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Ministério da Salids

FIOCRUZ

jo Cruz

Centro de Pesquisa René Rachou
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias da Saude

Ata da quadragésima quarta defesa de tese de doutorado do Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, do aluno José Eloy dos Santos Junior sob a
orientacao da Dra. Liléia Gongalves Diotaiuti.

Aos wvinte e cinco dias do més de fevereiro do ano de dois mil e onze, as
quatorze horas, realizou-se no auditério do Centro de Pesquisa Rene Rachou,
o exame da gquadragésima quarta defesa de tese de doutorado do Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias da Salde do Centro de Pesquisa René
Rachou/FIOCRUZ, como parte dos reguisitos para a obtencdc do titulo de
Doutor em Ciéncias - 4area de concentragdoa Doengas Infeccicsas e
Parasitarias. A tese do aluno José Eloy dos Santos Junior intitula-se
“Dina3mica do Panstrongylus megistus nos ciclos de transmissdo de Trypanosoma
cruzi em &reas de cerrado e Mata Atlantica no Estado de Minas Gerais,
Brasil”. A banca examinadora fol comstituida pelos professores: Dra. Liléia
Goncalves Diotaiuti - CPgRR/FIOCRUZ (orientadora/Presidente), Dra. Silwvia
Ermelinda Barbosa Leite - CPgRR/FIOCRUZ (Titular), Dra. Silvane Maria
Fonseca Murta - CPgRR /FIOCRUZ (Titular), Dr. Franceois Louis Georges Marie
Noireau - IRD/France (Titular) e Dr. Egler Chiari — UFMG (titular). Apéds
argiir o aluno e considerando gque o mesmo demonstrou capacidade no trate do
tema escolhido e sistematizacdc na apresentagdc dos dados, a Banca
Examinadora assim se pronunciou: De acordo com o regulamento do Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude, o aluno foi considerado

F\fQJD Uf\ghd . Uma vez encerradeo o exame, eu, Lileéia Gongalves

Diotaiuti, presidente da Banca, assino a presente ata juntamente com os

membros da Banca Examinadora. Bele Horizonte, vinte e cinco de fevereiro de

dois Eil e onze. LJAKX,

Dra. Liléia Gongalves Diotaiuti
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Dra. 511 ia Ermellnda Barbosa Leite

Sibvame. [Hario, /{E'rm:ca_f TfﬁE’Q“

Dra. Silvane Nérla Fonseca Murta Y
—
Dr. Frafcois Louis Georges ga;ie Noireau

Dr. EglerQChiari

Av. Augusto de Lima, 1715 Barro Preto Belo Horizonte MG Brasil Cep: 30190-002
Tel.: (31) 33497799 Fax: (31) 3295 3115 “Ihaanwe.cogrr. z_birl) raduacao/cienci
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“Se as coisas sdo inatingiveis... oral
Néo € motivo para ndo queré-las...
Que tristes os caminhos, se nao féra
A presenga distante das estrelas!”.

Mario Quintana
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RESUMO

O triatomineo Panstrongylus megistus pode ser encontrado ao longo do Brasil em
um diversificado nimero de habitats, tanto silvestres como artificiais. Este trabalho
teve como objetivo estudar a dindmica populacional de P. megistus nos ciclos de
transmissdo do Trypanosoma cruzi em areas de Cerrado e Mata Atlantica no Estado
de Minas Gerais/ Brasil. Os municipios estudados foram Bambui (Cerrado) e
Piracema (Mata Atlantica). Foram realizadas coletas nos ambientes natural e
artificial, com objetivo de identificar a dinamica populacional, as fontes alimentares
(FA) e os ec6topos naturais utilizados por P. megistus, bem como caracterizar a
interrelacdo dos ciclos de transmissao do T. cruzi a partir dos reservatérios e vetores
associados. As amostragens de campo foram realizadas em locais de maior
presenca do barbeiro e proximidade de &reas naturais. A partir dos dados avaliados
foi observado o sucesso das atividades de controle vetorial, alcangadas em
momentos diferentes em cada municipio. Através da analise por morfometria
geométrica, foi possivel identificar uma semelhanga entre as populagdes doméstica
e silvestre de P. megistus, sugerindo o ambiente natural como principal foco de
infestagdo triatominica nos municipios. As andlises de FA revelaram uma grande
mobilidade da espécie no ambiente domiciliar, destacando as aves (49%) e os caes
(22%) como principais recursos utilizados. A investigagdo do ambiente natural levou
ao encontro do primeiro foco silvestre de P. megistus em Bambui, ap6s 69 anos de
pesquisas, demonstrando a baixa densidade da espécie no meio silvestre. Foram
identificados os gambas (Didelphis sp.) e os caes domésticos como principais
reservatérios de T. cruzi nos ambientes natural e artificial, respectivamente. Os
dados mostram que as infestacbes domiciliares por P. megistus, embora reduzidas,
se mantém permanentes na Ultima década avaliada, mesmo com poucos focos
silvestres, como detectado em Bambui. Ficou evidenciado também a ocorréncia de
um progressivo declinio das densidades triatominico-tripanossémicas nas areas
estudadas, o que se deve provavelmente a fatores relacionados com a permanente
vigilancia epidemioldgica, a reducdo da populagao rural, a melhoria das habitagdes

rurais e reducao das areas naturais associada a expansao agropecuaria.
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ABSTRACT

