............cccoiiiiiiiiii 33
4 MATERIAL E METODOS..........ooiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e anns 34
4.1 TIPOIOGIA. ...t s 34
4.2 Area de EStUO. ..............ocoeeieieeeeeeeeeeeee e 34
4.3 Fauna triatominea.................ooooiiiiii i 34
4.4 EXames MOIECUIAres............cooooo i 35
4.4.1 Identificag@o do parasito............ooevieiiiiiiiiiicie e 35
4.4.2 ldentificac@o das DTU d€ T. CrUZi............uueeeieeeiiieeeieieeeeee e 35
v G IS 1= Yo [ T=T aTe =1 g 0= o (o J 36
4.5 Variaveis climaticas.................oooooiiiii 37
4.6 Andlise daentomofauna..................ccooiiiiiii 37
4.7 EstatiStiCas. ... 37
5. RESULTADOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e nannnes 38
B AIEIGO L. —————————————————aaa s 39
5.2 Artigo Il ..o a e e e 43
B.3ANIGO L. ———————————————— 51
BDISCUSSAOD. ...ttt ettt e et ae e eneaeens 70
T CONCLUSOES ...ttt 76

REFERENCIAS..........cooiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 77



10

INTRODUGAO

A diminuicio da biodiversidade esta intimamente associada com o aumento da
incidéncia de doengas, principalmente as transmitidas por vetores. Esse impacto gera
paisagens hiperdindmicas com consequéncias imprevisiveis para a saude como um
todo.

A frequente reducao dos espacos silvestres, bem como as variagdes climaticas
ao longo do tempo, pode levar a mudangas em habitats onde antes viviam animais,
forgcando-os a migrar para o refugio mais préximo, inclusive espagos rurais e/ou
urbanos. Muitos desses animais s&o, ou poderao se tornar, reservatorios ou vetores
de patdégenos que acometem o homem. Entre os animais invertebrados, insetos sao
vetores de parasitos e podem acompanhar o movimento do homem quando seu
habitat € modificado pela agdo antrépica. A dinamica espacial desses invertebrados
pode servir como ferramenta no entendimento da distribuicdo de um determinado
parasito, o que se configura como boa estratégia no controle de uma zoonose ou
antropozoonose.

Dentre essas antropozoonoses, pode-se destacar a doenga de Chagas que tem
como agente etioldégico o Trypanosoma cruzi. Amplamente distribuido pela América
Latina, o seu principal vetor € um inseto hematéfago reduvideo que costuma viver em
ambiente silvestre podendo, entretanto, encontrar abrigo em construgdes artificiais
proximas ao homem.

Apesar de ja ter sido comemorado o centenario da descoberta do parasito, ciclo
evolutivo, hospedeiros e vetores, muito ha ainda para ser estudado, principalmente no
que se refere a distribuicdo dos diferentes tipos de T. cruzi. A ampliacdo do
conhecimento dessas informacdes contribuira para mais eficiente controle preventivo
da transmisséo.

Em Mato Grosso do Sul, o maior numero de casos da doenga de Chagas esta
entre a populagéo aloctone e de areas rurais. As formas clinicas indeterminada,
cardiaca, digestiva e mista foram identificadas entre autoctones e aléctones. Hoje, o
estado é considerado livre de transmissao vetorial por Triatoma infestans, mas outras
espécies de triatomineos estdo ocupando seu lugar na cadeia de transmissao do T.
cruzi.

Compreender como técnicas mais sensiveis e precisas na identificagcdo de

parasitos, variaveis ambientais, distribuicdo de vetores e diferencas parasitarias
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genotipicas, sera de grande ajuda no entendimento de questbes que envolvam a
manutengao do agente etioldégico no ambiente, na forma mais adequada de controlar
sua dispersdo e, futuramente, na aplicacdo do tratamento mais adequado aos
acometidos pela parasitose. Todas essas variaveis implicam em melhora na condigao
de saude da populagéo, redugao de gastos com tratamento dos doentes e ampliagcéo

de politicas voltadas para o controle vetorial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencga de Chagas

A doengca de Chagas, ou tripanossomiase americana, € uma das mais
importantes infecgbes parasitarias na América Latina, sendo superada apenas pela
malaria. Mais de 10 milhdes de pessoas estao infectadas pelo Trypanosoma cruzi,
protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida da familia
Trypanosomatidae. A doenga € uma zoonose complexa, com mamiferos como
reservatorios ou hospedeiros naturais (MILES; FELICIANGELI; ARIAS; 2003). A area
endémica da América do Sul compreende os seguintes paises: Colébmbia, Venezuela,
Equador, Peru, Brasil, Bolivia, Chile, Uruguai. Ocorre também nos paises da América
Central (GUHL; SCHOFIELD, 1996).

A doencga de Chagas pode ser dividida em fases aguda e cronica. A fase aguda
pode ser assintomatica (em torno de 95% dos casos) ou sintomatica. Caracteriza-se
por um quadro febril, com alta parasitemia e de curta duracado, podendo variar de
alguns dias a cerca de dois meses. Podem ocorrer manifestagdes clinicas leves como
febre, sonoléncia, fadiga muscular, diarreia, edema e taquicardia, desaparecendo
espontaneamente os sintomas. Nesta fase, as lesdes sao principalmente em resposta
a ruptura das células hospedeiras pelo T. cruzi. Raramente é letal, apenas quando
ocorrem severas miocardite e meningoencefalite (REY, 2008).

A fase crbnica pode levar ao desenvolvimento de doenca sintomatica, apesar
de se apresentar assintomatica na maioria das vezes, podendo durar anos ou até
décadas. Em 94,5% dos casos os sintomas sdo cardiacos e em 4,5% dos casos
ocorrem megassindromes do aparelho digestorio apesar da baixa parasitemia -
ambos o0s sintomas relacionados a lesdées no sistema nervoso simpatico e
parassimpatico (REY, 2008; TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM, 2006).

Apesar da variabilidade de sintomas e as diferengas geograficas na distribuicao
das apresentacdes clinicas serem atribuidas principalmente a diversidade genética
entre as populag¢des do parasito, as caracteristicas genéticas do hospedeiro humano
e fatores ambientais provavelmente desempenham um papel importante
(BUSCAGLIA; di NOIA, 2003; MACEDO et al., 2004; MARTINS, 2007; TEIXEIRA et
al., 2006). Além disso, distintos clones de uma mesma cepa podem apresentar

tropismo por diferentes tecidos como cardiaco, muscular, plexo mesentérico do
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esobfago e reto, entre outros (MACEDO et al., 2004; MOREL et al., 1980). Também
podem ser vistas diferentes populagdes de T. cruzi associadas ao coragao e eséfago
de um unico paciente (VAGO et al., 2000).

A maior parte dos pacientes com manifestagdes severas, miocardite e
megassindromes, vive em areas endémicas do Cone Sul como Chile, Argentina,
Bolivia, Uruguai, Paraguai e Brasil - exceto na Amazébnia. Os isolados desses
pacientes tém sido, em sua maioria, caracterizados como Tcllb (Tcll). As mesmas
caracteristicas clinicas causadas por Tclld (TcV) e Tclle (TcVI) tém ocorrido
principalmente na Bolivia e Paraguai (BARNABE et al., 2001; VIRREIRA et al., 2006).

Apesar da auséncia de megassindromes, pacientes chagasicos infectados com
Tcl podem apresentar formas clinicas severas. As taxas de mortalidade na fase
aguda, na Venezuela, México e Panama s&o elevadas (ANEZ; CRISANTE; ROJAS,
2004; MILES et al., 1981a; SALAZAR et al., 2007; SOUSA et al., 2006).

No Brasil, Tcl tem sido associada a infecgdes rurais com a maioria dos casos
agudos ocorrendo na Amazénia (AGUILAR et al., 2007). A fase aguda que ocorre
nessa regiao apresenta sintomas muito variaveis e pode ser grave, se nao fatal, caso
nao seja tratada rapidamente (PINTO; VALENTE; VALENTE, 2004; XAVIER et al.,
2006).

Foi demonstrada a presencga de Tcl em casos com forma cerebral da doencga
em pacientes HIV positivos na Colébmbia (BURGOS et al., 2005). No Brasil, os
pacientes estavam infectados por Tcll (LAGES-SILVA et al., 2001).

Na Bolivia, a maioria dos isolados de pacientes com megacélon foi
caracterizada como Tclld (TcV) e com raros casos associados a Tcllb (Tcll)
(VIRREIRA et al., 2006). No Brasil, casos de megacdlon foram associados a Z2 e Tcll
(FREITAS et al., 2005; LAGES-SILVA et al., 2006; LAURIA-PIRES; BOGLIOLO;
TEIXEIRA, 1996; LUQUETTI et al., 1986).

Sao pouco conhecidas as formas clinicas em pacientes infectados com Z3
(Tclll) com apenas casos assintomaticos comprovados na Amazobnia. A forma
cardiaco-digestiva crénica foi associada a Z3 (Tclll) no Equador (GARZON et al.,
2002).

Para a doenca de Chagas né&o existe vacina e os medicamentos disponiveis
para o tratamento sdo toxicos para o paciente e sua eficacia € variavel: até 80% de
cura parasitologica na fase aguda; aproximadamente 60% de cura na fase cronica
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recente em criancas de 12 anos, ou menos, € melhora clinica em adultos na fase
cronica (WHO, 2012).

2.1.1 Transmissao

Inicialmente uma enzootia silvestre, transformou-se em uma antropozoonose
com a intrusdo do homem no ambiente natural no qual circulava o T. cruzi. A ocupagao
desorganizada dos espacos silvestres, fez com que se estabelecessem novos ciclos
de transmissdo. O homem e os animais domésticos passaram a fazer parte da cadeia
epidemioldgica da doenca de Chagas devido a sua suscetibilidade ao T. cruzi e a
proliferagdao de triatomineos nas habitagdes, com possibilidade de intercambio do
parasito entre o ciclo doméstico e silvestre (TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA;
CERON, 2004) podendo existir, inclusive, independentemente desse ultimo
(FERNANDES et al., 1994).

Um importante exemplo € a regido amazénica. Embora n&o considerada area
endémica até poucos anos, vem apresentando um crescente numero de casos. Nesta
regido, o T. cruzi esta iniciando seu ciclo peridomiciliar devido, principalmente, a agéo
antropica sobre a area de floresta pressionando os vetores do parasito, os
triatomineos, a se dispersarem e iniciarem o ciclo domiciliar (TARTAROTTI,
AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2004). O ambiente mais seco gerado pelas
modificagdes climaticas e decréscimo da quantidade de chuvas também tém
favorecido a adaptagdo dos triatomineos na regido (VALENTE; VALENTE; FRAIHA
NETO, 1999).

Apesar de todas as medidas de controle tomadas e a reducao da infecgao pela
forma vetorial, a doenga ainda é um grave problema de saude publica (COURA, 2007;
DIAS, 2006; DIAS; PRATA; CORREIA, 2008; SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA,
2006), ndo necessariamente por estar se alastrando, mas sim por apresentar uma
histéria natural de carater crénico e poucas manifestagdes clinicas na fase aguda,
sendo raramente percebida pela populagao sob risco. Isso também implica na falta de
prioridade politica quanto a prevencéao e estudos mais acurados (SILVEIRA, 2011).

A transmissao é principalmente vetorial e acontece através da penetracdo do
parasito no hospedeiro pela pele lesionada ou mucosa. Outras vias de transmissao
sdo a transfusional, congénita, por transplantes de 6rgéos, infec¢cao por ingestédo do

protozoario em alimentos contaminados, contaminagéo por secregcdes das glandulas
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anais de gambas (Didelphis marsupialis) e ingestdo de animais infectados que
possuem as formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas tissulares. (DIAS,
2006; PINTO et al., 1980). Dados recentes apontam para o decréscimo da via de
transmissao transfusional no Brasil (DIAS et al., 2008).

A forma oral de transmissao, considerada a via mais importante para os animais
silvestres que se infectam ingerindo vetores e reservatorios com os parasitos, tem se
tornado comum entre humanos. Devido aos surtos ocorridos principalmente na regiao
Amazénica (NOBREGA et al., 2009) e alguns pontuais em Santa Catarina (STEINDEL
et al., 2008), Paraiba (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991) e Bahia (DIAS et al., 2008) a
via oral é considerada a principal forma de infeccdo pelo T. cruzi na atualidade,
especialmente apos o controle do T. infestans - o principal vetor no ambiente
doméstico - e a adogao de medidas preventivas nas transfusdes de sangue (AGUILAR
et al., 2007; COURA et al., 2002).

A principal caracteristica nos casos de infec¢ao oral € a severidade da doenga,
com muitos casos resultando em morte. As infecgdes orais em humanos ocorrem
quando estes consomem produtos frescos contaminados pelo T. cruzi. As
microepidemias que ocorreram nos estados do Para e Amazonas estdo associadas
com o consumo do fruto do acgaizeiro (AGUILAR et al., 2007; COURA et al., 2002),
uma palmeira tipica da regido amazonica. Nos casos de Santa Catarina e Paraiba a
contaminagdao se deu através do consumo do extrato liquido da cana de agucar
(SHIKANAI-YASUDA et al.,, 1991; STEINDEL et al., 2008). Em ambos os casos,
provavelmente devido aos triatomineos infectados terem sido triturados junto com os
frutos do acaizeiro ou o caule da cana-de-agucar.

No caso da Bahia atribuiu-se a transmissdo a agua contaminada com as fezes
do barbeiro (DIAS et al., 2008).

Epidemiologicamente podem ser descritos trés ciclos de transmisséo vetorial
de T. cruzi (Figura 1). O silvestre, no qual estdo envolvidos somente mamiferos
silvestres e triatomineos que n&o se adaptaram ao domicilio, o ciclo doméstico,
quando ha estreita interacdo do homem, animais domésticos e triatomineos
domiciliados e sobrepondo esses dois ciclos encontra-se o peridoméstico. Esta
sobreposi¢ao ocorre principalmente por meio de animais sinantropicos que visitam ou
mesmo fazem seus ninhos no peridomicilio, triatomineos silvestres que

eventualmente se aclimatam aos ecoétopos artificiais (COURA et al., 2002) ou mesmo
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animais domésticos que costumam cacgar nos refugios florestais préximos as

residéncias.

Figura 1 — Ciclos silvestre, domiciliar e peridomiciliar de Trypanosoma cruzi.

CICLO SILVESTRE CICLO DOMICILIAR

CICLO PERIDOMICILIAR

Fonte: Adaptado de Rodrigo Zeledén (1996).

No Brasil evidencia-se a influéncia de aspectos socioecondmicos relacionados
a origem e manutencido da transmissdo vetorial, uma vez que a populagédo
frequentemente atingida pertence a classes menos favorecidas com pouca ou
nenhuma qualidade de vida (VINHAES; DIAS, 2000).

Apesar dos esforcos empreendidos na tentativa de erradicar essa doenga no
Brasil e em outros paises do Cone Sul, a manuteng¢ao do ciclo silvestre da doenca
impede que tal objetivo seja atingido. Tem-se trabalhado com a perspectiva de
controlar a transmissao - principalmente em areas endémicas da doenca - eliminando
os focos domésticos e peridomésticos dos vetores, maior vigilancia em bancos de
sangue e, mais recentemente, controle na preparacdo de alimentos derivados de
palmeiras e cana-de-agucar (DIAS, 2006; DIAS; PRATA; CORREIA, 2008; VINHAES;
DIAS, 2000).
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2.1.2 Doenca de Chagas em Mato Grosso do Sul

Os primeiros trabalhos realizados sobre a doenga em Mato Grosso do Sul,
registram a presencga dos vetores Panstrongylus megistus e Triatoma sordida nas
unidades domiciliares de varios municipios do estado (NEIVA; PINTO, 1923).
Trabalhos posteriores mostraram a presenca de P. geniculatus (FORATTINI, 1960;
TRAVASSOS; FREITAS, 1942), Psammolestes coreodes, Rhodnius pictipes e T.
sordida na regiao do Salobra (TRAVASSOS; FREITAS, 1943).

No periodo de 1975 a 1979 na regiédo de Fatima do Sul, MS, foram identificados
casos humanos e detectada soroprevaléncia de 3%. Em biotopos naturais foram
estudados reservatorios domeésticos (3,3%) e silvestres (3,0%). Em relacdo aos
vetores, foram encontradas as espécies T. sordida, R. neglectus e P. geniculatus,
além da presenca de Triatoma infestans - naturalmente infectado nos domicilios rurais
(SILVA, 1979).

Em um inquérito sorolégico nacional realizado no periodo 1975-1980, o estado
de Mato Grosso do Sul apresentou um indice de 2,64% de chagasicos enquanto para
o Brasil o valor era de 4,2% (CAMARGO et al., 1984).

O T. infestans comecgou a ser capturado a partir da década de 1970, porém
sempre em baixa densidade e frequentemente no intradomicilio. A presenca de T.
infestans foi constatada em 38 dos 50 municipios do estado, perfazendo 76% dos
municipios investigados (SILVEIRA; FEITOSA; BORGES, 1984). A partir da década
de 1980 houve a expansao do Programa de Controle da Doenga de Chagas em Mato
Grosso do Sul e em 1992 foi implantado o Programa de Eliminagao do Triatoma
infestans (PETi) que reduziu a presenca do vetor para apenas 23 municipios (OPA,
1992). Apds a conclusdo dos trabalhos em 1995, Mato Grosso do Sul recebeu
certificagado de Estado Livre do Vetor em Domicilios pela Organizagdo Pan-americana
de Saude (OPAS) (COURA, 2003). Atualmente o Programa de Controle da Doenca
de Chagas (PCDCh) esta orientado a vigilancia das espécies secundarias de vetores
(BRASIL, 2000).