The triatomine Panstrongyl/us megistus can be found throughout the country in
a diverse number of habitats, both silvatic and artificial. This work aimed to study the
dynamics of P. megistus in the Trypanosoma cruzi transmission cycles in areas of
Cerrado and Atlantic Forest in Minas Gerais, Brazil. The municipalities studied were
Bambui (Cerrado) and Piracema (Atlantic Forest). Colects were conduced in natural
and artificial environments, in order to identify the population dynamics, food sources
and the natural ecotope used by P. megistus, and to characterize the
interrelationship of T. cruzi transmission cycles from the reservoirs and vectors
involved. The field surveys were conducted in sites with high presence of the
triatomine and proximity to natural areas. From the data evaluated was observed the
success of vector control activities reached at different times, in each municipality. A
geometric morphometric analysis showed no difference between domestic and
silvatic populations, suggesting the natural environment as the main focus of
infestation triatomine rates in the municipalities. The food sources analysis revealed
a highly mobility of the specie in the domiciliar environment highlighting the birds
(49%) and dogs (22%) as the main resources used. The investigation of the natural
environment led to the meeting of the first focus of silvatic P. megistus in Bambui,
after 69 years of research, demonstrating the low density of the specie in the silvatic
environment. It was identified the opossums (Didelphis sp.) and dogs as the main
reservoirs of T. cruzi in natural and artificial environments, respectively. The data
shows that household infestation by P. megistus, although reduced, remain
persistent in the last decade evaluated, even with a few silvatic foci, as detected in
Bambui. It also demonstrates the occurrence of a progressive decline of
T.cruzifTriatomine-density in the studied areas, which is probably due to factors
related to the permanent epidemiological surveillance, reduction of rural population,
the improvement of rural housing and reduction of natural areas associated with the
expansion of agriculture and livestock.
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1 INTRODUCAO

A doencga de Chagas € uma das mais importantes parasitoses existentes no
continente americano, cujo agente etiolégico € o protozoario Trypanosoma cruzi
(Chagas, 1909). Devido as iniciativas intergovernamentais para o controle da doenga,
dos 17 milhées de individuos infectados observados na década de 80, atualmente se
encontram aproximadamente 8 milhdes nas Américas. No Brasil, a doenca acomete
cerca de 3 milhdes de pessoas e constitui um dos principais problemas médico-
sociais, apresentando grande impacto socio-econémico-cultural devido a sua fase
crbnica capaz de acarretar incapacidade, ocasionando aposentaria precoce do
individuo. Segundo estimativas oficiais da Organizagdo Pan-Americana de Saude
(OPAS), 12.500 mortes foram devido a doenga de Chagas no ano de 2006 (Dias
2008, Rassi Jr et al. 2010).

O mecanismo natural de transmissdo da doenca acontece através da via
vetorial, ou seja, pelo contato do hospedeiro vertebrado com fezes e/ou urina do
inseto vetor contaminadas com as formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi.
Os vetores sdo insetos hematéfagos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae e
subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos como “barbeiros”. Mais de 140
espécies de triatomineos ja foram descritas e todas s&do potencialmente
transmissoras do parasito (Costa et al. 2006; Costa & Felix 2007; Galvao & Angulo
2006; Galvéo et al. 2003; Martinez et al. 2007; Sandoval et al. 2007).

Os vetores se infectam quando formas tripomastigotas sangliineas sao
ingeridas durante o repasto no hospedeiro vertebrado infectado (Figura 1). Uma vez
no intestino posterior do inseto, as formas tripomastigotas se transformam em
formas epimastigotas, multiplicam-se por divisdo binéria e, posteriormente, sofrem
alteragbes morfologicas e fisiolégicas transformando-se em tripomastigotas
metaciclicas. Estas ultimas formas se encontram no reto do inseto e estdo aptas
para infectar um hospedeiro vertebrado, como por exemplo, o homem. Logo apds
(ou mesmo durante) o repasto sanguineo, o parasito é eliminado junto com as fezes
e urina do vetor, penetrando na pele pelo local da picada, ou em mucosas integras,
infectando diversos tipos de células. No interior das células do hospedeiro, as formas
tripomastigotas se transformam em amastigotas, rompem a membrana do vacuolo

parasito6foro e caem no citoplasma, onde se inicia um processo de divisao binaria
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simples longitudinal. Apds a multiplicacdo, as formas amastigotas transformam-se
em tripomastigotas, rompem a membrana da célula e direcionam-se para a
circulagdo sanguinea, podendo infectar novas células, serem destruidas pelo
sistema imune ou ainda serem ingeridas por outro inseto vetor dando continuidade
ao ciclo biolégico do parasito (Brener & Chiari 1973, Dias 1933).

Vetor Homem
Liberacao das formas

- trip i tacicli — &2 As formas tripomastigotas
(1] com as fezes e urina | metaciclicas penetram em

varios tipos de células e se

éi“" |\ > 4 transformam em amastigotas
Tripomastigota metaciclica :
P [*] o\

o As formas amastigotas
se multiplicam no
interior das células

As formas
tripomastigotas
penetram novamente

nas células

°A

Ingestao da forma |
% tripomastigota
e sangiiinea pelo

0 Forma epimastigota vetor

o As formas amastigotas se
transformam em tripomastigotas,
rompem as células e entram na
corrente sangiiinea

Figura 1 - Esquema do ciclo biolégico do parasito Trypanosoma cruzi. As setas vermelhas indicam a
multiplicagdo do protozoario no intestino do inseto vetor e as setas azuis, a multiplicagdo do
protozoario dentro do hospedeiro humano (Fonte: CDC, 2011).

A analise de aspectos clinicos e laboratoriais de pacientes portadores da
doenca de Chagas permite classificar a infeccdo em duas fases: aguda e crénica. A
fase aguda é o periodo inicial da moléstia e caracteriza-se pela relativa facilidade
com que se evidencia o T. cruzi no sangue periférico. Manifestacoes sistémicas
como febre, mal estar, astenia, edema subcutdneo, linfadenomegalia,
esplenomegalia, hepatomegalia, miocardite e meningoencefalite podem também ser
observadas (Andrade 2000, Prata 1990; Rezende & Rassi 1994).

A evolugéo da fase aguda para a fase crénica € acompanhada pelo gradativo
desaparecimento das manifestagdes clinicas e diminuicdo da parasitemia. Mais de
90% dos pacientes com manifestagdes clinicas da fase aguda sobrevivem a infeccao

inicial. Pouco a pouco, os parasitos tornam-se escassos no sangue periférico, a
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sintomatologia se atenua e apds algum tempo, em média 2 a 4 meses, a infecgdo
entra em um periodo de laténcia clinica e torna-se crénica. Apdés permanecerem
assintomaticos por varios anos, cerca de 30% dos pacientes chagéasicos podem
apresentar sintomatologias relacionadas com os sistemas cardiocirculatério (forma
cardiaca), digestivo (forma digestiva) ou ambos (forma cardiodigestiva ou mista). Isto
devido ao fato de mudar a anatomia e fisiologia do miocéardio e do tubo digestivo
(es6fago e colon, principalmente) (Andrade 2000).

Além da via vetorial, o T. cruzi pode ser transmitido através da via oral,
congénita, transfusional, transplantes de 6&rgaos e/ou acidentes laboratoriais.
Atualmente, a via oral tém apresentado grande importancia epidemiolégica para a
transmissao do T. cruzi no Brasil. Esta via, de carater habitual no ciclo enzodtico
primitivo, ocorre de maneira esporadica e circunstancial no ambiente utilizado pelo
homem. Desde o relato de Mazza et al. (1936), sobre transmissao por leite materno,
outros trabalhos tém relatado casos da transmisséo via oral, como no distrito de
Teutbnia/RS (Silva et al. 1968), na regiao Amazodnica (Aguilar et al. 2007, Coura et
al. 2002) e em Santa Catarina (Steindel et al. 2008).

Na América do Sul, o crescente numero de individuos infectados observado
na década de 80 (Dias et al 2002) levaram ao surgimento da “Iniciativa
Intergubernamental del Cono Sur’ (INCOSUR) em 1991. Formado por seis paises
Latino-Americanos (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), o
INCOSUR teve como proposito elaborar um plano de agéo para a eliminagao do
principal vetor da doenca de Chagas, Triatoma infestans (Klug, 1834), além de
interromper a transmisséo pela via transfusional (Silveira 2002).

A historia do controle vetorial no Brasil tem inicio na década de 40, com os
primeiros ensaios contra T. infestans no municipio de Bambui/MG, realizados pelo
Dr. Emmanuel Dias (Dias 1945). Nesta época, este trabalho ja& chamava atencao
para as medidas de profilaxia que visavam, além do combate ao barbeiro, melhorias
habitacionais e educagao sanitaria. No inicio da década de 50, foi institucionalizado o
Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCH) pelo Servico Nacional de
Malaria (SNM), posteriormente continuado pelo Departamento Nacional de Endemias
Rurais (DENERu). A partir de 1975, o PCDCH alcanga abrangéncia nacional, sendo
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sistematizado, estruturado e guiado pela Superintendéncia de Campanhas de Saude
Publica (SUCAM), atual Fundacao Nacional da Saude (FUNASA) (Dias 1982).