Almeida et al., (2008) mostraram que T. sordida foi a espécie mais abundante
(13.102 exemplares ou 95,8% do total) seguida por R. neglectus (415 exemplares), P.
geniculatus (51 exemplares) e T. williami (29 exemplares). No mesmo trabalho,
apenas P. geniculatus (3,2%), R. neglectus (0,6%) e T. sordida (0,1%) apresentaram

positividade para T. cruzi.
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Outras espécies encontradas — apenas 74 exemplares - pelo Nucleo de
Vigilancia Entomoldgica do Estado foram: P. megistus, T. baratai, T. brasiliensis, T.
matogrossensis, T. vandae, R. pictipes, P. diasi e P. guentheri (ALMEIDA et al., 2008).

Em outros estudos realizados verificou-se a predominancia de casos aléctones,
principalmente em pacientes de areas rurais, com baixa escolaridade e com
antecedente de contato com os triatomineos (BORGES-PEREIRA et al., 2001;
POMPILIO et al., 2005).

Sobre a morbidade encontra-se somente o estudo de Pompilio et al., (1998) no
Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul no periodo de
1986-1996 no qual foram registradas as formas clinicas indeterminada, cardiaca,
digestiva e mista, entre casos autoctones e aloctones.

Estudo realizado no pantanal sul-mato-grossense por Herrera et al., (2008b)
mostrou a presencga de T. cruzi em quatis (Nasua nasua) em uma taxa de infecgao de
32,1% para Tcll, 28% para Tcl e 7,1% para Z3 (Tclll). Morcegos também foram
incriminados como reservatorio do parasito (MARCILI et al., 2009c¢). Entre os animais
domésticos, o cdo tem sido apontado como hospedeiro do flagelado. Trabalhos no
estado mostraram que este animal € um importante reservatério do T. cruzi (Tclll), o
que é preocupante devido a sua proximidade com o homem (MARCILI et al., 2009c;
UMEZAWA et al., 2009).

2.2 Trypanosoma cruzi

T. cruzi € um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida da
familia Trypanosomatidae. Compreende populacdes heterogéneas de parasitas, que
diferem em caracteristicas biolégicas: como comportamento em vertebrados e
triatomineos; patoldgicas: como viruléncia, mortalidade e tropismo celular; clinicas:
apresentando as formas cardiaca e digestiva, com ou sem megasindromes; além das
caracteristicas morfoldgicas, imunoldgicas e bioquimicas (COURA, 2007; TEIXEIRA,;
NASCIMENTO; STURM, 2006).

A maioria dos estudos epidemioldgicos e de estrutura populacional de isolados
de T. cruzi esta focada em isolados humanos e de triatomineos, além de terem sido
realizados em areas endémicas para doenca de Chagas das Américas Central e do

Sul. A estrutura populacional do parasito é predominantemente clonal, sugerindo raros
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eventos de recombinagao na natureza (TIBAYRENC et al., 1993), apesar de existirem
complexos processos sexuais em T. cruzi (GAUNT et al., 2003).

Estudos enzimaticos tém sido utilizados para responder algumas questdes
referentes a heterogeneidade populacional do T. cruzi, as inter-rela¢des dos ciclos de
transmissao doméstico e silvestre e a taxonomia numérica (FERNANDES et al.,
1994).

Apesar do polimorfismo genético intraespecifico, analises de padrdes de
isoenzimas (enzimas com multiplas formas que catalisam, essencialmente, a mesma
reacgao) revelaram trés grupos de isolados que foram classificados como zimodemas
Z1,2722 e Z3 (MILES et al., 1977, MILES et al., 1978).

Estudos posteriores utilizando marcadores baseados em sequéncias dos
genes ribossdmicos e de miniexon (spliced leader) revelaram duas linhagens
principais: T. cruzi | (Tcl) e T. cruzi Il (Tcll), que correspondem respectivamente aos
zimodemas Z1 e Z2, e indicaram a existéncia de linhagens hibridas (Tcl/ll) (DEVERA,
FERNANDES; COURA, 2003; FERNANDES et al., 1998a; MILES et al., 1977; SOUTO
et al., 1996; TIBAYRENC et al., 1993, ZINGALES et al., 1999) Essas duas linhagens
nao comportaram Z3, posteriormente definido como Tcllc a partir de marcadores do
gene de miniexon (FERNANDES et al., 1998b).

A linhagem Tcl, ainda, nado foi dividida em sublinhagens. Entretanto, estudos
recentes baseados em marcadores da regiao intergénica do gene de miniexon
demonstraram uma grande homogeneidade entre isolados de mesma regido
geografica e significativo polimorfismo entre isolados de regides geograficas
diferentes (HERRERA et al., 2008b; O’'CONNOR et al., 2007; SALAZAR; SCHIJMAN;
TRIANA-CHAVEZ, 2006). Estudos apontam que Tcl pode ser dividido em
subpopulag¢des (LLEWELLYN et al., 2009, CURA et al., 2010, GUHL, RAMIRES,
2011).

Apesar do grupo Tcl ser conhecido como silvestre, em paises da América
Central e Venezuela a infeccdo por essa linhagem é mais frequente em humanos
(MILES et al., 1981a). Nestes paises, Tcl é transmitido ao homem em um ciclo
doméstico que geralmente se justapde ao ciclo silvestre porque Rhodnius prolixus -
principal vetor - pode ser domiciliado e silvestre (MILES et al., 1981a, 1981b; MILES;
FELICIANGELI; ARIAS, 2003). Yeo et al. (2005) também observaram que Tcl esta
mais frequentemente associado a animais com habitos arboricolas enquanto Tcll a

animais de habitos terrestres.
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A analise de sequenciamento de DNA mostrou que o grupo Tcl é um clado
relativamente homogéneo enquanto Tcll — dividido em cinco subgrupos (a-e) - possui
dois ou trés clados filogenéticos distintos (que equivalem a lla-c) e duas linhagens
hibridas (Ild e lle) que derivam a partir dos clados dos subtipos IlIb e llc (BRISSE;
VERHOEF; TIBAYRENC, 2001; COURA, 2003; DEVERA; FERNANDES; COURA,
2003; GAUNT et al., 2003; MACHADO; AYALA, 2001; SILVA et al., 2006). O
sequenciamento de DNA também deu suporte as ideias de que Tclla e Tcllc podem
ser hibridos de Tcl e Tcllb (YEO et al., 2005).

Enquanto Tcllb e Tclle ocorrem com maior frequéncia em ambientes
antropizados do Brasil, Chile, Bolivia, Argentina, e Tclld em ambientes antropizados
do Chile e Bolivia, Tcllc e Tclla possuem um ciclo de transmissdo quase que
exclusivamente silvestre (principalmente na Amazoénia, Nordeste do Brasil, Paraguai
e Argentina) (BARRETT et al., 1980; CARDINAL et al., 2008; CEBALLOS et al., 2006;
FERNANDES et al., 1998a, 1998b; FREITAS et al., 2006; GAUNT; MILES, 2000;
MILES et al., 1981b; POVOA et al., 1984; YEO et al., 2005; ZINGALES et al., 1999).

Estudos mostram que a linhagem Tcllc, no ciclo silvestre, possui ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo no Brasil, Colédmbia, Argentina e Paraguai
apresentando associagao com tatus e ecotopo terrestre. Além disso, essa linhagem
foi encontrada em didelfideos terrestres do género Monodelphis no Norte e Nordeste
do Brasil e no Paraguai (BARRETT et al., 1980; GAUNT; MILES, 2000; MILES et al.,
1981b; POVOA et al., 1984; YEO et al., 2005). Também foi descrito Tcllc na Argentina
em cangambas, um carnivoro terrestre que vive em tocas (CARDINAL et al., 2008;
CEBALLOS et al., 2006). Caes domésticos também foram encontrados infectados por
Tcllc no Paraguai, Argentina e Brasil (BARNABE et al., 2001; CARDINAL et al., 2008;
MARCILI et al., 2009c). Triatomineos das espécies Panstrongylus geniculatus e
Triatoma infestans, ambas de habitos terrestres, sdo os vetores associados a Tcllc
(BARRETT et al., 1980; CARDINAL et al., 2008; MARCILI et al., 2009b; MILES et al.,
1981b; YEO et al., 2005).

Apesar disso, apenas alguns casos humanos isolados foram relatados até o
momento no Brasil (Estados do Amazonas, Para e Minas Gerais) (FREITAS et al.,
2006; MILES et al., 1981b). Também foi proposto que Tcllc seria uma terceira grande
linhagem que, junto com Tcl e Tcllb, formariam as linhagens ancestrais de T. cruzi
(FREITAS et al., 2006).
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A maioria dos isolados de pacientes com manifestagdes severas genotipadas
como Tcllb, Tclld e Tclle sdo provenientes de areas endémicas do Cone Sul, exceto
Amazénia (MARCILI, 2008). Essas linhagens, por serem domésticas e
peridomésticas, sao transmitidas principalmente por triatomineos domiciliados como
T. infestans (BARNABE et al., 2001; DIOSQUE et al., 2003; FREITAS et al., 2006;
LAGES-SILVA et al., 2006; SOLARI et al., 2001; VALADARES et al., 2008; VIRREIRA
et al., 2006; ZINGALES et al., 1999).

Nao ha uma associagao clara entre os isolados de Tclla, seus ecotopos e seus
hospedeiros mamiferos. Essa linhagem foi descrita em tatus e didelfideos do género
Monodelphis, porém, esses dados nunca foram confirmados por marcadores
moleculares, sendo baseados unicamente em zimodemas (MILES et al., 1981b).
Também tem sido descrita em guaxinins, macacos e caes domésticos da América do
Norte (BARNABE et al., 2001; ROELLIG et al., 2008).

Dedelphis sp., arboricolas sinantropicos, ja foram incriminados como
reservatorios naturais de Tcl. Entretanto, estudos recentes verificaram a presenca de
Tcllb nesses animais, tipo mais frequentemente encontrado em infecgdes humanas
na regido do Cone Sul. Primatas ndo humanos também ja foram encontrados
infectados com Tcl e Tcll (ARAUJO et al., 2011; MARCILI et al., 2009c).

A figura 2 mostra a classificacao de T. cruzi segundo diversos autores e sua
relagdo com a proposta apresentada por Zingales et al. (2009), dividindo T. cruzi em
seis linhagens: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI e o trabalho de Marcili et al., (2009a)

que identificou uma sétima linhagem classificada como TcBat ou TcVII.

Figura 2 — Nomenclatura de Trypanosoma cruzi de acordo com diferentes autores

ZIMODEMA 1 Tcl Tel Tel

ZIMODEMA 2

Milies et al., 1978 Anonymous, 1899  Brisse; Verhoef,  Zingales et al., 2009 Marcili et al., 2009a*
Tibayrenc, 2001
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T. cruzi € um parasito de grande diversidade genética que circula em uma
grande variedade de mamiferos e espécies de insetos, mas as associa¢des entre
hospedeiros e distribuicao geografica das unidades discretas de tripagem (DTU) ainda
nao foram totalmente caracterizadas. Além disso, os ciclos de transmissdo doméstico
e silvestre do parasito podem se sobrepor em determinados locais, sendo mais
complexo seu estudo (ARAUJO et al., 2011).

As linhagens de T. cruzi sdo bem distribuidas ao longo de diferentes regides.
Trabalhos utilizando meétodos bioquimicos demonstraram a relagdo entre sua
heterogeneidade intraespecifica e sua complexidade nos ciclos de transmissao,
entretanto, pouco se sabe se os subtipos do parasito diferem de acordo com o
hospedeiro (ARAUJO et al., 2011; MILES et al., 1977).

Estudo sugere que Tcllc (Tclll) e Tclld (TcV) tem uma maior faixa de
distribuicdo sendo encontrados nas regides de caatinga e cerrado (ARAUJO et al.,
2011).

2.2.1 Ciclo Evolutivo

Em seu ciclo evolutivo (Figura 3), T. cruzi apresenta trés estagios principais: a
forma amastigota, encontrada no interior de células do mamifero hospedeiro e com
capacidade de multiplicacado; a forma epimastigota, encontrada na parte posterior do
tubo digestivo médio do inseto vetor e que também apresenta capacidade de
multiplicagdo; e a forma tripomastigota, encontrada no tubo digestivo posterior do
vetor e na circulagcdo do hospedeiro mamifero, sem capacidade de multiplicagao
(REY, 2008).

Quando o inseto faz o repasto sanguineo em hospedeiro mamifero infectado
ele ingere formas tripomastigotas sanguineas que migram para a parte anterior do
intestino médio do inseto. Ali sofrem diferenciagdo em formas epimastigotas que
migram para a parte posterior do intestino médio onde conseguem se multiplicar.
Acredita-se que a infecgdo no inseto dure toda a sua vida (REY, 2008).

Quando as formas epimastigotas do intestino médio migram para o intestino
posterior do triatomineo elas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, formas
infectantes. O hospedeiro mamifero é infectado a partir das fezes do inseto. Os

tripomastigotas invadem células do sistema fagocitico mononuclear onde se
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transformam em amastigotas e se reproduzem por fiss&o binaria no citoplasma (REY,
2008).

No interior celular, as amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que, apés
ruptura celular, caem na corrente sanguinea — momento em que podem ser ingeridos
pelo vetor - ou podem invadir novos macréfagos ou outras células de diferentes 6rgaos
e tecidos do hospedeiro. Ao invadirem novas células, voltam a fase amastigota e

novamente comegam a se multiplicar.

Figura 3 - Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.

hospadeiro
vertebrado

A. repasto sanguineo em hospedeiro infectado com T. cruzi; B. diferenciagdo em epimastigotas; C.
epimastigotas na ampola retal do inseto; D. hospedeiro vertebrado; E. penetracéo; F. nas células
hospedeiras, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas; G. amastigotas; H. tripomastigotas
sanguineos.

Fonte: Fiocruz, 2012.

2.2 Vetores

Os invertebrados vetores do T. cruzi sdo os triatomineos, insetos hemipteros
da familia Reduviidae. Caracterizam-se pela hematofagia obrigatéria, tanto em
machos como em fémeas, desde a primeira fase de vida até a forma adulta. Possuem
habitos noturnos, fotofobia, termotropismo positivo e presenca de substancias
anticoagulantes e anestésicas na saliva (SCHOFIELD, 1979).

Fora das Américas encontram-se o género Linshcosteus na india e as espécies

proximas de Triatoma rubrofasciata que estao distribuidas em todas as regides
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tropicais (CARCAVALLO; JURBERG; LENT, 1997). Estudos filogenéticos sugerem
que a subfamilia Triatominae evoluiu independentemente nas Américas
(SCHOFIELD, 2000).

Desde o inicio do controle da transmissao vetorial da doenga de Chagas no
pais, a partir da década de 1950, e de sua sistematizagéo e estruturagdo na forma de
programa de alcance nacional a partir de 1975, de um total de 142 espécies agrupadas
em cinco tribos formadas por 18 géneros (GALVAO et al., 2003; SCHOFIELD;
GALVAO, 2009), apenas trés géneros tém importancia epidemioldgica na transmisséo
do parasito - Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius (GALVAQO et al., 2003) - e ndo mais
que quatro espécies estao diretamente relacionadas a cadeia de transmissao:

a) Triatoma brasiliensis - com larga distribuicdo no semiarido nordestino e encontrado
exclusivamente entre rochas. Pode invadir ambiente doméstico, mas ndo o colonizar
(CARCAVALLO; JURBERG; LENT, 1997).

b) Panstrongylus megistus - espécie comum no pais e a primeira a ser estudada por
Carlos Chagas. Epidemiologicamente, € um dos mais importantes vetores no Brasil,
com altas taxas de infeccdo por T. cruzi (MILES et al., 1978). E silvestre e encontrado
na Amazénia onde insetos adultos foram observados nas residéncias. Também é
comum na Bolivia, Coldmbia e na Venezuela, onde tem sido sugerida como substituta
de Rhodnius prolixus, outra espécie vetora (CARRASCO et al., 2005).

c) Triatoma pseudomaculata - ocorre nos Estados de Pernambuco, Paraiba, uma
parcela do Ceara, sertdo de Alagoas, Bahia, Minas Gerais, Piaui e Goias
(GONSALVES et al.,, 1997). Podem invadir residéncias, mas nao ha registros de
colénias formadas (LA FUENTE et al., 2010).

d) Triatoma sordida - espécie nativa do cerrado, incluindo as areas de transi¢cao de
Maranhao-Piaui, da Bahia, do pantanal e do Chaco Oriental (FORATTINI, 1980), é a
mais frequente e a que apresentou maior numero de individuos positivos para
flagelados no estado de Mato Grosso do Sul (ALMEIDA et al., 2008). Sua importancia
reside em ser predominantemente peridomiciliar, apresentar elevada expectativa de
vida quando comparada a outros triatomineos (PELLI et al., 2007) e ser a espécie
mais capturada no Brasil.