Devido ao trabalho de profilaxia realizado ao longo dos anos, o Brasil foi
declarado, pela OPAS em 2006, formalmente livre de transmissdo da doencga de
Chagas pelo T. infestans e pela via transfusional (Dias 2006). Em decorréncia do
virtual desaparecimento deste vetor e das mudangas socio-ambientais dos ultimos
anos, houve necessidade de uma revisdo das estratégias e metodologia da
vigilancia epidemiolégica (VE) no Pais. Atualmente, o risco de transmissao depende,
entre outros fatores, da persisténcia de focos residuais de T. infestans e da
ocorréncia de triatomineos silvestres ocupando o ambiente domiciliar (Ministério da
Saude 2005).

Ao longo do processo de controle de T. infestans, diferentes espécies
silvestres de triatomineos assumiram importancia na transmissao doméstica do T.
cruzi ao homem. Atualmente, um quadro epidemiol6gico mais diversificado se
apresenta no Brasil, ao contrario da predominancia demonstrada por T. infestans no
século passado. Desta maneira, diferentes espécies de triatomineos podem ser
encontradas ocupando o ambiente doméstico, como Triatoma rubrovaria (Blanchard,
1843), espécie autéctone do Rio Grande do Sul, onde tem sido encontrado tanto no
ambiente peridomiciliar (em muros de pedras), como intradomiciliar (Almeida et al.
2000, Martins et al. 2006). No Espirito Santo, embora ndo ocorra frequente
domiciliacdo de barbeiros, Triatoma vitticeps (Stal, 1859), tem demonstrado
consideraveis indices de infec¢ao natural por T. cruzi tornando-se um risco potencial

para a transmissao da doenca de Chagas no Estado (Santos et al. 2005).

O barbeiro Triatoma sordida (Stal, 1859), presente em 13 Estados brasileiros
(Bahia, Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhao, Minas
Gerais, Parand, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao
Paulo) esta associado ao bioma Cerrado. Comumente sdo encontradas colbnias
peridomiciliares da espécie em galinheiros. Embora apresente baixos indices de
infeccdo, o estabelecimento de grandes populacbes no ambiente artificial tem
alertado sobre sua importancia epidemioldgica no risco de transmissao do parasito
ao homem (Pires et al. 1999). A espécie Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911)
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apresenta seu habitat natural nas zonas semiaridas e de clima quente, sob o
dominio da Caatinga (Forattini 1980). Encontra-se distribuido em 10 Estados
brasileiros (Alagoas, Minas Gerais, Bahia, Ceara, Goias, Paraiba, Pernanbuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe) (Carcavallo et al. 1999). Esta espécie pode
habitar diferentes ecotopos domésticos e peridomeésticos, sendo também encontrada
largamente em ecétopos naturais (frestas entre pedras). Atualmente é considerada a
principal espécie do nordeste brasileiro (Alencar 1987, Diotaiuti 2008).

A espécie Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835), embora apresente uma
ampla distribuicdo no territério brasileiro (encontrada em 20 Estados do Pais)
(Carcavallo et al. 1999), demonstra maior importancia epidemiol6gica nos Estados
de Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Alagoas e Pernambuco, onde é considerada a
principal espécie autéctone transmissora do T. cruzi (Diotaiuti 2008). No ambiente
natural, este triatomineo se encontra associado a diferentes animais silvestres, tais
como roedores e, principalmente, gambas (Didelphis sp.) colaborando assim com a
manutengao do ciclo natural do T. cruzi (Carcavallo et al. 1999). A destruicdo do
ambiente natural, associado a expansao desorganizada da area urbana tém
aproximado este triatomineo do ambiente domiciliar, possibilitando a inclusdo do

homem e animais domésticos no ciclo de transmissao do T. cruzi (Santos-Jr 2007).

Um estudo sistematizado enfocando a dinamica de P. megistus em duas
areas que diferem quanto ao tipo de bioma e conservacao ambiental, associado ao
estudo da transmissdo de T. cruzi entre vetores e reservatorios (domésticos e
silvestres), pode trazer novos conhecimentos sobre as interrelagdes dos ciclos de
transmissdo do parasito, implicando nas questbes relacionadas ao controle desta
espécie, considerada importante vetor do parasito em largas extensées do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar a dindmica do Panstrongylus megistus nos ciclos silvestre e
domiciliar de Trypanosoma cruzi em areas de Cerrado e Mata Atlantica no Estado de
Minas Gerais, Brasil.

2.2 Objetivos especificos
| - Caracterizar a infestagdo domiciliar e a dispersao de P. megistus nas areas de
estudo a partir dos dados do Programa de Controle da Doencga de Chagas ao longo

dos anos;

[l - Analisar a dindmica populacional de P. megistus nas areas de Cerrado e Mata
Atlantica através da técnica de morfometria geométrica;

[Il - Avaliar a presenga de eco6topos naturais de P. megistus em locais de maior
domiciliagao da espécie;

IV - Identificar as diferentes fontes alimentares utilizadas por P. megistus nos
municipios estudados;

V - Determinar a interrelagdo entre os ambientes domiciliar e silvestre a partir da

infeccdo por T. cruzi de reservatérios (domésticos e silvestres) e vetores nos
municipios de Bambui e Piracema.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Entre as espécies de triatomineos do Brasil, P. megistus destaca-se por
apresentar uma elevada capacidade de adaptacdo ao ambiente doméstico e por sua
ampla distribuicéo ao longo do Pais (Figura 2). Considerando fatores de diversidade
genética e paleobiogeograficos, diferentes autores tém considerado como possiveis
areas de endemismo da espécie os Estados de Minas Gerais, Sao Paulo,
Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro (Barbosa et al. 2003, Forattini 1980, Forattini et
al. 1978). Estes locais foram, desde o inicio da colonizagdo do Brasil, continuamente
atingidos pela devastagdo ambiental. Deste modo, sendo P. megistus uma espécie
de clima umido, a colonizagdo do ambiente domiciliar tornou-se uma alternativa de

sobrevivéncia a aridez provocada pela degradacdo do meio, propiciando sua
disperséao por diversas areas do Pais.

Figura 2 — Distribuicdo de Panstrongylus megistus no Brasil (Area rachurada). As setas indicam os
centros de endemismo e a dispersdo na América Latina propostos para a espécie (Adaptado de
Carcavallo et al. 1999 e Forattini 1980).
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Em areas sujeitas as frentes polares, onde o clima apresenta duas estagdes
bem marcadas, verao chuvoso e inverno seco, a infestacao do ambiente artificial se
apresenta de forma mais intensa. Regidbes com maior destruicdo da cobertura
vegetal, com inverno seco ou chuvoso, mostram maior tendéncia invasiva de P.
megistus aos ecotopos artificiais do que areas de clima mais umido e de maior
conservacdo ambiental (Forattini 1980, Forattini et al. 1978).

A presenca deste triatomineo no ambiente natural contribui na manutengao do
ciclo silvestre da tripanossomiase americana, principalmente quando associado a
pequenos mamiferos, como os marsupiais do género Didelphis (gambas). Diferentes
estudos abordando as relagbes ecologicas de vetores e parasitos, buscaram
identificar os diferentes locais utilizados por triatomineos no ambiente natural.
Schlemper-Jr et al. (1985) obtiveram um indice de 84,5% de infec¢ao por T. cruziem
triatomineos que coabitavam com gambas e roedores, em ocos de arvores e
touceiras de gravatas, no Estado de Santa Catarina. Santos Jr (2007) obteve um
indice de 73% de infecgdo em ninfas do barbeiro capturadas em ocos de arvores
utilizados pelo gamba Didelphis albiventris (Lund, 1841) na regiao metropolitana de
Porto Alegre - RS. No Estado de Sao Paulo, Barretto et al. (1964), encontraram 324
ninfas e 69 adultos de P. megistus em ocos de arvores, touceira de piteira e fendas
entre raizes da figueira Ficus euomphala onde haviam ninhos de gambas e
roedores.

No ambiente natural, os gambas sédo considerados os principais reservatorios
naturais do T. cruzi devido a sua alta infecgao, grande susceptibilidade ao parasito e
por frequentarem tanto o ambiente natural, como domiciliar (Grisard et al. 2000,
Moreno & Carcavallo 1999). Estes marsupiais, diferentes de outros mamiferos,
apresentam indicios de uma relagdo evolutiva mais antiga com o protozodrio,
evidenciada pela auséncia de danos ocasionados pelo parasito (Jansen et al. 1999,
Schweigmann et al. 1995). Outro fator que lhes conferem importante referéncia
epidemioldgica sdo os consideraveis indices de infecgédo por T. cruzi ja relatados na
literatura, como os encontrados nos trabalhos de Rodrigues & Melo (1942) em
Belém/PA (91,7%), Santos Jr (2007) em Porto Alegre/RS (69%), Toledo et al. (1997)
na regiao nordeste do Parana (57,1%), Fernandes et al. (1991) em Bambui/MG (37,
9%), Schweigmann et al. (1999) na Provincia de Santiago Del Estero - Argentina
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(35%) e Mello (1982) em Mambai/GO (20,6%). Alguns autores consideram que parte
da prevaléncia por T. cruzi encontrada nos gambas se deve ao seu habito onivoro,
que inclui insetos, ja se encontrando partes de triatomineos no conteudo estomacal
destes individuos (Crespo 1982).