Apesar de Triatoma infestans nao ter relacdo direta com a cadeia de
transmissao do parasito no Brasil, sua importancia historica na cadeia epidemiolégica
do T. cruzi é indiscutivel. Espécie que apresenta maior antropofilia e

predominantemente doméstica, sua distribuicdo ja foi muito ampla nas regides
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Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste restando apenas alguns focos de importancia
no nordeste do Estado de Goias e sul de Tocantins, na regido do Além Sao Francisco,
na Bahia, no norte do estado Rio Grande do Sul e no sudeste do Piaui (VINHAES;
DIAS, 2000). Em 2006, o Brasil recebeu a Certificagado pela Interrupgdo da Doenga de
Chagas pelo T. infestans estando a espécie controlada em niveis que ndo sustentam
a transmisséo do agente etiologico (BRASIL, 2006). Até o momento, o unico pais com
populagdes silvestres de T. infestans é a Bolivia (RICHER et al., 2007).

No ambiente silvestre T. sordida costuma colonizar tocos e casca de arvores,
topo de palmeiras, refugios de gambas, tatus e roedores e estar relacionado com
macacos e aves silvestres (CARCAVALLO et al., 1997). Em ambiente doméstico é
muito comum em galinheiros, pombais, currais e estabulos, podendo também ocupar
rachaduras nos entrends de cana de agucar. Apesar de apresentar marcada ornitofilia,
pode utilizar outras fontes de alimento quando seu ambiente é desfigurado e suas
ofertas alimentares reduzidas (DIOTAIUTI et al., 1993), levando-o a invadir domicilios

ou anexos domiciliares quando estes simularem seus eco6topos naturais.

Figura 4 - Triatoma sordida.

A. ninfa de 4° estadio; B. ninfa de 5° estadio; C. adulto.
Fonte: COMINETTI (2010).

A espécie T. sordida (Figura 4) é encontrada com muita frequéncia no estado
de Mato Grosso do Sul com taxa de positividade para T. cruzi variando de 0,1%
(ALMEIDA et al., 2008) a 18% (COMINETTI et al., 2011). Entretanto, seja em domicilio
ou anexos, a convivéncia com triatomineos e mamiferos infectados aumenta a
possibilidade da infecgdo humana (TOLEDO et al., 1997).

Apesar de T. sordida n&o ser considerado um vetor eficiente, principalmente

devido aos seus habitos alimentares — ornitofilicos - e preferéncia peridomiciliar
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(ALMEIDA et al., 2008), € uma espécie que merece atencdo uma vez que varios
fatores devem ser considerados antes de se declarar uma espécie como eficiente
vetor do T. cruzi. A capacidade de T. sordida colonizar tanto ecotopos artificiais como
naturais — além de grande resisténcia as modificacdes ambientais (DIOTAIUTI et al.,
1993) - o torna importante vetor no ciclo peridoméstico, dificultando o controle do
parasito.

Vale destacar as espécies R. prolixus e T. dimidiata entre os principais vetores
na América Latina, sendo a primeira com alta prevaléncia na América Central,
noroeste da Ameérica do Sul, oeste dos Andes e domiciliada na Coldmbia e Venezuela;
e a segunda distribuida desde o centro do México até o Peru, chegando a Guiana, ao
leste (CARCAVALLO et al., 1997).

De acordo com a importancia epidemioldgica as espécies de triatomineos
podem ser classificadas em trés categorias:

a) predominantemente domiciliares - colonizam habitagdes humanas em alta
densidade, sdo antropofilicas e apresentam altas taxas de infec¢gdo natural por T.
cruzi, como R. prolixus e T. infestans. Podem ser encontradas também em ambiente
silvestre, exceto T. rubrofasciata, encontrada exclusivamente em ambiente doméstico
(REY, 2008).

b) semidomiciliares e peridomiciliares — costumam ser silvestres, mas invadem com
frequéncia o ambiente doméstico podendo formar pequenas colbnias. Espécies como
T. brasiliensis, P. megistus, T. sordida e T. pseudomaculata, estdo incluidas neste
grupo (DIAS; DIOTAIUTI, 1998; NOIREAU et al., 1999). P. megistus apresenta habitos
distintos conforme a regido encontrada. No sul do Brasil € exclusivamente silvestre de
Mata Atlantica e raramente é visto em domicilios. No interior do estado de Sdo Paulo
costuma colonizar galinheiros e outras construgdes peridomiciliares. Na Babhia,
especialmente coloniza residéncias em plena zona urbana (REY, 2008).

c) estritamente silvestres — apesar de so6 transmitirem T. cruzi para 0 homem quando
este invade os ecoétopos selvaticos, essas espécies mantém os focos naturais da
zoonose. Destacam-se espécies como T. rubrovaria, T. vitticeps e R. domesticus,
assim como P. geniculatus, que vive associado a tocas de tatus e € encontrado em
todas as areas endémicas da doenca (REY, 2008).

Os principais mecanismos de adaptacao dos triatomineos a ecétopos naturais
ainda nao sao bem compreendidos (ABADH-FRANCH et al., 2008; NOIREAU et al.,
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2000) e os padrdes ecologicos de distribuigao e preferéncias de cada espécie também
necessitam de mais estudos (MARCILI, 2008).

Algumas espécies apresentam relagao estreita com um ecoétopo. R. brethesi é
encontrado exclusivamente na palmeira Leopoldina piassaba. Outras espécies
apresentam grande variedade de ecotopos, como P. megistus e T. dimidiata.
Raramente os triatomineos sao encontrados em arvores. T. infestans e T. sordida séo
excecgdes. Suas populagdes ocorrem em regides de elevada altitude onde habitam
rochas e em regides de varzea vivem em arvores (DUJARDIN et al., 2000; GAUNT;
MILES, 2000; NOIREAU et al., 2000).

A descaracterizagdo da cobertura vegetal silvestre, além da habilidade dos
triatomineos em se dispersarem por diferentes habitats (TARTAROTTI; AZEREDO-
OLIVEIRA; CERON, 2004), constituem fatores que afetam infestacéo e reinfestagao
por triatomineos nas moradias com condigdes de abrigar populagbes desses insetos
(FORATTINI, 1980).

Estudo entomoldgico demonstrou que espécies secundarias de triatomineos
aumentaram sua densidade nos domicilios e peridomicilios nos ultimos anos
indicando que a definicdo do papel primario ou secundario das diferentes espécies
nao pode ser um conceito geral, devendo-se considerar o potencial de domiciliagdo
local da espécie e a pressdo que as modificacdes ambientais possam acarretar ao
processo de formacgao de coldnias domiciliares (DIAS et al., 1994).

Apesar dos esforgos empreendidos no controle dos vetores domiciliados e
semidomiciliados, a complexa relacdo entre vetores, hospedeiros silvestres,
hospedeiros domésticos e 0 homem faz com que a doenga de Chagas esteja longe

de ser erradicada nas Américas.

2.4 Hospedeiros vertebrados

Mamiferos sdo hospedeiros de uma enorme gama de parasitos. Um grupo
muito diverso de artrépodes adaptou-se a estes hospedeiros e muitos sdo importantes
vetores de doencas (CHAVEZ, 2001).

No Bioma Cerrado ocorrem 194 espécies de mamiferos incluidos em 30
familias e nove ordens, ficando em terceiro lugar em diversidade, perdendo apenas

para Amazobnia e Mata Atlantica, seguido pela Caatinga e Pantanal. Os maiores
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grupos sdo os roedores e quirdpteros, representados por 81 e 51 espécies,
respectivamente (MARINHO-FILHO; RODRIGUES; JUAREZ, 2002).

A ordem Didelphimorphia compreende a grande maioria dos marsupiais
americanos viventes, distribuidos do sudeste do Canada ao sul da Argentina na altura
da latitude 47°S. A familia Didelphidae, a unica dentro da ordem Didelphimorphia, &
composta por 19 géneros e 92 espécies atualmente reconhecidas, sendo que 16
géneros e 55 espécies sao encontrados no Brasil. A maioria das espécies € noturna
e apresenta uma dieta onivora e/ou insetivora que pode incluir artrépodes, pequenos
vertebrados, frutos e néctar (ROSSI; BIANCONI; PEDRO, 2006).

Dentro dessa familia encontram-se importantes espécies do género Didelphis
e Philander:

a) Didelphis albiventris (gamba, raposa, sarué, serigué, micuré) - a distribuicdo
geografica desta espécie inclui as por¢des leste e centro-oeste do Brasil, o Paraguai,
o Uruguai, as regides norte e central da Argentina e o sul da Bolivia (LEMOS;
CERQUEIRA, 2002);

b) Didelphis aurita (gamba, raposa, sarué, serigué) - distribui-se na por¢ao leste do
Brasil, do estado de Alagoas a Santa Catarina, estendendo-se a oeste até o Mato
Grosso do Sul, ocupando ainda o sudeste do Paraguai e a provincia de Misiones, na
Argentina (BROWN, 2004; CERQUEIRA; LEMQOS, 2000);

c) Didelphis imperfecta (gamba, sarué, mucura) - encontra-se na Venezuela ao sul do
rio Orinoco, sudoeste do Suriname, Guiana Francesa e extremo norte do Brasil
(CERQUEIRA; LEMOS, 2000);

d) Didelphis marsupialis (gamba, sarué, mucura) - possui ampla area de distribui¢ao,
que se estende do nordeste do México, até as regides centrais do Brasil e da Bolivia
(BROWN, 2004; CERQUEIRA; LEMOS, 2000);

e) Philander andersoni (cuica-de-quatro-olhos) — ocorre desde o sul da Venezuela, sul
da Colédmbia, leste do Equador, leste do Peru e extremo noroeste do Brasil (BROWN,
2004; PATTON; SILVA; MALCOLM, 2000);

f) Philander frenatus (cuica-de-quatro-olhos, gamba-cinza-de-quatro-olhos, cuica-
verdadeira) — em todo o leste brasileiro, dos arredores de Bahia, a Santa Catarina,
estendendo-se a sudoeste em diregcdo a porgao sul do Paraguai e regides préximas
da Argentina (PATTON; COSTA, 2003);
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g) Philander mcilhennyi (cuica-de-quatro-olhos) - frequente na regidao amazénica do
Peru central e oeste do Brasil, nos estados do Acre e Amazonas a leste do rio Madeira
(PATTON; COSTA, 2003);

h) Philander opossum (cuica-de-quatro-olhos) - com ampla area de distribuicdo que
se estende do México, até o centro da Bolivia e do Brasil proximo ao estado do Mato
Grosso do Sul (PATTON; COSTA, 2003).

Os membros da familia Dasypodidae e dos géneros Didelphis e Philander
recebem maior atencdo ja que sdo considerados reservatorios naturais do T. cruzi
(COURA; DIAS, 2009; LEGEY et al., 2003; YEO et al., 2005) e convivem muito
proximos do homem e animais domésticos, exceto o género Philander que é
exclusivamente silvestre.

Em seres humanos, bem como em animais domésticos e alguns roedores, o T.
cruzi pode ser fatal nos estagios agudos da doenga, mas em pelo menos 30% dos
casos ela torna-se crénica. Entretanto, ndo foi observada patogenicidade severa em
tatus (SCHOFIELD, 2000), gambas (DEANE; LENZI; JANSEN, 1984; FERNANDES
etal., 1998a) e cuicas (LEGEY et al., 2003), sugerindo que esses animais tém relagao
parasito-hospedeiro bem equilibrada com T. cruzi, devido a processos evolutivos
lentos e gradativos, o que ndo ocorre com o homem, ja que o mesmo é recente nas
Américas (SCHOFIELD, 2000).

Em gambas a relagdo € mais complexa. No [lumen das glandulas de odor de D.
marsupialis € possivel encontrar formas epimastigostas diferenciando-se em formas
tripomastigostas metaciclicas do parasito, o que s6 era visto nos vetores (JANSEN et
al., 1999). Além disso, D. marsupialis pode controlar ou mesmo eliminar a infecgao
por T. cruzi fazendo manutencido das cepas sem qualquer lesdo tecidual aparente
(DEANE; LENZI; JANSEN, 1984) enquanto P. opossum pode manter até dois tipos de
cepas diferentes (PINHO et al., 1993 apud JANSEN et al., 1999).

Fernandes et al. (1989) mostraram a importancia de gambas na relagao
parasito-hospedeiro. As preocupagdes principais residem no fato desse animal ser
comum em ambiente florestal e ao mesmo tempo sinantrdpico, criando um elo entre
0 ambiente silvestre e o doméstico, além de se apresentar naturalmente
(FERNANDES et al., 1991) e experimentalmente (REY, 2008) infectado por formas
epimastigotas e tripomastigotas em suas glandulas adanais, ter indices de infecgao
relativamente altos (FERNANDES et al., 1991; GRISARD et al., 2000; RAMIREZ et
al., 2002; SCHLEMPER et al., 1985) e parasitemia patente de longa duragao
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(ZELEDON et al., 1970). Além disso, gambas sdo apontados como filtros bioldgicos
dos diferentes gendtipos de T. cruzi (DEANE et al., 1984; DVORAK et al., 1988;
MACEDO; PENA, 1998).

Cingulados da familia Dasypodidae (ordem Xenarthra) sdo os que possuem
maior numero de espécies descritas. Sua geografia abrange desde o Chile e Argentina
até o sul dos Estados Unidos da América (DEUTSCH; PUGLIA, 1990). Dentro dessa
familia pode-se mencionar os géneros e espécies encontrados no Brasil: Cabassous
unicinctus - tatupeba, tatu de rabo mole, papa defunto; Cabassous chacoensis e
Cabassous tatouay - tatu de rabo mole; Priodontes maximus - tatu canastra, tatu
gigante; Euphractus sexcinctus - tatu peludo, tatupeba; Tolypeutes matacus - tatu
bola, mataco; Tolypeutes tricinctus - tatu bola, tatuapara; Dasypus novemcinctus - tatu
galinha, tatueté; Dasypus septemcinctus - tatu galinha, mulita.

Ja foram encontrados trés subgrupos de Tcll em tatus. A caga e a utilizagao
desses animais como alimento pode ter dado um impulso na transmissao do parasito.
Dasypus sp e E. sexcinctus podem ser mantidos por certo tempo em cativeiro dentro
das casas ou ao seu redor, podendo ser importantes fontes de transmissao de Tcll
para populagdes rurais, por gerarem oportunidades para infecgao. Dasypus sp foi o
primeiro hospedeiro a ser descrito por Carlos Chagas (YEO et al., 2005).

O isolamento do Tclla (MENDONCA et al., 2002; POVOA et al., 1984) a partir
de seis tatus - associados ao triatomineo vetor P. geniculatus - na floresta Amazénica
levou a especulacao de que tatus poderiam ser os principais hospedeiros de T. cruzi
Il (GAUNT; MILES, 2000) ja que os hospedeiros naturais do Tcll ndo estdo claramente
definidos (JANSEN et al., 1999). Registros silvestres anteriores sdo esparsos
(BRENIERE et al., 1998; BARNABE et al., 2001, LISBOA et al., 2000; PINHO et al.,
2000; YEO et al., 2005).

Ao norte e ao sul da bacia Amazénica é frequente o encontro de gambas com
Tcl, o que levou a considerar que esses animais e o grupo Tcl tém uma histéria
evolutiva muito préxima. D. marsupialis, D. albiventris, D. virginiana, P. frenata e P.
opossum estavam, em sua grande maioria, infectados pelo grupo Tcl, além de outros
marsupiais e animais de habitos arboricolas. Os grupos Tclla e Tcllb também foram
encontrados nesses animais, porém, em numero muito inferior se comparado com Tcl
(YEO et al., 2005).

A ordem Chiroptera constitui-se como a mais caracteristica dos mamiferos, pois

sa0 0s Unicos a apresentar estruturas especializadas que permitem um voo verdadeiro
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(ROSSI; BIANCONI; PEDRO, 2006). Tem sido dividida em duas subordens:
Megachiroptera e Microchiroptera, apesar de dados moleculares refutarem a monofilia
de Microchiroptera (HUTCHEON; KIRSCH, 2006). A primeira €& encontrada
exclusivamente no Velho Mundo e compreende uma unica familia (Pteropodidae) com
42 géneros e 185 espécies, enquanto a segunda esta amplamente distribuida por todo
globo, envolvendo 17 familias, 157 géneros e 928 espécies (SIMMONS, 2005).

Chiroptera apresenta longa histéria coevolutiva com tripanosomas
(MOLYNEUX; STILES, 1991; STEVENS; GIBSON, 1999). Estudo mostra que
morcegos podem abrigar mais de um gendtipo, inclusive em infecgbes mistas.
Capturas na regido de Nhecolandia, Pantanal, mostraram Phyllostomus hastatus e
Artibeus jamaicensis infectados com Tcll e Tclll, as vezes apresentando coinfecgao
Tcll e Tclll. Tcl foi observado em Epitesicus sp., P. hastatus e A. fimbriatus (LISBOA
et al., 2008).

Caes tém sido apontados como principais animais domésticos hospedeiros de
T. cruzi, apresentam grande capacidade de transmissdo do parasito para
triatomineos, além de ser a unica espécie a apresentar as mesmas caracteristicas
clinicas observadas em humanos (CRISANTE et al., 2006; HERRERA et al., 2005;
MONTENEGRO et al.,, 2002; REITHINGER et al., 2005; SHADOMY; WARING;
CHAPPELL, 2004; SOSA-JURADO et al., 2004).