Schweigmann et al. (1995), oferecendo barbeiros infectados em experimento
controlado, indicaram a via oral como importante meio de infecgao entre os gambas.
Ribeiro et al. (1987) demonstraram um indice de infecgdo maior em gambés
alimentados com triatomineos (83%) do que com camundongos (60%) infectados.
Camandaroba et al. (2002) realizaram experimentos de infeccdo via oral em
camundongos suigos inoculando diferentes cepas ocorrentes nos ciclos silvestres e
domiciliar, encontrando maior infectividade na cepa colombiana, biodema Tipo Ill e
zimodema Z1 (atualmente TCI, Zingales et al. 2009) relacionada ao ambiente

silvestre.

Estudos realizados por Deane et al. (1984) demonstraram que T. cruzi pode
se multiplicar na forma epimastigota e se diferenciar para tripomastigota metaciclico
na luz das glandulas paracloacais de gambas, o que torna estes individuos além de
reservatérios, vetores potenciais da doenga. Fernandes et al. (1989) estudaram o
conteddo destas glandulas de 20 gambas da espécie D. albiventris parasitados por
T. cruzi no municipio de Bambui/MG, encontrando um individuo positivo em

diferentes amostras coletadas ao longo de 18 meses.

A classificacao deste grupo de marsupiais foi apresentada por Gardner (1973),
onde agrupou as espécies neotropicais em trés ordens: Didelphimorphia,
Microbiotheria e Paucituberculata, cada uma representada por uma familia. A familia
Didelphidae (Didelphimorphia) apresenta a maior riqueza de individuos, com 65
espécies pertencentes a 17 géneros (Costa & Patton 2006). O género tipo desta
familia, Didelphis, compreende quatro espécies: Didelphis virginiana (Kerr, 1792),
Didelphis marsupialis (Linnaeus, 1758), D. albiventris (Lund, 1840) e Didelphis aurita
(Wied-Neuwied, 1826), sendo as trés ultimas encontradas no Brasil. Existem ainda
relatos de duas outras espécies, D. imperfecta e D. pernigra, originadas de sub-
divisdes de D. albiventris (Gardner 2005, Lemos & Cerqueira 2002, Ventura et al.
2002). A espécie D. albiventris pode ser encontrada nas regides leste e centro-oeste
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do Pais, na regido norte e central da Argentina, no Uruguai, Paraguai, alcangando o
sul da Bolivia (Lemos & Cerqueira 2002), com citacées na Colémbia, Equador, Peru
e Guiana Francesa (Streilein 1982). A espécie D. aurita distribui-se na porgao leste
do Brasil, do Estado de Alagoas a Santa Catarina, estendendo-se até o Mato Grosso
do Sul, sudeste do Paraguai e a provincia de Misiones, na Argentina (Cerqueira &
Lemos 2000). Em Minas Gerais podem ser encontradas as espécies D. aurita e D.
albiventris, ocorrendo em simpatria em regiées limitrofes entre os biomas Cerrado e
Mata Atlantica (Varejao & Valle 1982). A simpatria em Didelphis deve ser estudada
no intuito de avaliar os distintos processos bioldgicos de exploragao dos recursos,
dado serem taxons semelhantes e evolutivamente muito proximos (Catzeflis et al.
1997).

Segundo Moreno & Carcavallo (1999) o reconhecimento dos diferentes
hébitats do barbeiro no ambiente natural e seus hospedeiros, possibilita construir
uma teia tréfica tedrica levando a uma maior compreensao sobre 0s possiveis
agentes envolvidos na manutencéao e veiculacédo de T. cruzi. Embora a preocupacao
com os vetores secundarios da doenca de Chagas seja crescente, muitas
caracteristicas do seu comportamento silvestre permanecem pouco conhecidas.
Este fato deve-se a grande dificuldade do estudo no ambiente natural,
principalmente através de técnicas convencionais (como coleta direta e dissecacgao),
que podem tornar-se extensivamente laboriosas e destrutivas ao meio ambiente
(Gaunt & Miles 2000, Noireau et al. 2002). Uma técnica utilizada para otimizar a
procura de triatomineos silvestres é a do carretel de rastreamento. Miles (1976) foi o
precursor do uso desta técnica em mamiferos, obtendo sucesso na procura de
vetores de T. cruzi em ninhos de seus hospedeiros silvestres na Reserva Utinga
(Belém/Para) e na floresta do Horto (Rio de Janeiro — RJ), onde foram encontrados
ninhos de D. marsupialis em oco de arvore contendo 12 ninfas de P. megistus
infectadas pelo T. cruzi (Miles et al. 1982).