Trabalhos também mostram que porcos (Sus scrofa) podem ser hospedeiros
do parasito (SALAZAR-SCHETTINO et al., 1997; VALENTE, 1999; COMINETTI et al.,
2011).

Infecgbes laboratoriais em ratos a partir de cepas de T. cruzi isoladas de porcos
no México mostraram-se mais virulentas e com a parasitemia se apresentando apds
seis dias da inoculagdo, enquanto que as inoculagbes com isolados de caes
mostraram-se menos virulentas e parasitemia detectada apds nono dia de inoculagao
(SALAZAR-SCHETTINO et al., 1997).

Herrera et al. (2008a) encontraram em porcos monteiros elevada prevaléncia
de T. cruzi (28,5% de 17 espécimes capturados) na regido do Pantanal do Rio Negro,
MS, Brasil. Os autores apontam as mudancgas no ambiente silvestre como possivel
agente capaz de diminuir a resisténcia dos animais de vida livre a infecgbes por
microrganismos patogénicos — entre eles o T. cruzi —, além desses mesmos animais
participarem da manutencdo do ciclo silvestre da doenca quando em ambiente

selvagem.
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Tanto Herrera et al. (2008a) quanto Salazar-Schettino et al. (1997), relatam que
0s porcos estavam com aparéncia saudavel e o xenodiagnostico realizado por
Salazar-Schettino et al. (1997) ndo mostrou positividade, apesar de ter sido isolado o
parasito dos mesmos porcos. O estudo de Cominetti et al. (2011) também n&o mostrou
o parasito na corrente sanguinea do animal. Isso leva a crer que esses animais se
apresentam frequentemente na fase crbnica da doenca, caracterizada pela baixa
parasitemia, o que dificulta o encontro de T. cruzi no sangue através de exames
parasitologicos.

A presenca de animais domésticos - principalmente galinhas e caes - vivendo
ou dormindo proximos as residéncias influencia o numero e infectividade dos
triatomineos (CATALA; CROCCO; MORALES, 1997).

Esses achados mostram a importancia de se conhecer as peculiaridades das
espécies hospedeiras, seus ecétopos e vetores associados, bem como até que ponto
o impacto antropico pode levar esses animais a se aproximarem das pessoas €
fazerem parte do ciclo de transmissdo do T. cruzi no ambiente domiciliar e

peridomiciliar.



33

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a ecoepidemiologia da entomofauna Triatominae (Hemiptera:
Reduviidae) e distribuicdo populacional das discretas unidades de tipagem (DTU) de
Trypanosoma cruzi em Mato Grosso do Sul, Brasil.

3.2 Objetivos especificos

Para a consecugéao do objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

a) comparar as técnicas de exame microscopico e exame molecular como
método para a deteccdo da infeccdo por T. cruzi nos triatomineos
capturados.

b) detectar o T. cruzi por meio de exames parasitologicos, caracterizando-o
por meio da técnica da Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

c) identificar as unidades discretas de tipagem (DTU) de T. cruzi nos
triatomineos e sua distribuicdo no estado.

d) descrever a entomofauna triatominae e verificar a influéncia de variaveis

climaticas sobre sua distribuicdo no estado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipologia

Este estudo qualifica-se como quantitativo experimental, com coleta de dados

primarios e secundarios.

4.2 Area de estudo

O Estado de Mato Grosso do Sul esta localizado na regido Centro-Oeste do
Brasil e tem uma area de 357.145.532 km? com 79 municipios, uma populagdo
estimada de 2.619.657 habitantes, e uma densidade populacional de 6,86
habitantes/km? (BRASIL, 2015). Aproximadamente dois tergcos do estado sdo Cerrado,
uma heterogénea savana floristica que abrange mais de 2.000 km? e estende-se
desde o Brasil Central para partes da Bolivia e do Paraguai (SIMON et al., 2009). Na
area ocidental do estado encontra-se o Pantanal, uma das mais ricas planicies do
mundo, com abundancia e diversidade de animais selvagens, além de habitats com
um complexo mosaico de recursos (HARRIS et al., 2005).

Faz fronteira a leste com os Estados de Minas Gerais e S&o Paulo, ao norte
com os Estados de Mato Grosso e Goias, ao sul com o Estado do Parana e com o
Paraguai e ao oeste com a Bolivia. Esta dividido em nove Regides de Planejamento
(RP) conforme o Estudo da Dimensé&o Territorial do Estado de Mato Grosso do Sul
(BRASIL, 2015) que sao: Bolsdo, Campo Grande, Grande Dourados, Leste, Norte,
Pantanal, Sudoeste, Sul-fronteira e Cone-Sul.

4.3 Fauna triatominea

Os insetos foram coletados pelas equipes das unidades regionais da
Coordenadoria de Controle de Vetores da Secretaria Estadual de Saude (SES) do
Estado de Mato Grosso do Sul (CCV-MS). O estado ¢é dividido atualmente em cinco
Nucleos Técnicos de Vetores, conforme estabelecido pela CCV-MS. Estes nucleos
foram responsaveis pela coleta e identificagdo dos insetos, bem como pelos exames
parasitologicos, ou seja, tanto exame a fresco como esfregagos em camada delgada.

Apbs o exame, os triatomineos recolhidos foram colocados em tubos contendo alcool
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70% e enviados para a Unidade de Sanidade Animal da Embrapa Gado de Corte para
testes moleculares, como descrito por Cominetti et al. (2013).

Os triatomineos foram identificados usando as chaves dicotdmicas propostas
por Carcavallo et al. (1997). Protozoarios flagelados foram observados usando

meétodo descrito por Souza (1999).

5.4 Exames moleculares

4.4 .1 ldentificacao do parasito

Foram realizadas extracbes de DNA a partir do macerado de triatomineos
capturados e entregues pelas regionais do CCV-MS, como descrito por Westenberger
et al. (2004). A integridade e quantificagdo das amostras seguiu como descrito por
Cominetti et al. (2011).

A identificagdo do DNA do parasito nas amostras seguiu como descrito por
Wincker et al. (1994). O esquema de amplificagao usado foi descrito por Schijman et
al. (2011).

Em condigbes naturais, triatomineos sdo muitas vezes co-infectados
com T. cruzi e Trypanosoma rangeli. Portanto, as amostras também foram submetidas
a PCR para T. rangeli usando os iniciadores TRF3 (5'-CCCCATACAAAACACCCTT-
3") e TrR8 (5-TGGAATGACGGTGCGGCGAC-3'), que tém como alvo a regiao
subtelomérica conservada da espécie (SubTr, GenBank numero de acesso
AF426020). O protocolo de amplificacao foi previamente descrito por Chiurillo et al.
(2003).

4.4.2 ldentificacdo das DTU de T. cruzi

Para a identificacdo das linhagens de T. cruzi (Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV, TcVI
e TcBat/TcVIl), as amostras positivas foram submetidas a uma segunda PCR visando
o gene TcSCSD (genoma CL-Brener loci: TcCLB.473111.10, TcCLB.507853.10). Para
isso, os iniciadores TcSC5D-FWD (5'-GGACGTGGCGTTTGATTTAT-3') e TcSCSD-
rev (6'-TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3'), que amplificam um fragmento de 832 pb,

foram usados. O protocolo de amplificagao foi descrito por Cosentino e Aguero (2012).
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As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador Eppendorf AG
22331 e os controles de DNA (controle positivo para T. cruzi e T. rangeli e controle
negativo, bem como controle para DTU - Tcl-VI e TcBat/TcVIl — eram provenientes do
laboratério da Universidade de Sao Paulo (USP) e foram gentilmente fornecidos pela
Dra. Marta M.G. Teixeira. Agua ultrapura foi usada como controle negativo adicional.

As reacgodes foram efetuadas com volume final de 25 uL contendo tampao de
PCR 1X (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3; 50 mM de KCl), 1,5 mM MgClz, Os dNTP 0,2 mM,
cada iniciador, 0.2pmol de 1U De Tag DNA polimerase (Platinum®, Invitrogen) e 20ng
de DNA gendémico.

Apos eletroforese em gel de agarose (2%) e coloragédo com brometo de etidio,
os produtos de amplificagao foram visualizados sob luz UV.

Uma aliquota de 20-uL do produto amplificado do gene TcSC5D foi digerido em
uma unica reagao com 1U de Hpal (R6305) e 1U de Sphl (R6265) e aquecidos a 37°C
por 1h. Todas as enzimas de restrigdo foram adquiridas a partir da Promega
(Southampton, Reino Unido).

Os fragmentos de restricao resultantes foram visualizados sob luz ultravioleta
(UV) apés eletroforese em gel de agarose (2%) e coloragédo com brometo de etidio.

O processo para a identificagdo das DTU seguiu o protocolo descrito por

Cosentino e Aguero (2012).

4.4.3 Sequenciamento

O produto do gene TcSC5D amplificado foi purificado usando PureLink™ Kit
(Invitrogen), seguido de clonagem no plasmideo pGEM-Teasy (Promega) de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando o
método descrito por Sanger; Nicklen; Coulson (1977) em ABI 3730 DNA Analyzer
(Applied Biosystems).

As reacgOes de sequenciamento foram executadas utilizando o iniciador
universal para sequenciamento T7 (5'-AATACGACTCACTATAG-3 ") e o kit BigDye®
Terminator Cycle Sequencing v3.1.

As corridas foram realizadas em tubos capilares de 36 cm, utilizando o polimero
POP7. As sequéncias obtidas foram analisadas e as sequéncias de plasmideo
identificadas e removidas usando o software BioEdit (HALL, 1999). As sequéncias

obtidas foram comparadas com as sequéncias da dase de dados do GenBank e
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pesquisa usando o BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi realizada para
determinar a sequéncia identificada (ALTSCHUL et al., 1990). Analises filogenéticas
foram realizadas utilizando o pacote de software Geneious v.4.8.5 (Biomatters)
(DRUMMOND et al., 2009).

4.5 Variaveis climaticas

Foram calculadas as médias de Temperatura (T), Umidade Relativa do AR (UR)
e Precipitacdo (P) em milimetros (mm), com dados obtidos na base de dados da
Estacdo da Embrapa Agropecuaria Oeste (BRASIL, 2015), para meses (janeiro a
dezembro) e para anos (2006 a 2014).

4.6 Analise da entomofauna

Para avaliar a entomofauna de triatomineos vetores de T. cruzi do Estado de
MS, analisaram-se dados secundarios em bancos de dados que contém informacdes
do programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh) desenvolvido pela
Coordenadoria de Controle de Vetores (CCV) no periodo de 2006 a 2014 em 50
municipios. Foi determinada a distribuicio mensal e anual das espécies de
triatomineos, indice de infeccdo natural e anadlise faunistica das classes de
abundancia, constancia, frequéncia e dominancia (THOMAZINI; THOMAZINI, 2002).

4.7 Estatistica

Para verificar a relagao entre os triatomineos coletados com as Regides de
Planejamento, ecétopo, positividade e frequéncia das espécies ao longo de meses e
anos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Friedman. Para verificar a influéncia dos
elementos climaticos sobre a frequéncia dos insetos vetores e sua distribuicdo ao
longo das regides de planejamento foi utilizada a analise de regressao linear multipla.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software SPSS, verséao 20.
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5 RESULTADOS

Como os resultados se referem aos quatro objetivos especificos, eles sao
apresentados a seguir sob a forma de artigos.

O primeiro artigo, intitulado “Monitoring Trypanosoma cruzi infection in
triatomines using PCR in Mato Grosso do Sul, Brazil”, publicado no periddico Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, traz uma comparagao entre a técnica
para identificagao do T. cruzi em triatomineos utilizada oficialmente pela Secretaria de
Saude do Estado de Mato Grosso do Sul e a técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

O segundo artigo, intitulado “Geographical distribution of Trypanosoma cruzi in
triatomine vectors in the State of Mato Grosso do Sul, Brazil”, publicado no periédico
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, identifica as DTU de T. cruzi
em triatomineos e sua distribuicdo em Mato Grosso do Sul.

No terceiro artigo, intitulado “Entomofauna triatominae (Hemiptera: Reduviidae)
em Mato Grosso do Sul, Brasil, e influéncia de elementos climaticos sobre na estrutura
de suas populagdes”, a ser enviado ao periodico PLOS Neglected Tropical Diseases,
€ apresentada a entomofauna Triatominae em Mato Grosso do Sul e correlacionada

sua frequéncia com elementos climaticos.
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Monitoring Trypanosoma cruzi infection in triatomines
using PCR in Mato Grosso do Sul, Brazil
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ABSTRACT

Introduction: The aim of the present study was to assess the polymerase chain reaction (PCR) as a method for detecting
Trypanosoma cruzi infection in triatomines that had been previously determined by microscopic examination in the State of Mato
Grosso do Sul, Brazil. Methods: In total, 515 specimens were collected. Material from the digestive tract of each triatomine was
analyzed for the presence of T cruzi by microscopic examination and PCR using the 121/122 primer set. Results: Among the 515
specimens tested, 58 (11.3%) were positive by microscopy and 101 (19.61%) were positive by PCR and there was an association
between the results of the techniques (¥* =53.354, p=0.001). The main species of triatomine identified was 7. sordida (95.5%)
Conclusions: The use of PCR in entomological surveillance may contribute to a better assessment of the occurrence of 7. cruzi
in triatomine populations.

Keywords: Epidemiology. Triatomine infection monitoring. Polymerase chain reaction.
Microscopy examination. Trypanosoma cruzi.

INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi is a protozoan belonging to the order
Kinetoplastida and the Trypanosomatidae family. T° cruzi is
the causative agent of Chagas disease and is transmitted by
triatomines, which are Hemiptera insects of the Reduviidae
subfamily that are characterized by hematophagy (both males
and females) from juvenile to adult stages'.

Among the 138 described species of triatomines, only
four play a direct role in the epidemiology of the parasite™:
Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911), Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835), Triatoma pseudomaculata (Corréa and
Espinola, 1964) and Triatoma sordida (Stal, 1859). In a recent
study of Triatominae in the State of Mato Grosso Sul (MS),
I' sordida was frequently found to be parasitized by flagellate
protozoa.® In the same study, the presence of three major species
of triatomines was confirmed in MS: T. brasiliensis (Neiva,
1911), P megistus (Burmeister, 1835) and 7. sordida (Stal,
1859). Infestation rates for domiciliary and peridomestic areas
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Animal/EMBRAPA Gado de Corte. Avenida Radio Maia, Vila Popular, 79106-550
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were only significant for Triatoma sordida (9.3% and 86.6%,
respectively), whereas 7. brasiliensis and P. megistus exhibited
less than 0.2% infestation®.

I” cruzi in triatomines is identified using optical microscopy
and material extracted from the digestive tract of the insect.
Although this method is inexpensive and widely used, various
drawbacks have been reported, particularly in relation to
sensitivity and specificity*~.

The aim of the present study was to evaluate the frequency
of infection with T. cruzi in triatomines in the State of Mato
Grosso do Sul, Brazil using polymerase chain reaction (PCR)
and microscopic examination (ME).

METHODS

Study area

Insects were collected in the municipalities of Jaraguari
(May to August 2009 and September 2011), Rochedo, Caarapé,
Douradina, Anténio Jodo, Dourados, Terenos, Sdo Gabriel do
Oeste, Aparecida do Taboado, Paranaiba, Rio Verde de Mato
Grosso, Corumba, Miranda and Aquidauana (August 2011
to November 2012) in the State of Mato Grosso do Sul
(Figure 1) using the method described by Cominetti et al.

Triatomine identification and microscopic examination

Triatomines were identified using the dichotomous keys
proposed by Carcavallo et al. Flagellated protozoa were detected
using the method described by Souza.
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FIGURE 1 - Map of the state of Mato Grosso do Sul, Brazil, highlighting
municipalities where insects were captured. 1: Jaraguari; 2: Rochedo;
3: Caarapo; 4: Douradina; 5: Anténio Jodo; 6: Dourados; 7: Terenos; 8: Sdo
Gabriel do Oeste; 9: Aparecida do Taboado; 10: Paranaiba; 11: Rio Verde de
Mato Grosso; 12: Corumbd; 13: Miranda; 14: Aquidauana.

DNA extraction and PCR

Genomic deoxyribonucleic acid (DNA) was extracted from
the insects as described by Westenberger et al. The integrity
of the DNA sample was determined using 0.8% agarose gel
electrophoresis, staining with ethidium bromide (0.5pg/ml) and
visualization under ultraviolet light. Additionally, one glass slide
containing material from the digestive tract of the insects was
analyzed. After the fixed material was scraped from the slide,
DNA extraction was performed as described above.

The following primers described by Wincker et al'
were used for molecular identification of 7. cruzi: 121
(5-AAATAATGTACGGG (T/G) GAGATGCATGA-3") and
122 (5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3"). This set
of primers allows the amplification of 330 bp of kDNA from
T. cruzi'. The amplification scheme utilized was previously
described by Schijman et al. Under natural conditions, 7. cruzi
and Trvpanosoma rangeli frequently co-infect triatomines.
Therefore, the samples were also subjected to PCR for T. rangeli
using the primers TrF3 (5’-CCCCATACAAAACACCCTT-3")
and TrR8 (5’-TGGAATGACGGTGCGGCGAC-3"), which
target a conserved subtelomeric region in T, rangeli (SubTr,
GenBank accession number: AF426020). The amplification
profile utilized was previously described by Chiurillo et al. All
amplification reactions were performed on an Eppendorf AG
22331 thermocycler. Control DNA (T cruzi as positive and
T. rangeli as negative) was kindly donated by Dr. Marta
M.G. Teixeira (Universidade de Sdo Paulo, Brazil). Furthermore,
ultrapure water was used as an additional negative control.