Embora a participacdo de roedores seja importante na manutencdo e
transmissdo do T. cruzi, poucos registros sdo reportados sobre a infeccdo desse
grupo. Devido a maioria dos levantamentos epidemiol6gicos estarem baseados na
transmissao domiciliar, grande parte dos registros sado vinculados a espécies como
Rattus rattus (Linnaeus, 1758), R. norvegicus (Linnaeus, 1758) e Mus musculus

(Linnaeus, 1758). Existem relatos de infeccao destes reservatorios por T. cruzi
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desde o Texas (EUA) até o sul do Brasil (Packchanian 1942, Beltran e Peres 1949,
Correa et al. 1963, Barretto et al. 1967). Dados mais frequientes sdao encontrados
sobre R. rattus com indices de infec¢do entre 4,3% e 30% (Herrera & Urdaneta-
Morales 1997, Lainson ef al. 1979, Tonn et al. 1982). A participacdo de roedores no
ciclo natural do T. cruzi ocorre, muitas vezes, devido a presenga de triatomineos em
seus ninhos. Miles et al. (1981) demonstram que Echimys chrysurus (Zimmermann,
1780) e D. marsupialis utilizam os mesmos tipos de refugios na floresta tropical,
podendo também abrigar barbeiros. A presenca de espécies silvestres infectadas
por T. cruzi tende a ser maior em ambientes fragmentados, do que nos mais
conservados (Vaz et al. 2007).

A presenca de vetores e hospedeiros silvestres infectados no ambiente
domiciliar possibilita a inclusdo do homem e animais domésticos no ciclo natural do
T. cruzi (Forattini 1980). Entre os animais domésticos, os caes apresentam grande
destaque como reservatérios tanto no Brasil como em outros paises da América
Latina e algumas areas dos Estados Unidos. Estes animais, assim como os gambas,
apresentam parasitemia persistente para T. cruzi (Gurtler et al. 1986, Zéledon et al.
1970). Os caes também podem desenvolver a fase crénica da doenca apresentando
sinais clinicos semelhantes aos dos humanos (Barr ef al. 1989, Barr et al. 1991,
Meurs ef al. 1998).

Fernandes et al. (1994b) no municipio de Bambui/MG, através de
caracterizagao isoenzimatica, indicam o céao como resevatério do zimodema Z1
(Atualmente TCI, Zingales et al. 2009), o mesmo caracterizado em D. albiventris
capturados na regido. Neste trabalho os autores ainda citam a participagdo de um
gato como reservatério do zimodema Z2 (Atualmente TCIl, Zingales et al. 2009) e
ambos zimodemas em P. megistus capturados nas residéncias. Girtler et al. (1992)
realizando estudos em zonas rurais de Trinidad e Mercedes, noroeste da Argentina,
encontraram um percentual de infeccdo por T. cruzi considerdvel em cées (41%) e
gatos (39%), demonstrando uma relagao significativa da presenga destes animais
com a infecgdo de T. infestans. As taxas de infeccdo de barbeiros foi
significativamente maior quando os caes compartilhavam a mesma area de dormir
dos moradores. Diferentes vias podem ocorrer para a infecgao dos caes domésticos,
principalmente a oral, através da caca a animais silvestres (Schweigmann et al.

1999).
38




Reviséo de Literatura

Gartler et al. (1991) avaliaram a sororreatividade de T. cruzi em caes e
criancas de uma comunidade rural na regiao nordeste da Argentina, antes e depois
do controle quimico, em moradias infestadas com T. infestans. O autores
observaram que a redugdo da prevaléncia dos triatomineos (63% para 21%), foi
proporcional a redugdo do indice de infecgdo tanto em criangas (48% para 30%),
como em céaes (83% para 40%). Entretanto, o percentual de barbeiros positivos foi
4,5 vezes maior onde haviam céaes infectados, independente da presenga ou
auséncia de criangas infectadas.

Diferentes testes soroldgicos tém sido aplicados no diagnéstico dos animais
domésticos como forma de otimizar os programas de controle epidemiolégico.
Lauricella et al. (1998) compararam a eficiéncia de trés técnicas diferentes: teste de
hemaglutinacdo indireta (HAI), Imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), na avaliacao de infeccdo de caes em Santiago Del Estero
- Argentina. Entre as amostras analisadas, 86% foram positivas em todos os testes
realizados. Trabalhos realizados no México por Estrada-Franco et al. (2006)
corroboram com a relacao direta entre caes e moradores infectados demonstrando o
uso destes animais como sentinelas para os programas de saide como proposto por
Castariera et al. (1998).