The reactions were performed in a final volume of 25pl
containing 1X PCR buffer [10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50mM
KCl], 1.5mM MgCL, 0.2mM dNTP mix, 5pmol of each primer,
1U of Tag DNA polymerase (Platinum®, Invitrogen) and 20ng
of genomic DNA.
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The amplification products were visualized under ultraviolet
light after electrophoresis on an agarose gel (2%) and staining
with ethidium bromide.

Statistical analysis

The results were compared using the chi-squared test
(x*) with a significance level of 5%. Statistical analysis was
performed using MedCalc 12.4.0.0.

RESULTS

In total, 515 samples were analyzed. Among the samples, 58
(11.3%) were positive for flagellated protozoa as determined by
optical microscopy, and 101 (19.6%) were positive for 7. cruzi
as determined by PCR.

The main species of triatomine identified was 7. sordida,
which represented approximately 95.5% of the specimens
collected, thus confirming the findings of Almeida et al. The
frequency of 7. cruzi infection in this species was 10.7% when
assessed by microscopy and 18.1% when assessed by PCR.

Association was found between the results obtained by the
techniques (%> = 53.354, p = 0.001) (Table 1) and the number
of positive samples by PCR was higher than by ME.

PCR was the only technique that has found T' cruzi in
triatomines in the municipalities of Rochedo, Corumba,
Aquidauana and Terenos (Table 2), since ME only confirms the
cases in which the parasite is visible in the test, and the PCR
also identifies the parasite in samples where this was not seen.

Reactions using primers for I° rangeli (data not shown)
produced no overlapping data, thereby confirming that the
amplicons were specific to T. cruzi.

TABLE 1 - Comparison of the results obtained by PCR and
microscopy in triatomines from the municipalities of Mato Grosso
do Sul, Brazil.

PCR
ME positive negative total
Positive 58 0 58
Negative 43 414 457
Total 101 414 515

ME: microscopic examination; PCR: polymerase chain reaction.

DISCUSSION

In Brazil, measures to control triatomine populations are
enacted after the detection of insect outbreaks? and involve
the use of insecticides in the infested areas. This practice has
been effective for many years'*'*. Microscopic examination
of material from the digestive tract of the insects is routinely
performed to monitor the distribution of flagellate protozoa
(possibly T. cruzi). However, microscopy does not permit
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TABLE 2 - Triatomines positive for 7. cruzi by PCR and microscopy
in municipalities of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil.

Positive

City Species n* ME PCR
Jaraguari T. sordida 260 45 76
Rochedo T sordida 64 - 3
Caarap6 P. megistus 1 1 1
P. geniculatus 4 - 1
Douradina T sordida 1 - -
Miranda T. sordida 7 - -
Terenos T. sordida 48 - 1
Rio Verde de Mato Grosso T sordida 17 - -
Aparecida do Taboado T sordida 54 10 10
Séo Gabriel do Oeste T. matogrossensis 8 - -
Paranaiba T. sordida 22 - -
Dourados P. megistus 1 wE 1
Anténio Jodo T. sordida 1 - -
Aquidauana T matogrossensis 9 2 5
T. sordida 12 - 2
Rhodnius sp. 1 - -
Carumba T sordida 5 - 1
Total 515 58 101

*number of triatomines captured; ** inconclusive; ME: microscopic
examination; PCR: polymerase chain reaction; P: Panstrongylus;
T: Triatoma.

the accurate identification of T cruzi because other species
of trypanosomes are morphologically indistinguishable from
T. cruzi, thereby generating false-positive results. Furthermore,
microscopy does not detect the presence of the flagellates in
triatomine as PCR, evidenced in the present study.

Advantages of PCR over ME with respect to sensitivity have
been reported for 7. cruzi®, Acanthamoeba spp.”, Plasmodium
spp.'%, Babesia spp.", Trypanosoma evansi'* and Leishmania
spp.'®. Advantages related to specificity have also been
reported®. Furthermore, PCR is more efficient than ME for the
detection of T! cruzi in Triatoma infestans feeding on patients
with Chagas diseases, with a difference of 46% between PCR
and ME?. Previous studies have reported differences of 34.9%
(Rhodnius prolixus), 14.5% (Triatoma dimidiata)* and 24.6%
(T infestans)® between PCR and ME. In the present study, the
difference between the techniques (with respect to the frequency
of positive results) was 8.4%. Although this value is lower than
that of previous studies, PCR still exhibited highest number of
triatomines infected by 7 cruzi than ME.

A combination of PCR and optical microscopy to monitor
T. cruzi in triatomines may ensure better results in terms of
the presence of the parasite, as shown by the results in the
municipalities of Rochedo, Dourados, Corumba, Aquidauana
and Terenos. However, considering the true sensitivity and
specificity of microscopic examination, questions may arise

regarding the current distribution of flagellated protozoa among
triatomines, e.g., what is the true distribution of the parasite
among triatomines?

In the present study, the proportion of false-negative
results in microscopic examination was approximately 8.2%.
Considering this issue and taking the data published by Almeida
et al. regarding the frequency of triatomines positive for
T. cruzi by ME in the State of Mato Grosso do Sul as an example,
the number of insects positive for the parasite should be 724
(8.2%) rather than 15 (0.2%) found by Almeida et al. Similar
or higher values have been reported in other studies comparing
these techniques*32°?!, which demonstrates that the PCR results
may be different from the results reported by the current official
surveys. Additionally, results obtained from first- and second-
stage nymphs using ME are underestimated because of the
difficulty in obtaining feces during these stages. This difficulty
does not exist when PCR is performed®.

In the municipality of Dourados, ME was performed using fixed
material on a microscope slide that was previously classified as
inconclusive for I. cruzi. Inconclusive results in ME may be caused
by parasite deformation during preparation on the microscope slide,
which hinders the identification of the protozoan. In the present
study, the identity of the flagellated protozoa found by microscopy
was confirmed by PCR, which demonstrates the effectiveness of
this tool, particularly with respect to controversial points that may
arise during the identification process. Other studies have shown
that PCR may detect the DNA of parasites on microscope slides
even years after preparation®%.

False-positive results are a potential problem with PCR when
used for identification of 7" ¢ruzi®*. To reduce the possibility of
false-positive results, a negative control was used in the present
study. In addition, the different steps of the technique were
performed in different rooms.

Although the epidemiological importance of ME is clear
in terms of disease control, the use of sensitive techniques,
such as PCR, can increase the accuracy of the epidemiological
investigation and enable the optimal allocation of financial
resources. Furthermore, PCR may be used in epidemiological
surveys of other agents of public health importance without
significant additional implementation costs.

The frequency of capture of T. sordida was higher than that
of the other triatomines., which confirms the results of previous
entomological surveys in which this species was frequently
found***>2¢, Although previous studies have reported a low
rate of 7 cruzi infection®*, the present study suggests that
these values may be underestimated and that PCR is essential
as a tool for detection in official surveys.

Clearly, one detection technique does not exclude the other.
The utilization of ME and PCR in combination contributes
greater efficacy in identifying outbreaks of the parasite and also
a more accurate mapping of its distribution.
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ABSTRACT

Introduction: This work presents the initial findings of a molecular epidemiological investigation of Trypanosema cruzi in
triatomine insects in State of Mato Grosso do Sul. Methods: A total of 511 triatomines from different regions of the state were
examined. Deoxyribonucleic acid (DNA) was extracted from the intestinal contents of the insects using phenol-chloroform-
isoamyl alcohol (25:24:1). Polymerase chain reaction (PCR) using primers 121/122 targeting DNA kinetoplast (kDNA) was
then performed to identify T. cruzi, and positive samples were subjected to PCR using the primer pair TcSC5D-F/R followed
by restriction fragment length polymorphism (RFLP) with the restriction enzymes Sphl and Hpal (1 U/reaction), cloning and
sequencing. Results: One hundred samples were positive for T. eruzi, and three discrete typing units (DTUs) were identified
(Tel, Tell, and TcBat). Triatoma sordida had the highest 7. cruzi occurrence (83.3%), and DTUs were found in three samples:
58.3% of the samples were Tcl, 33.3% were Tcll and 8.3% were TcBat. There was a clear geographical distribution of the
DTUs throughout the state, with Tcl, Tcll and TcBat located in the center, Tcl located in the east, and Tcll located in the west.
Conclusions: This study showed the occurrence of overlapping DTUs in State of Mato Grosso do Sul. The distributions of the
DTUs were different, with Tcl, Tcll and TcBat in the center of the state, Tcl predominantly in the east, and Tcll in the west.
Further studies may reveal a more defined mosaic distribution of DTUs in MS.

Keywords: Trypanosoma cruzi DTUs. PCR. Restriction fragment length polymorphism. Microscopy examination.

species of triatomines, only four play a direct role in the

INTRODUCTION

Trypanesoma cruzi, a protozoan flagellate belonging to
the order Kinetoplastida and family Trypanosomatidae, is the
etiologic agent of Chagas disease, which is one of the most
important parasitic infections in Latin America, surpassed only
by malaria. Over 10 million people are infected with this parasite.
The disease is a complex zoonosis, with mammals serving
as reservoirs and hosts', and is endemic to South and Central
America’ as well as some states in the United States of America®.

Transmission is primarily vectorial and occurs through
parasite penetration of the host through injured skin or mucosa.
The invertebrate vectors of 7. cruzi are the triatomine insects
Hemiptera, subfamily Reduviidae. Among the 138 described
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epidemiology of the parasite: Triatoma brasiliensis (Neiva,
1911), Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), Triatoma
pseudomaculata (Corréa e Espinola, 1964) and Triatoma
sordida (Stal, 1859). In a study of triatomines in the State of
Mato Grosso do Sul (MS), T. sordida was the most frequently
observed species parasitized by flagellate protozoa®. The
presence of three major of triatomine species was confirmed
in MS: Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911), P. megistus
(Burmeister, 1835) and 7. sordida (Stal, 1859), with significant
infestation rates in domestic and peridomestic areas only for
I’ sordida (9.3% and 86.6%, respectively). 1. brasiliensis and
P megistus exhibited less than 0.2% infestation®.

Infection by T. eruzi is maintained in cycles of wild
transmission over a broad range of mammalian reservoir hosts®.
Human infection occurs due to the natural distribution of 7. cruzi
in triatomines that are adapted to the domestic environment
or are peridomestic. However, infection also occurs orally
through the ingestion of triatomines or food contaminated with
the parasite, which is the most common form of transmission
among wild animals, as well as through blood transfusion, organ
transplantation and congenital infection®.

The population structure of the parasite is predominantly
clonal, suggesting that recombination events are rare
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in nature’, although there are complex sexual processes in
T. cruzi®. Nonetheless, the parasite presents considerable genetic
diversity™'’.

Although intraspecific polymorphisms occur, an analysis of
the isoenzyme patterns of 7. cruzi isolates revealed three groups
that are classified as zymodemes: Z1, Z2 and Z3'*!*. Subsequent
studies using markers based on ribosomal gene and mini-exon
(spliced leader) sequences revealed two major lineages, 7. eruzi |
(Tel) and T cruzi 11 (Tell), and indicated the existence of hybrid
lines (Tcl/IT)"*!*1*, DNA sequencing analysis revealed that the
Tel group is a relatively homogeneous clade, whereas Tcll is
divided into five subgroups (a-e), with two or three distinct
phylogenetic clades (Ila-c) and two hybrid strains (I1d and Ile)
that are derived from the clades of the IIb and IIc subtypes'*!72°,
A new classification of the types and subtypes divides 7. cruzi
into six strains called discrete typing units (DTUs), i.e., Tcl,
Tell, Telll, TelV, TceV, and TeVI?!, wherein Tel corresponds to
the group Tcl, Tell to subgroup Tellb, Telll to Telle, TelV to
Tella, TeV to Telld, and TeVI to Telle. More recently, a new
DTU has been described, TcBat™.

The objective of this study was to investigate the distribution
of T cruzi DTUs from samples of triatomines collected from
entomology cores of the State Secretariat of Health of MS using
molecular methods.

METHODS

Study area

The State of Mato Grosso do Sul is located in the Midwest
region of Brazil and has an area of 357,145,532km’ with 79
municipalities, an estimated population of 2,619,657 inhabitants,
and a population density* of 6.86 inhabitants/km?. Approximately
two-thirds of the state is a part of the Cerrado, a heterogeneous,
floristic savannah that covers more than 2 million km? and
extends from Central Brazil to parts of Bolivia and Paraguay*. In
the western area of the state lies the Pantanal, one of the richest
floodplains in the world, with an abundance and diversity of wildlife,
in addition to habitats with a complex mosaic of resources®.

All insects were collected from the municipalities of
Jaraguari (May to August 2009 and September 2011), Rochedo,
Caarapo, Douradina, Anténio Jodo, Dourados, Terenos,
Sdo Gabriel do Oeste, Aparecida do Taboado, Paranaiba, Rio
Verde de Mato Grosso, Corumbd, Miranda and Aquidauana
(August 2011 to November 2012) in the State of Mato Grosso
do Sul using the method described by Cominetti et al.**. The
selection of municipalities was based on the collection of
material by the regional units of the Coordenadoria de Controle
de Vetores do Estado de Mato Grosso do Sul (CCV-MS).

Survey of triatomine fauna

Insects were collected by teams from regional units of
the Coordenadoria de Controle de Vetores do Estado de
Mato Grosso do Sul (CCV-MS). When found, the insects
were collected and identified using the methodology described
by Cominetti et al.?
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The state is currently divided into five Vector Technician
cores, as established by the Coordenadoria de Controle de
Vetores (CCV) of the Secretaria Estadual de Saiide (SES). These
cores were responsible for the collection and identification of
insects as well as for parasitological examinations, i.e., both
fresh and thin-layer smear preparations.

After the tests, the collected triatomines were placed in
tubes containing 70% alcohol and sent to the Animal Health
unit of Embrapa Beef Cattle for molecular tests, as described
by Cominetti et al.?’

Identification of triatomines and
microscopic examination

Triatomines were identified using the dichotomous keys
proposed by Carcavallo et al.”® Flagellated protozoa were
detected using the method described by Souza®.

DNA extraction and PCR

DNA was extracted from insects as described by Westenberger
et al.*®. The integrity of the DNA samples was determined via
electrophoresis on a 0.8% agarose gel that was subsequently
stained with ethidium bromide (0.5pg.mL"") and examined
under ultraviolet light.

The DNA was quantified using a spectrophotometer
(GeneQuant™ pro; Biochrom). An A260nm/A280nm ratio
above 1.8 was established as ideal, and the concentration of
each sample was adjusted to 20ng.uL".

The following primers, described by Wincker et al.*!,
were used for the molecular identification of 7. cruzi: 121
(5'-AAATAATGTACGGG(T/L)YGAGATGCATGA-3") and 122
(5'-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3"). This primer
pair permitted the amplification of a 330-bp fragment of the
T. eruzi kinetoplast (kDNA). The amplification scheme that
was used was previously described by Schijman et al.*2.

Under natural conditions, triatomines are often co-infected
with 7. eruzi and Trypanosoma rangeli. Therefore, the samples
were also subjected to PCR for T. rangeli using the primers
TRF3 (5'-CCCCATACAAAACACCCTT-3") and TrR8
(5'-TGGAATGACGGTGCGGCGAC-3"), which target the
conserved subtelomeric region of this species (SubTr, GenBank
accession number AF426020). The amplification protocol was
previously described by Chiurillo et al.*

Trypanosoma cruzi-positive samples were submitted to a
second PCR targeting the TeSC5D gene (genome CL-Brener
loci: TcCLB.473111.10, TeCLB.507853.10). To this end, the
primers TeSC5D-fwd (5-GGACGTGGCGTTTGATTTAT-3") and
TcSC5D-rev (5-TCCCATCTTCTTCGTTGACT-3") were used,
which amplify an 832-bp fragment. The amplification protocol that
was used was previously described by Cosentino and Agiiero™.

The PCRs were performed in an Eppendorf AG 22331
thermocycler, and the DNA controls (7. cruzi as a positive
control and 7' rangeli as a negative control, as well as controls
for the DTUs — Tcl-VI and TcBat) were from a laboratory of
the University of Sido Paulo (USP) and were provided by
Dra. Marta M.G. Teixeira. Ultrapure water was used instead of
template as an additional negative control.
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The reactions were performed in a final volume of 25uL
containing 1X PCR buffer (Tris-HCl 10mM, pH 8.3; 50mM KCI),
1.5mM MgCl, 0.2mM dNTPs, 0.2pmol each primer, 1U of
Taq DNA pol_ymerase (Platinum®, Invitrogen) and 20ng of
genomic DNA.

After electrophoresis in an agarose gel (2%) and staining
with ethidium bromide, the amplification products were
visualized under UV light.

Identification of DTUs using restriction enzymes

All restriction enzymes were purchased from Promega
(Southampton, UK). A 20-uL aliquot of the amplification
product of the TcSC5D gene was digested in a single reaction
with 1U of Hpal (R6305) and 1U of Sphl (R6265) and heated to
37°C for 1h. The resulting restriction fragments were visualized
under ultraviolet (UV) light after electrophoresis on an agarose
gel (2%) and staining with ethidium bromide.

The process for identifying the DTUs followed the protocol
described by Cosentino and Agiiero™ and is shown in a
simplified form in Figure 1.

Sequencing

The amplified gene product was purified using a TeSC5D
Purelink™ Kit (Invitrogen), followed by cloning into the pGEM-
Teasy plasmid (Promega) according to the recommendations
of the manufacturer. Sequencing was then performed using
the method described by Sanger” and an ABI 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems). The sequencing reactions
were performed using the universal T7 primer for sequencing
(5"-AATACGACTCACTATAG-3’) and the BigDye® Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kit. The races were performed in
36-cm capillary tubes using POP7 polymer. The obtained
sequences were analyzed, and the plasmid sequences were
identified and removed using BioEdit software®. The obtained
sequences were compared with the sequences in the GenBank
database, and a BLAST search (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) was performed to determine the sequence identity?*’.
Phylogenetic analyses were performed using the Geneious
v.4.8.5 (Biomatters) software package®.

RESULTS

DNA samples from 511 triatomines from 14 different
regions of State of Mato Grosso do Sul were examined. Of
these, 100 (19.6%) from eight municipalities were confirmed
positive using PCR with primers 121/122, which target the
kinetoplast deoxyribonucleic acid (kDNA) of the parasite. Of
the 100 positive samples, 12 (12%) were amplified with primers
TeSCSD-fwd/TeSC5D-rev, which target the TcSC5D gene.
It was not possible to amplify the samples from the municipalities
of Corumba and Dourados using the TeSC5D-fwd/TeSC5D-rev
primers (Table 1).

Trypanosoma cruzi-positive triatomines were uncovered
in samples from six municipalities. It was possible to identify
T eruzi DTUs in 12 of the samples. Three DTUs were found
in 7. sordida, which was the most commonly infected species
(83.3%), followed by I. matogrossensis and P. megistus
(both with 8.3% infection); 58.3% of the 12 samples were
Tel, 33.3% were Tcll, and 8.3% were TcBat. There was a
clear geographical distribution of DTUs in the state, with

A A A e
Sphl Hpal Restriction sites
Y vy Strains of T. cruzi
655bp Do 177bp
. |
—1 DTU Tl
601bp P 231bp
| DTU Tell
495bp l : 337bp
| : DTU Telll
| :
832bp : :
: : DTU Telv
495bp : : 337bp
| :
: : DTU TeV / Tevl
601bp . ' : 231bp
i — DTU Tebat
495bp b 160bp b 177bp

FIGURE 1 - Marker lineage using the TeSC5D gene. Simplified schematic representation of the TeSC5D amplicon and the polymorphic
restriction sites Hpal/Sphl, showing the presence/absence of T. cruzi in each strain (modified from Cosentino and Agiiero*).

DTU: discrete typing units; T.: Trypanosoma.

www.scielo.br/rsbmt | www.rsbmt.org.br

749

45



46

Cominetti MC et al. - Trypanosoma cruzi DTUs in triatomine vectors

TABLE 1 - Molecular identification of Trypanosoma cruzi using primers 121/122 and the DTUs identified using primers TeSCSD-fwd/
TceSC5D-rev in triatomines found in municipalities of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil.

Positive

Municipality Triatomine Number* 121/122 TeSC5D-fwd/rev DTU
Jaraguari Triatoma sordida 260 76 5 Tel
Terenos Triatoma sordida 48 1 1 Tell

Triatoma matogrossensis 9 5 1 Tell
Aquidauana Triatoma sordida 12 2 1 Tell

Rhodnius sp. 1 - - -

Aparecida do Taboado Triatoma sordida 54 10 2 Tel
Rochedo Triatoma sordida 64 3 1 TcBat
Caarapo Panstrongylus megistus 1 1 1 Tell
Dourados Panstrongylus megistus 1 1 - -
Corumba Triatoma sordida 5 1 - -
Miranda Triatoma sordida 7 - - -
Rio Verde de Mato Grosso Triatoma sordida 17 - - -
Sao Gabriel do Oeste Triatoma matogrossensis 8 - - -
Paranaiba Triatoma sordida 22 - - -
Anténio Jodo Triatoma sordida 1 - - -
Douradina Triatoma sordida 1 - - -
Total 511 100 12

*number of triatomines captured. DTU: discrete typing units.

Tel, Tell and TcBat located in the center, Tcl in the east, and
Tell in the west (Figure 2).

The PCR product generated from the TeSC5D gene was
cloned and sequenced. After alignment and analysis of the
nucleotide sequence, Tel, Tell and TeBat were found in 98-100%
of the samples (Figure 3). It was not possible to sequence some
of the samples; however, identification via RFLP revealed that
DTUs were present in triatomines in those samples.

The reactions using primers for 7. rangeli (data not shown)
did not produce overlapping data, confirming that the amplicons
were specific for T. cruzi.

DISCUSSION

The most commonly captured triatomine was 7. sordida,
which was similar to what was observed in previous studies,
showing that this species, which is usually considered secondary,
is the most frequently encountered species in MS***. Triatoma
sordida is native to the Cerrado, the biome in which State of
Mato Grosso do Sul as well as the transition areas of Maranhdo,
Piaui, Bahia, the Pantanal and the eastern Chaco are located®.
This was also the species that harbored the greatest variety
of DTUs (Tel, Tell and TcBat). As this species was the most
frequently encountered, the likelihood of finding the largest

number of infected insect species as well as a greater variety
of DTUs was higher.

Insect vectors usually occupy wild environments. However,
if their habitat is degraded, they can relocate near human
habitations, such as corrals, sties or chicken coops as well
as other peridomiciliary constructions. Although all captured
triatomines were found in peridomiciles, their mere coexistence
with an insect vector increases the chances of infection®. One
notable factor is that Tcll was associated with the severe forms of
Chagas disease that were found south of the Amazon region*'#*;
however, other factors are also associated with a higher or lower
pathogenicity of the parasite®, and its presence near residences is
therefore reason to focus attention on the control of triatomines,
even though this DTU was found less frequently in this study.

Trypanosoma cruzi is extremely successful, as observed by
its continental distribution and its broad host range, which was
replicated in our State of Mato Grosso do Sul data. The DTUs
found in this work are common in MS, and other studies have
identified their presence in the Pantanal region”*. Figure 2
shows that the central region of State of Mato Grosso do Sul
had the largest variety of DTUSs, presenting Tel, Tell and TcBat
(first report of natural infection in triatomines).

Although Tel was also found in the western area of the
state*, this DTU was found to infect triatomines in only
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Mato Grosso

Bolivia

Paraguay

[ Jrel, Tell e TeBat

s T. matogrossensis

A T sordida

215 km

17,5 km

[ rositive only for kKDNA
- Positive for the gene TcSC5D

O P. megistus

FIGURE 2 - Map of the State of Mato Grosso do Sul, Brazil, highlighting the cities where the triatomines were captured and the
distribution of the DTUs found in infected insects. 1: Jaraguari; 2: Rochedo; 3: Caarapd; 4: Douradina; 5: Anténio Joio; 6: Dourados;
7: Terenos; 8: Sdo Gabriel do Qeste; 9: Aparecida do Taboado; 10: Paranaiba; 11: Rio Verde de Mato Grosso; 12: Corumbqd; 13: Miranda;
14: Aquidanana. DTU: discrete typing units; KDNA: kinetoplast deoxyribonucleic acid. T.: Triatoma; P.: Panstrongylus.

the central and eastern areas of the state. Other studies have
demonstrated the presence of Tcl in Sdo Paulo (SP)* and
Minas Gerais (MG)*, neighboring states to the East of MS, and
inthe City of Aparecida do Taboado. However, the occurrence of
more than one DTU was observed in SP and MG. One of the factors
that may be associated with finding only one Tcl in the eastern area
of MS may be that it is the most anthropized portion of the state*’,
with large agropastoral formations that reduce the availability
of meat for triatomines. As T. sordida was the most abundant
species, is predominantly ornithophilous and was obtained from
henhouse peridomiciles, finding other DTUs in the studied sites
might be difficult. The incidence of Tcll was higher in the west,

www.scielo.br/rsbmt | www.rsbmt.org.br

which is similar to the results of previous work with vectors and
other wild animals, but this DTU was found mainly in the Pantanal
region****, One possible explanation for this localization is that
the region is preserved (in relation to the eastern state), leading
to an increased supply of hosts as food sources for the insect
vectors, thus facilitating the movement of the parasite. Studies
indicate the occurrence of at least approximately 124 species of
mammals in the Pantanal region alone®-*?, but this is only an
estimate, and further studies may confirm or refute this hypothesis.
However, as the dispersion and isolation of 7. cruzi is limited
by the dispersion of their hosts, which include several orders of
mammals and triatomines®, this idea deserves more attention.
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Aquidauana - T. sordida

Caarapo - P. megistus

Trypanosoma cruzi strain Y (JK050587), 100.0%

Aquidauana - T. matogrossensis

100

Trypanosoma cruzi strain TCC1122 (KC881185), 99.3%
97.9

Rochedo - T. sordida

0.02

Ap. do Taboado - T. sordida - sample 1

Jaraguari - T. sordida

Ap. do Taboado - T. sordida - sample 2

Trypanosoma cruzi strain X10 (JN050585), 99.3%

FIGURE 3 - Partial sequence of the TcSC5d gene. Phylogenetic position of the samples of different genotypes in relation to other DTUs of
Trypanosoma cruzi. The analysis was performed with 1,000 bootstrap replicates. The number in parentheses next to the accession number
is the GenBank. The scale bar indicates the nucleotide substitutions per site. DTU: discrete typing units. I.: Triatoma; P.: Panstrongylus.

Other studies have demonstrated that Tclll is present in
central MS*, which is the same area where Tcl is prevalent, more
specifically, in the community of Furnas do Dionisio, Jaraguari.
This is a rural Quilombola community located 45km from
Campo Grande, the capital of MS. The community comprises
approximately 1,03 1ha, with modest brick houses that are often
near wood sties, chicken coops and pens. However, although
Marecili et al.** found Tclll circulating in dogs, the present study
showed that only Tcl circulated in triatomines and Tell circulated
in bats (data not shown) in this community. Tcl is a DTU that is
widely distributed from South to North America, with most of
the isolates from the Amazon region®**". Although Tcl is known
to be predominantly wild and the source of more frequent,
serious infections in humans in Central America, Venezuela®®
and even in the Amazon region, studies have shown that Tcl
can manifest severe forms of Chagas disease, especially when
co-infection occurs in humans with different DTUs**. In this
case, the epidemiological situation of the studied community
has drawn attention because it is located between hills, resulting
in a high frequency of infected insects and a large number of
natural and artificial ecotopes, as described by Cominetti et
al.?; it is therefore an ideal environment for triatomine colony
infestations. Moreover, the observed Tcll infection of bats leads
to the question of whether there is overlap between peridomestic
and sylvatic cycles that leads to an exchange of the T. cruzi
types found in the area. Eco-epidemiological and molecular
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studies are needed in this region and are now being performed
to elucidate this question.

The same types found in the central areas of MS, except for
TecBat, were also found in the State of Parana®, which is a route
of passage for DTUs (Figure 2). However, it can be inferred
from our data, in contrast to other studies***¥, that it is not
possible to delimit DTUs to a specific region. The overlap of
DTUs can result from the variety of intricate types of dispersion
of the parasite due to the peculiar mechanisms of vector
reinfestation®' the wide variety of hosts, which are abundant
and conspicuous in the Cerrado', and from environmental
heterogeneity®.

Despite the fact that were did not demonstrate mixed
infection by Tcl and Tcll in insect vectors, as reported by Abolis
et al.*, this phenomenon may also occur in MS because the
conditions for these mixed infections in triatomines are present
in this state. Three DTUs were identified in the center of the state
and in nearby municipalities. In addition, the Cerrado biome,
which covers a large portion of MS, has significant horizontal
variation, with open fields, capons, woods, forests and wetlands
that potentially coexist in the same region'. These data add
more strength to the idea that the distribution of the parasite is
very wide and dynamic.

TcBat, a trypanosome that, until now, had been found only
in bats and a child®, has been identified in T. sordida. This
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finding extends the distribution of this DTU in the state, as it
was previously described only in the Pantanal region of MS24,
Additionally, this is the first report of this DTU in a naturally
infected triatomine, which had not been previously described,
even after attempts at laboratory infection”’. However, it is
expected that the incidence of this DTU is more frequent because
it is most closely related to Tel, the most widely distributed DTU
in MS, and has finally been identified to infect a triatomine. In
the same region, Tcll was found in a sample of DNA extracted
from the blood of an armadillo (Euphractus sexcinctus) (data
not shown).

This study demonstrates the occurrence of overlapping
DTUs in the State of Mato Grosso do Sul. The geographical
distributions of the DTUs follow different patterns, with Tel,
Tcll and TcBat in the center, Tcl predominantly in the east, and
Tell in the west. Furthermore, Tcl was the most frequent DTU
in triatomines, followed by Tell and TeBat. This study provides
greater insight into the distribution of 7. cruzi in Brazil, but
further studies may reveal a more defined mosaic distribution
of DTUs in MS over the long term.
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Resumo

Introducgao: O objetivo deste estudo foi estudar a entomofauna Triatominae capturada
no periodo de 2006 a 2009 em Mato Grosso do Sul e a influéncia de elementos
climaticos sobre suas populacdes, fornecendo subsidios para orientar os trabalhos de
controle vetorial no estado. Métodos: Verificou-se o indice de infeccdo natural, as
classes de abundancia, constancia, frequéncia e dominancia, bem como a influéncia
de fatores climaticos sobre a frequéncia de triatomineos. Resultados: Dos 14.178
espécimes coletados, 2.118 (14,94%) estavam no intradomicilio e 12.060 (85,06%) no

peridomicilio. O indice de infecgao natural em Triatoma matogrossensis foi de 18,18%,
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seguido por Rhodnius neglectus (0,46%) e Triatoma sordida (0,27%). Triatoma
sordida foi a espécie mais frequente, constante, abundante e dominante. Foi
observada a influéncia de fatores climaticos no encontro dos triatomineos no periodo
de janeiro a dezembro e ao longo dos oito anos pesquisados. Fatores climaticos como
umidade relativa do ar e temperatura afetaram a frequéncia dos insetos. Conclusao:
Apesar de Mato Grosso do Sul ser considerado livre da transmissé&o vetorial endémica
por Triatoma infestans, o persistente encontro de vetores naturalmente infectados por
Trypanosoma cruzi ainda é digno de atencdo, e as informagdes deste trabalho

poderdo melhorar as agcdes de combate ao vetor no estado.

Descritores: Triatomineos, Trypanosoma cruzi, elementos climaticos.

Introducgao

Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de Chagas, antropozoonose
complexa, com mamiferos servindo como reservatérios e hospedeiros [1], é
classificado em sete linhagens — Tcl a TcVII [2,3] - chamadas Discretas Unidades de
Tipagem (DTU), e se utiliza de triatomineos, insetos hemipteros da familia Reduviidae,
para sua transmissao.

Apesar de um total de 142 espécies de triatomineos, agrupadas em cinco tribos
formadas por 18 géneros [4-6], apenas trés géneros tém importancia epidemioldgica
na cadeia de transmissao do parasito - Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius [4] - e ndo
mais que quatro espécies estdo diretamente envolvidas: Triatoma brasiliensis,
Panstrongylus megistus, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida.

A presenca de trés espécies principais de vetores foram confirmadas em Mato
Grosso do Sul-MS: T. brasiliensis, P. megistus e T. sordida, sendo esta ultima a unica
com significativos indices de infestacdo domiciliar e peridomiciliar (9,3% e 86,6%,
respectivamente). T. sordida é a espécie capturada com maior frequéncia [7-10] e
apresenta o maior numero de espécimes com infec¢ao natural por T. cruzi [8,10]. T.
brasiliensis e P. megistus apresentam baixos indices (<0,2%) de infestagao [7]. No
entanto, esses valores podem estar subestimados [9].

Cominetti et al., [10] relatam a circulacéo de trés DTU em triatomineos no MS
sendo que em T. sordida foram encontrados Tcl, Tcll e TcBat/TcVIl e em Triatoma

matogrossensis o Tcll.
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O objetivo deste trabalho foi estudar a entomofauna Triatominae capturada no
estado durante o periodo de 2006 a 2009, e a influéncia de elementos climaticos sobre
suas populagdes, fornecendo subsidios para orientar os trabalhos de controle vetorial

em Mato Grosso do Sul.

Material e Métodos

O Estado de Mato Grosso do Sul (MS) possui 79 municipios distribuidos em
uma area de 357.145.534 km? e populagao estimada de 2.619.657 habitantes [11].
Faz fronteira a leste com os estados de Minas Gerais e S&o Paulo, ao norte com os
estados de Mato Grosso e Goias, ao sul com o Estado do Parana e com o Paraguai e
ao oeste com a Bolivia (Fig 1). Esta dividido em nove Regides de Planejamento (RP)
conforme o Estudo da Dimensao Territorial do Estado de Mato Grosso do Sul [12] que
sao: Bolsdo, Campo Grande, Grande Dourados, Leste, Norte, Pantanal, Sudoeste,

Sul-fronteira e Cone-Sul (Fig 1).
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Fig 1. Regides de Planejamento conforme o Estudo da Dimens&o Territorial do Estado

de Mato Grosso do Sul, Brasil

Mato Grosso

0 17,5 km 215 km
e —

BOLIVIA

PARAGUAI }

Parana

1: Bolsao; 2: Campo Grande; 3: Grande Dourados; 4: Leste; 5: Norte; 6: Pantanal; 7: Sudoeste; 8: Sul-
fronteira; 9: Cone-Sul.

Fonte: COMINETTI (2015)

Para estudar a entomofauna de triatomineos vetores de T. cruzi do Estado de
MS, no periodo de 2006 a 2014 em 50 municipios do estado, analisaram-se as
informagdes de bancos de dados do Controle da Doenga de Chagas (PCDCh)
desenvolvido pela Coordenadoria de Controle de Vetores (CCV). A identificagdo dos
insetos foi realizada seguindo Carcavallo et al. [13]. Foram determinadas a distribuigéo
mensal e anual das espécies de triatomineos, indice de infeccao natural [14] e analise
faunistica para definir as classes de abundancia, constancia, frequéncia e dominancia
[15].
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As espécies predominantes sao aquelas que se destacaram por obter os
maiores indices faunisticos de abundéncia, frequéncia, constancia e dominancia [16].

Foram calculadas as médias de temperatura (T), umidade relativa do ar (UR) e
precipitacédo (P) em milimetros (mm), com dados obtidos na base de dados da Estagao
da Embrapa Agropecuaria Oeste [17], para meses (janeiro a dezembro) e para anos
(2006 a 2014).

Para verificar a relagdo entre os triatomineos coletados com as Regides de
Planejamento, ecétopo, positividade e frequéncia das espécies ao longo de meses e
anos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Friedman. Para verificar a influéncia dos
elementos climaticos sobre a frequéncia dos insetos vetores e sua distribuicdo ao
longo das Regides de Planejamento foi utilizada a analise de regressao linear multipla.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software SPSS, versao
20.

Resultados

Foram coletados e identificados 14.178 espécimes de triatomineos em 50
municipios de MS, divididos entre oito RP (Fig 1). Na regido Cone-Sul ndo houve
coleta de triatomineos sendo descartada do trabalho. Foram identificadas as espécies
T. sordida, T. matogrossenssis, T. baratai, Panstrongylus diasi, P. megistus, P.
geniculatus e Rhodnius neglectus.

T. sordida foi a espécie mais capturada (13.642 — 96,22%), seguida de R.
neglectus (217 — 1,53%), P. geniculatus (158 — 1,11%) e T. matogrossensis (99 —

0,70%). As demais espécies perfizeram um total de 62 exemplares (0,44%) (Tabela

1),
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Tabela 1- Triatomineos capturados por Regiao de Planejamento de Mato Grosso do Sul, Brasil, 2006 - 2014

Regides de Planejamento

Espécies Bolsdo Campo Grande Leste Norte Pantanal Sudoeste Suk Total
Grande Dourados fronteira
n % n % n % n % n % n % n % n % n %
T. sordida 6268 45,95 2957 21,68 211 1,55 31 0,23 157 1,15 3730 27,34 239 1,75 49 0,35 13,642 96,22
T. matogrossenssis - - 1 1,01 - - - - 34 34,34 63 63,64 1 1,01 - - 99 0,70
T. baratai - - - - - - - - - - 4 12,12 29 87,88 - - 33 0,23
P. diasi 7 70 - - 2 20 1 10 - - - - - - - - 10 0,07
P. megistus 9 47,37 - - 8 42,11 - - - - 1 5,26 1 5,26 - - 19 0,13
P. geniculatus 1 0,63 4 253 149 94,30 - - - - 4 253 - - - - 158 1,11
R. neglectus 83 38,25 1 046 109 50,23 11 5,07 - - 5 230 8 3,69 - - 217 1,53
Total 6368 44,91 2963 20,90 479 3,38 43 0,30 191 1,35 3807 26,85 278 1,96 49 0,35 14178

Nota: Ndo houve coletas na regido Cone-Sul.
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Houve correlacdo entre o numero de triatomineos capturados por espécie e as
Regides de Planejamento (p=0,025). T. sordida foi a espécie que ocorreu com maior
frequéncia em todas as regides. As demais espécies apresentaram valores inferiores
a 2% (Tabela 1).

Do total de amostras coletadas, 2.118 (14,94%) foram no intradomicilio e
12.060 (85,06%) no peridomicilio (Tabela 2). Ocorreu relagéo significativa entre a
frequéncia de capturas dos triatomineos e o tipo de ambiente ao longo dos meses
(p=0,002).

Tabela 2- Triatomineos capturados por ecétopo em Mato Grosso do Sul, Brasil, 2006
— 2014 (n=14.178)

Ecétopo
Espécies Intradomicilio  Peridomicilio Positivos
n % n %
T. sordida 1.769 83,52 11.873 98,45 37 (66,07%)
T. matogrossensis 32 1,51 67 0,56 18(32,14%)
T. baratai 18 0,85 15 0,12 -
P. diasi 9 0,42 1 0,01 -
P. megistus 8 0,38 11 0,09 -
P. geniculatus 114 5,38 44 0,36 -
R. neglectus 168 7,93 49 0,41 1(1,78%)
Total 2118 14,94 12.060 85,06 56

T. sordida foi caracterizado como muito abundante, enquanto as espécies
restantes foram raras. Na avaliagdo da constancia - o numero de vezes que se
recuperou uma determinada espécie no total de coletas efetuadas - observou-se que
a espécie que esteve mais presente foi T. sordida, caracterizada como constante.
Nenhuma espécie foi considerada como acessoria. As espécies T. matogrossensis,
T. baratai, P. diasi, P. megistus, P. geniculatus e R. neglectus foram caracterizadas

como acidentais (Tabela 3).
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Tabela 3- Espécies de triatomineos capturados e suas respectivas classes de
abundancia, frequéncia, constancia e dominancia em Mato Grosso do Sul, Brasil,
2006 - 2014

Espécies n Indices

abundancia’ frequéncia?2 constancia® dominéancia
T. sordida 13642 ma mf w Dominante
T. matogrossensis 99 r pf z N&o dominante
T. baratai 33 r pf z Nao dominante
P. diasi 10 r pf z N&o dominante
P. megistus 19 r pf z N&o dominante
P. geniculatus 158 r pf z N&o dominante
R. neglectus 217 r pf z N&o dominante
Total 14178

1. ma: muito abundante; a: abundante; ¢: comum; d: dispersa; r: rara
2. mf: muito frequente; f: frequente; pf: pouco frequente
3. w: constante; y: acessoéria; z: acidental

T. sordida foi caracterizada como espécie muito frequente e dominante em MS
(Tabela 3), enquanto as demais pouco frequentes.

Verificou-se correlagcao entre o numero de triatomineos capturados por espécie
e a frequéncia de individuos positivos para T. cruzi (p=0,008). O maior indice obtido
refere-se a T. matogrossensis (18,18%), seguido por R. neglectus (0,46%) e T. sordida
(0,27%) (Tabela 2).

A analise temporal dos dados mostra correlagdo entre o numero de
triatomineos capturados e o més da captura (p<0,01) e a analise de regresséao linear
multipla apresentou influénia da T e UR sobre algumas espécies de triatomineos (Fig
2).
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Figura 2- Frequéncia de triatomineos e influéncia da umidade relativa do ar em suas

populagdes em Mato Grosso do Sul, Brasil, 2006 - 2014
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A. Frequéncia de triatomineos. B. Influéncia da umidade relativa do ar. Distibuicdo em logaritimo

natural.

Nota: demais espécies nao foram inseridas devido a; menor importancia na cadeia epidemioldgica,
pequeno numero de espécimes capturados e/ou auséncia de correlagao estatistica.
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Discussao

A espécie mais frequente neste estudo, assim como em outros desenvolvidos
em MS [7,8,10], foi T. sordida. E uma espécie nativa do Cerrado, bioma predominante
do estado e que se estende por uma area de 2.04 milhdes de quildbmetros quadrados
englobando o Estado de Goias, Distrito Federal e parte de Minas Gerais, Rondo6nia,
Mato Grosso, Bahia, Tocantins, Maranhao, Piaui e Para [18-21]. Triatomineo com
baixa frequéncia intradomiciliar (12,97%), concordando com outros trabalhos que ja
mostraram que T. sordida é predominantemente peridomiciliar em MS [7,8]. O simples
encontro de triatomineos infectados, mesmo que em baixa frequéncia, como o caso
de T. sordida (0,24%), deve ser tratado como sinal de alerta uma vez que a
transmissao vetorial tem possibilidade de ocorrer [22]. Entretanto, a preferéncia
alimentar pode estar mais relacionada a oportunidade do que uma tendéncia a
determinada fonte alimentar [23].

Em pesquisa recente, T. sordida foi encontrada com a maior variedade de DTU
(Tcel, Tcll e TcBat/TcVIl) [10]. Isso aponta para sua capacidade de albergar tipos
diferentes de T. cruzi e, como a sua distribuicdo € ampla e quase constante a captura
ao longo do ano (Fig 3), essa espécie de triatomineo torna-se um importante sentinela
da circulacao do parasito, além de elevar seu potencial como vetor de T. cruzi.

T. sordida foi a espécie predominante. Ecologicamente, o termo dominante faz
referéncia ao organismo que sofre impacto do ambiente mudando-o de forma,
podendo causar o desaparecimento (ou aparecimento) de outros taxons [24]. Dessa
maneira, a espécie predominante pode prevalecer sobre as outras na busca por
recursos. De fato, posterior a eliminacédo das popula¢des domiciliadas de T. infestans,
T. sordida foi a espécie mais capturada no estado. Apds o aumento de nichos vagos
deixados por T. infestans, espécies secundarias assumiram posicao de destaque em
frequéncia de capturas [25-27]. Dentre essas, T. sordida apresentou grande
capacidade de ocupacao de ecotopos domeésticos e peridomésticos.

Seu valor como vetor do T. cruzi tem sido tratado como de baixa relevancia no
estado. Explica-se isso devido a seus habitos predomimantemente ornitofilicos e sua
reduzida taxa de infecgdo natural. Entretanto, Cominetti et al. [9] sugerem que essas
taxas podem estar subestimadas. Se os mesmos dados apresentados na Tabela 2
para o nivel de infeccao natural forem tratados como os encontrados por Cominetti et

al. [9], teriamos T. sordida com 1.118 (8,2%) positivos, ante 37 (0,27%), mostrando
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que pode néo ser tao irrelevante sua capacidade vetorial quando se leva em conta a
frequencia de individuos infectados. Além disso, deve-se considerar o fato de serem
dados secundarios e muitas amostras coletadas nao terem sido analisadas por
motivos diversos como, por exemplo, inseto morto e/ou sem conteudo intestinal, bem
como falhas involuntarias no registro dos dados. Assim, muitos desses valores podem
estar aquém da realidade e serem mais expressivos que os apresentados neste
trabalho quanto a suas taxas de infecgao.

T. matogrossensis ja foi encontrado invadindo ambiente domiciliar e apresenta
tendéncia a domiciliagdo [28,29]. Em trabalho anterior [14] essa espécie nao foi
encontrada naturalmente infectada, porém, sua taxa de infecgéo (18,18%) no presente
estudo chama a atencéo e é motivo de preocupacgdo. Apesar de ser uma espécie de
ambiente rochoso e de ecétopo silvestre, 32,32% desses triatomineos foram
capturados em ambiente domiciliar, o que constitui motivo de preocupacgao, pois é
uma espécie com boa capacidade vetorial para T. cruzi [30]. R. neglectus é
predominantemente silvestre, ocorrendo em palmeiras [28,29] e com baixos indices
de infecgao por T. cruzi [31].

Apesar de P. diasi, R. neglectus, P. geniculatus e T. baratai nao apresentarem
grande importancia epidemioldgica, estudos mostram que R. neglectus pode formar
colénias domiciliares [31,32] expondo destacada sinantropia no Centro-Oeste
brasileiro [31], além de ser a mais frequente no intradomicilio [7,33], o que pode levar
a um aumento de sua capacidade de transmisséo. P. geniculatus também & descrito
com baixo potencial de transmisséo de T. cruzi devido a sua pequena capacidade de
domiciliagcao [34] e por habitar tipicamente tocas de tatus [35-37]. De fato, apenas
1,11% dos espécimes coletados foi P. geniculatus. Porém, o encontro mais frequente
desse inseto em ambiente doméstico poderia ser um indicio de domiciliagdo, como
relatado no peridomicilio na regido amazonica [38,39] e no intradomicilio na Colémbia
e Venezuela [40-42]. T. baratai é considerado silvestre, apesar de seu encontro em
ambiente doméstico e peridoméstico em MS [43]. Sua frequéncia foi quase
semelhante para os dois ecotopos e nenhuma amostra estava positiva para T. cruzi.
Além disso, sua biologia e potencial vetorial sdo pouco conhecidos. P. diasi foi o0 mais
frequente no ecotopo doméstico, apesar de seu numero quase irrisério e ser uma
espécie silvestre, ja foi observado predomimantemente em ecotopo intradomiciliar
[33]. Sua presenga no estado ja foi destacada [7] e sua distribuicdo compreende os

estados da Bahia, Goias, Maranhao, Minas Gerais, Rio Grande do Norte, Sdo Paulo
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[4,13,44] e Tocantins [45]. Ndo se pode afirmar categoricamente que essas espécies
tenham preferéncia pelo intradomicilio, haja vista que T. sordida foi encontrado
principalmente em ecotopo intradomiciliar em estudo sobre triatomineos no Distrito
Federal, Brasil [33] - 0 que pode ser explicado por sua atragao pela luz artificial das
moradias - enquanto em Mato Grosso do Sul é principalmente peridomiciliar. Ademais,
a maior frequéncia de triatomineos no estado continua sendo peridomiciliar (85,06%).

T. sordida apresenta elevagdo em suas capturas ao longo dos meses do ano,
iniciando em fevereiro e estendendo-se até o més de outubro, quando tem inicio seu
declinio (Fig 2). Esse aumento mais intenso ocorre durante os meses mais secos,
caracteristicos do inverno em Mato Grosso do Sul. A analise de regressdo multipla
apontou que a variavel UR média mensal afeta a populagao desse inseto fazendo com
que diminua sua frequéncia conforme aumenta a UR (Fig 3). Assim, esse aumento da
populagdo na estagao seca confirma a influéncia da UR sobre a distribuicdo de T.
sordida, com esse preferindo regides menos umidas e com marcados periodos anuais
de estagdes secas e chuvosas, como apontado por Forattini et al. [46]. A mesma
influéncia inversa da UR sobre o aumento da populacao de triatomineos foi observada
para T. matogrossensis e P. diasi. Trabalhos ja demonstraram que os triatomineos
sofrem influéncia de fatores ambientais como temperatura e umidade [47-49]. Esse
trabalho demonstrou que isso € verdade para - além de T. sordida - P. diasi, P.
megistus e T. matogrossensis. A variacdo da UR mensal tem maior efeito sobre a
populacdo de T. matogrossensis, enquanto a variagdo da UR ao longo dos anos e T
no decorrer dos meses afeta a populagao de P. diasi. Pesquisas indicam que a T afeta
diretamente a eclosado de ovos de R. robustus [49], R. prolixus [50] e T. dimidiata [51],
mostrando que essa correlagdo entre variaveis climaticas e os triatomineos
capturados no MS estao relacionadas as maiores frequéncias de algumas espécies
ao longo do tempo em determinadas regides.

P. megistus sofreu influéncia direta da variagdo na UR média anual (Fig 2). A
maior ocorréncia dessa espécie foi nas regides da Grande Dourados e Bolsao (Tabela
1). Ambas as regides apresentam clima seco variando de quatro a cinco meses no
ano, servindo como barreira natural a dispersao do inseto. Aragao [52] concluiu que
essa espécie apresentava preferéncia por locais umidos e que zonas climaticas mais
aridas limitavam sua dispersao. Forattini et al. [46] também chegaram a conclusdes
semelhantes ao estudar P. megistus, assinalando a degradagao ambiental e indices

de UR como sinalizadores da distribuicao desse vetor, com preferéncia por regides
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mais umidas e quentes. Apesar de seu encontro em regides menos antropizadas, sua
frequéncia foi muito inferior, sugerindo sua domiciliagdo em épocas em que a UR e a
degradacgao ambiental sejam maiores.

Como o impacto antrépico - principalmente eventos agropastoris, tal como o
desmatamento - modifica os microclimas de um local e destroi o ambiente natural do
inseto, a sua baixa frequéncia em ecoétopo domiciliar pode ser explicada por seu
isolamento em areas remanescentes de mata nativa ou secundaria dessas regides
(Grande Dourados e Bolsao) onde predomina a agropecuaria. Conforme ocorre a
diminuicdo das regides preservadas, tornando esses ecotopos menos umidos, o
triatomineo pode procurar microclimas mais favoraveis a seu desenvolvimento e
adotar um comportamento sinantropico.

Outro fator que pode explicar as constantes capturas de triatomineos ao longo
dos anos pode ser o uso de inseticida (piretroides) e as condigdes em que esse é
aplicado no ambiente. Fatores como T, UR e P podem acarretar em perda de eficacia
do inseticida [53]. Obara et al. [54] observaram que as populacdes de T. sordida
avaliadas em trés estados da Regiao Centro Oeste brasileira apresentaram baixos
niveis de resisténcia a piretroides. Entretanto, popula¢gées de alguns municipios do
estado apresentaram maior probabilidade de evolucéo a resisténcia. Niveis incipientes
de resisténcia a deltametrina (piretroide) foram observados em cinco populagdes
provenientes do estado de Minas Gerais [55]. Assim, no estado, o controle vetorial
pode estar sendo afetado principalmente pela T e UR, uma vez que a maioria das
amostras apresentou correlacdo com essas variaveis ambientais, e a borrifacdo de
inseticida para controle populacional de triatomineos nos meses mais frios e secos

seria a mais adequada por aumentar seu efeito residual.

Conclusoes

Apesar de Mato Grosso do Sul ser considerado livre da transmissao vetorial
endémica, o persistente encontro de vetores naturalmente infectados por T. cruzi
ainda é digno de atengao e as relagdes entre a entomofauna Triatominae e fatores
climaticos poderao auxiliar nas acées de combate ao vetor no estado visto que é
possivel estabelecer um padrdo de controle para as espécies com base na dindmica

temporal e ambiental dos locais de encontro dos triatomineos.
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6 DISCUSSAO

O exame microscépico (EM) de material a partir do trato digestivo dos
triatomineos é rotineiramente realizado para monitorar a distribuicdo de protozoarios
flagelados (possivelmente T. cruzi). No entanto, a microscopia nao permite a
identificacdo precisa do T. cruzi, pois outras espécies de tripanossomas sao
morfologicamente indistinguiveis deste, gerando resultados falso-positivos. Além
disso, a microscopia nado detecta a presenca dos flagelados em triatomineos como
PCR, evidenciado neste estudo.

Estudos mostraram que a PCR é mais eficaz na identificagdo do protozoario
com taxas variando entre 14,5% e 34,9% (MACHADO; AYALA, 2001; YEO et al.,
2004).

Assim, o trabalho “Monitoring Trypanosoma cruzi infection in triatomines using
PCR in Mato Grosso do Sul, Brazil” apresentou a comparagao entre a técnica para
identificacdo do T. cruzi em triatomineos utilizada oficialmente pela Secretaria de
Saude do Estado de Mato Grosso do Sul e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
contribuindo para a ampliagcdo das informagdes quanto a frequéncia de triatomineos
positivos para T. cruzi no estado.

A diferenca entre as técnicas, com respeito a frequéncia nos resultados
positivos, foi de 8,4%. Embora este valor seja inferior ao de estudos anteriores (DORN
et al., 1999; PIZZARRO; LUCERO; STEVENS, 2007; SHIKANAI-YASUDA et al.,
1996), a PCR ainda exibiu maior numero de triatomineos infectados por T. cruzi
quando comparado ao EM. Além disso, este estudo mostrou que a proporcao de
falsos-negativos resultante do exame microscépico foi de aproximadamente 8,2%.
Esses dados apontam que a frequéncia de insetos positivos no estado sao
subestimadas.

O exame de ninfas de primeiro e segundo estadios é virtualmente impossivel
com a microscopia optica devido a dificuldade em se coletar o conteudo intestinal de
insetos tdo pequenos, principalmente quando nao estao ingurgitadas. Isso pode ser
contornado com o uso da PCR, que pode inclusive ser utilizada em material fixado em
ldmina de microscopia com preévia classificacado inconclusiva para T. cruzi, e que teve
a identificagdo confirmada pela PCR.

Embora a importancia epidemiolégica do EM seja clara em termos de controle

do vetor da doencga, a utilizacdo de técnicas mais sensiveis como a PCR pode
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aumentar a precisdo da investigagdo epidemioldgica, assegurando melhores
resultados em termos de presenca do parasito, e permitir melhor alocagao recursos
financeiros. Além disso, a PCR pode ser usada em inquéritos epidemiolégicos de
outros agentes de importancia para a saude publica.

Claramente, uma técnica de deteccao nao exclui a outra. A utilizacdo de EM e
PCR em conjunto resultara em maior eficacia na identificagdo de focos do parasita.
No entanto, considerando que apenas 0 exame microscopico € utilizado como rotina
no diagnostico de T. cruzi em triatomineos, podem surgir perguntas sobre a
distribuicao atual do parasito nos triatomineos. Por exemplo, qual é a verdadeira
distribuicdo de T. cruzi entre esses insetos vetores? Quais sdo as linhagens do
parasito e sua ocorréncia em triatomineos no Mato Grosso do Sul?

Em vista disso, o artigo “Geographical distribution of Trypanosoma cruzi in
triatomine vectors in the State of Mato Grosso do Sul, Brazil”’, teve por obijetivo
identificar as linhagens de T. cruzi, também chamadas de unidades discretas de
tipagem (DTU), em triatomineos e sua distribuicao no estado.

Para isso, amostras de DNA de 511 triatomineos de 14 diferentes regides do
Mato Grosso do Sul foram examinadas, sendo que 100 (19,6%) foram confirmadas
como positivas utilizando PCR com os iniciadores 121/122, que tém como alvo o acido
desoxirribonucleico cinetoplasto (kDNA) do parasito. Dessas, 12 (12%) foram
amplificadas com iniciadores TcSC5D-fwd/TcSC5D-rev, que tém como alvo o gene
TcSChD.

T. sordida é a espécie com a maior variedade de DTUs (Tcl, Tcll e TcBat/TcVIl).
Como esta espécie é a mais frequente no estado, ha maior probabilidade de encontro
de DTU distintas.

A distribuicdo geografica das DTU segue diferentes padrdes, com Tcl, Tcll e
TcBat/TcVIl nas Regides de Planejamento de Campo Grande e Grande Dourados, Tcl
predominantemente no Bolsao, e Tcll no Pantanal. Além disso, a Tcl foi a DTU mais
frequente em triatomineos, seguido de Tcll e TcBat. A sobreposicao de DTU pode
resultar de uma variedade de intrincados tipos de dispersao do parasito devido aos
mecanismos peculiares de reinfestacédo do vetor (SCHACHTER-BROIDE et al., 2009),
a grande variedade de hospedeiros - abundantes e notaveis no Cerrado (MACHADO;
AYALA, 2001) - e a heterogeneidade do ambiente (VAZ; D'ANDREA; JANSEN, 2007).

As regides de planejamento de Campo Grande e Grande Dourados tiveram a
maior variedade de DTU, apresentando Tcl, Tcll e TcBat/TcVIl. T. cruzi é
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extremamente bem-sucedido e as DTU encontradas neste trabalho sdo comuns no
estado. Outros trabalhos ja identificaram sua presenca na regido do Pantanal
(MARCILI et al., 2009b).

Tcl € uma DTU amplamente distribuida, com mais isolados na regido
amazoénica (MAIA DA SILVA et al., 2008; MILES et al., 1981b). Embora Tcl também
tenha sido encontrada no pantanal (MARCILI et al., 2009b), esta DTU foi identificada
infectando triatomineos apenas nas regides de planejamento de Campo Grande,
Grande Dourados e Bols&o. A presenca de Tcl em Sao Paulo (SP) (MARCILI et al.,
2009b) e Minas Gerais (MG) (VIANA, 2001), estados vizinhos a regido do Bolséo, e
na cidade de Aparecida do Taboado, também ja foi identificada. O encontro de apenas
Tcl na area oriental de MS pode estar associado a maior antropizagao dessa regiao
(MACHADO et al., 2004), com grandes formagbes agropastoris que reduzem a
disponibilidade de alimento para os triatomineos.

Mesmo sendo predominantemente silvestre, Tcl pode estar envolvida com a
manifestacdo de formas graves da doenca de Chagas, especialmente quando ocorre
coinfeccdo em seres humanos com diferentes DTU (BURGOS et al., 2010; DEL
PUERTO et al., 2010). Na comunidade de Furnas do Dionisio, municipio de Jaraguari,
regido de planejamento de Campo Grande, foram identificados Tcl em triatomineos
(COMINETTI et al., 2013), Tcll em morcegos (dados ndao mostrados) e Tclll foi
identificado por Marcili et al. (2009c) em cédes na comunidade. Assim, a situagao
epidemioldgica dessa localidade chama a atengéo por estar localizada entre colinas
dominadas por vegetagédo de cerrado, o que resulta em alta frequéncia de insetos e
um grande numero de ecotopos naturais e artificiais. Além disso, a seguinte questao
deve ser levantada: existe sobreposicao entre os ciclos peridomésticos e silvestres
que poderia levar a um intercambio entre os tipos de T. cruzi encontrados na area?
Estudos eco-epidemioldgicos e moleculares sado necessarios nesta regiao para
elucidar esta questao.

A incidéncia de Tcll foi maior a oeste, na regiao do Pantanal, semelhante aos
resultados em animais silvestres (HERRERA et al., 2008b; MARCILI et al., 2009b).
Uma possivel explicagdo para isso € que a regiao € mais preservada (em relagéo ao
leste do estado), levando a um aumento da oferta de hospedeiros como fontes de
alimento para os triatomineos, facilitando, assim, a circulagdo do parasito. Apesar
disso ser apenas uma hipotese, mais estudos poderdo confirma-la ou refuta-la. No
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entanto, como a dispersao e isolamento de T. cruzi séo limitados pela dispersdo dos
seus hospedeiros, essa ideia merece maior atengao.

TcBat/TcVIl, uma linhagem que, até agora, sé havia sido encontrada em
morcegos e uma crianga (RAMIREZ et al., 2013), foi identificada em T. sordida e
constitui o primeiro relato de infecgédo natural em triatomineos. Este encontro aumenta
a distribuicao desta DTU no estado, uma vez que foi descrita anteriormente apenas
na regidao do Pantanal de MS (MARCILI et al., 2009a; CAVAZZANA et al., 2010). No
entanto, € esperada maior incidéncia desta DTU uma vez que € mais estreitamente
relacionada com Tcl, a DTU mais amplamente distribuida no estado.

Como até o presente ndo havia um trabalho que correlacionasse a frequéncia
de triatomineos com variaveis climaticas em Mato Grosso do Sul, o artigo
“‘Entomofauna Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) em Mato Grosso do Sul, Brasil, e
influéncia de elementos climaticos sobre a estrutura de suas populagdes”, constitui
um estudo importante para auxilio no controle vetorial de T. cruzi e teve por objetivo
estudar a entomofauna de triatomineos capturada no periodo de 2006 a 2009 em Mato
Grosso do Sul e a influéncia da temperatura (T), umidade relativa do ar (UR) e
precipitagédo (P) sobre suas populagdes.

Dos 14.178 espécimes de triatomineos coletados, foram identificadas as
espécies: T. sordida, a espécie mais capturada (13.642 — 96,22%), seguida de R.
neglectus (217 — 1,53%), P. geniculatus (158 — 1,11%) e T. matogrossensis (99 —
0,70%). T. baratai, Panstrongylus diasi e P. megistus perfizeram um total de 62
exemplares (0,44%).

T. sordida foi a espécie predominante, visto que seus indices faunisticos de
abundancia, frequéncia, constancia e dominancia foram os maiores em relagdo aos
outros triatomineos capturados. E uma espécie nativa do Cerrado, bioma
predominante de Mato Grosso do Sul. Triatomineo com baixa frequéncia
intradomiciliar (12,97%), concordando com outros trabalhos que ja mostraram que T.
sordida €& predominantemente peridomiciliar em MS (ALMEIDA et al., 2008;
COMINETTI et al., 2011). Entretanto, a preferéncia alimentar pode estar mais
relacionada a oportunidade do que uma tendéncia a determinada fonte alimentar
(MINTER et al., 1975).

Seu valor como vetor do T. cruzi tem sido tratado como de baixa relevancia no
estado. Explica-se isso devido a seus habitos predomimantemente ornitofilicos e sua
reduzida taxa de infecgdo natural. Entretanto, Cominetti et al. (2011) sugerem que
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essas taxas podem estar subestimadas. Além disso, deve-se considerar o fato de
serem dados secundarios e muitas amostras coletadas n&o terem sido analisadas por
motivos diversos como, por exemplo, inseto morto e sem conteudo intestinal, bem
como falhas involuntarias no registro dos dados. Assim, muitos desses valores podem
estar aquém da realidade e serem mais expressivos que os apresentados neste
trabalho quanto a suas taxas de infecgao.

T. sordida apresenta elevagdo em suas capturas ao longo dos meses do ano.
Esse aumento mais intenso ocorre durante os meses mais secos, caracteristicos do
inverno em Mato Grosso do Sul. A UR afeta a populacao desse inseto fazendo com
que diminua sua frequéncia conforme aumenta a umidade relativa. Esse aumento da
populagdo na estagao seca confirma a influéncia da UR sobre a distribuicdo de T.
sordida, com esse preferindo regides menos umidas e com marcados periodos anuais
de estagdes secas e chuvosas, como apontado por Forattini et al. (1974). A mesma
influéncia inversa da UR sobre o0 aumento da populagao de triatomineos foi observada
para T. matogrossensis.

T. matogrossensis ja foi encontrado invadindo ambiente domiciliar e apresenta
tendéncia a domiciliagdo (GURGEL-GONCALVES et al., 2004; SILVA; SALHA, 2007).
Em trabalho anterior (ALMEIDA et al., 2008) essa espécie nao foi encontrada
naturalmente infectada, porém, sua taxa de infeccédo (18,18%) no presente estudo
chama a atencgao e € motivo de preocupacao. Apesar de ser uma especie de ambiente
rochoso e de ecotopo silvestre, 32,32% desses triatomineos foram capturados em
ecotopo domiciliar, o que se torna preocupante, pois € uma espécie com boa
capacidade vetorial para T. cruzi (NOIREAU et al., 2002).

P. megistus sofreu influéncia direta da variagdo na UR média anual com maior
ocorréncia dessa espécie nas regides da Grande Dourados e Bolsdo. Ambas as
regides apresentam clima seco variando de quatro a cinco meses no ano, servindo
como barreira natural a disperséo do inseto. Aragao (1961) concluiu que essa espécie
apresentava preferéncia por locais umidos e que zonas climaticas mais aridas
limitavam sua dispersdo. Forattini et al. (1974) também chegaram a conclusdées
semelhantes ao estudar P. megistus, assinalando a degradacdo ambiental e indices
de UR como sinalizadores da distribuicao desse vetor, com preferéncia por regides
mais umidas e quentes.

Como o impacto antropico, principalmente eventos agropastoris, tal como o

desmatamento, modifica os microclimas de um local e destroi o ambiente natural do
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inseto, a sua baixa frequéncia em eco6topo domiciliar pode ser explicada por seu
isolamento em areas remanescentes de mata nativa ou secundaria dessas regides
(Grande Dourados e Bolsao) onde predomina a agropecuaria. Conforme ocorre a
diminuicao das regides preservadas, tornando esses locais ecotopos menos umidos,
o triatomineo pode procurar microclimas mais favoraveis a seu desenvolvimento e
adotar um comportamento sinantropico.

Outro fator que pode explicar as constantes capturas de triatomineos ao longo
dos anos pode ser o uso de inseticida (piretroides) e as condigcbes em que esse é
aplicado no ambiente. Fatores como T, UR e P podem acarretar em perda de eficacia
do inseticida (PINCHIN; FANARA; OLIVEIRA FILHO, 1984). Obara et al. (2012)
observaram que as populagdes de T. sordida avaliadas em trés estados da Regiéo
Centro Oeste brasileira apresentaram baixos niveis de resisténcia a piretroides.
Assim, o controle vetorial pode estar sendo afetado principalmente pela T e UR no
estado, uma vez que a maioria das amostras apresentou correlacdo com essas
variaveis ambientais, e a borrifacdo de inseticida para controle populacional de
triatomineos nos meses mais frios e secos seria a mais adequada por aumentar seu
efeito residual.

Assim, o estudo da ecoepidemiologia da entomofauna Triatominae e
distribuicdo populacional das discretas unidades de tipagem (DTU) de Trypanosoma
cruzi, que constituiram os objetivos do presente trabalho, forneceram resultados
favoraveis a implementacao da identificagdo molecular do parasito, por meio da PCR,
na rotina do monitoramento da distribuicdo de T. cruzi, possibilitando melhor
compreensao da sua distribui¢do ao longo do estado.

Além disso, gerou subsidios para estudos eco-epidemilégicos de triatomineos
em Mato Grosso do Sul, ampliando o conhecimento da dindmica populacional e

podendo contribuir para uma maior eficacia no controle desses insetos.
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7 CONCLUSOES

A PCR mostrou-se mais eficaz que o exame microscopico na deteccédo e
identificacdo de T. cruzi em triatomineos, indicando que a frequéncia de insetos
positivos pode estar subestimada no Estado.

Em Mato Grosso do Sul ocorrem trés DTU nos triatomineos: Tcl nas regides de
Campo Grande, Grande Dourados e Bolsao, Tcll nas regides de Campo Grande,
Grande Dourados e Pantanal e TcBat/TcVIl na regido de Campo Grande, sendo que
nas regides de Campo Grande e Grande Dourados ocorre sobreposicao das trés
linhagens de T. cruzi.

Triatoma sordida € a espécie de triatomineo predominante no estado, seguida
por R. neglectus, P. geniculatus, T. matogrossensis, T. baratai, P. diasi e P. megistus.
Esses insetos sofrem influéncia da umidade relativa do ar e da temperatura, mas as

mesmas nao afetam sua distribuicdo ao longo das regides de Mato Grosso do Sul.
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