Além do reconhecimento dos indices de infec¢cdo nos hospedeiros associados
aos triatomineos, a determinacdo das linhagens de T. cruzi presentes em cada
ambiente é necessario para melhor compreender as relagées entre os ciclos de
transmissdao do vetor. As populacdes de T. cruzi apresentam caracteristica
heterogénea, composta por um pool de cepas que circulam nos ecétopos silvestre e
doméstico através de vetores, seres humanos e outros hospedeiros vertebrados. O
isolamento e o estudo de populagbes do parasito de diferentes origens
demonstraram um grande numero de cepas com caracteristicas biologicas,
imunolégicas, bioquimicas e farmacolégicas distintas (Andrade 1985, Tibayrenc &
Ayala 1988, Steindel et al. 1993). Miles et al. (1977), estudando o perfil de
isoenzimas de amostras de T. cruzi do municipio Sao Felipe (BA), caracterizaram
pela primeira vez duas formas do parasito, denominados zimodema Z1 e zimodema
Z2. O primeiro grupo, zimodema Z1, foi isolado de gambas e do vetor Triatoma
tibiamaculata (Pinto, 1926) procedentes do ambiente silvestre; o segundo grupo,
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zimodema Z2, foi encontrado em pacientes chagasicos e animais domiciliados em
casas infestadas pelo vetor doméstico P. megistus. A distingao das duas populagdes
circulando independentemente sugeriu que os ciclos de transmisséo silvestre e
domeéstico do T. cruziem Sao Felipe/BA ndo se sobrepunham. Posteriormente, Miles
et al. (1978), analisando pacientes chagasicos de Belém (PA/Brasil), caracterizaram
um terceiro grupo de parasitos, denominado zimodema Z3. Foi verificada, entdo,
pela primeira vez, por meio dos estudos isoenzimaticos, a heterogeneidade de T.

cruzi infectando o homem.

Romanha (1982), com o objetivo de caracterizar cepas do T. cruzi por
métodos bioquimicos, estudou 67 amostras isoladas de pacientes chagasicos
crénicos e de um reservatério silvestre (D. albiventris) do municipio de Bambui (MG).
Por meio do perfil eletroforético de isoenzimas, foram descritas quatro populagdes
denominadas zimodemas A, B, C e D. As correlagbes entre os trés zimodemas
descritos por Miles et al. (1977, 1978) com os de Romanha foram: a) Z1 semelhante
aos perfis de T. cruzi isolado do gamba; b) Z2 = ZA; e c) Z3 ~ ZC. Nao foram
encontradas correlagdes entre os zimodemas B e D. Diferengas morfolégicas nas
formas sanguineas do parasito ja& haviam sido descritas por Chagas (1909) no seu
trabalho sobre a nova tripanossomiase humana e por Dias (1933) em sua tese de
doutorado.

A auséncia de uma nomenclatura comum para classificagdo da grande
variedade de populacdes de T. cruzi levou a formulagdo de um consenso, onde foi
convencionado duas linhagens principais, T. cruzi | (Tc I) e T. cruzi Il (Tc Il). A
linhagem Tc | incluiu cepas predominantemente de origem silvestre (Zimodema 1,
Tipo I, linhagem 2, Grupo 1, Ribodema I/ lll ou similares) e pode representar a
forma original do parasito; A linhagem Tc Il albergou parasitos de origem
predominantemente domiciliar (Zimodema 2, Zimodema A, Tipo Il, Linhagem 1,
Grupo 2, Ribodema | ou similares) (Anonymous 1999).

Posteriormente, Brisse et al. (2000) através de analises isoenzimaticas e PCR-
RAPD (Polimerase Chain Reaction — Random Amplification of Polymorphic DNA),
propuseram a subdivisdo de T. cruziem seis DTUs (Discret Taxonomic Units), sendo
elas: |, lla, llb, llc, 1ld, lle; onde DTU | correspondente a T. cruzil e o DTU llb a T.
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cruzill. As sublinhagens lla, llc-e incluiram as cepas hibridas e as pertencentes ao
Zimodema 3. Freitas et al. (2006) propuseram uma terceira linhagem em T. cruzi,
denominada T. cruzi lll. Em 2009, a partir de um comité de especialistas, foi proposto
uma nova nomenclatura para T. cruzi, onde: T. cruzi | e Il correspondem a
Anonymous (1999), T. cruzi lll (Z3/Z1 ASAT, Z3-A, DTU lic e T. cruzi lll), T. cruzi IV
(Z3, Z3-B, DTU lla), T. cruzi V (Boliviana Z2, rDNA 1/2, clone 39 e DTUIId) e T. cruzi
VI (paraguaia Z2, Zimodema B, CL Brener e DTU lle) (Zingales et al. 2009).

Em muitas areas com presenca de T. cruzi, pode existir sobreposicdo com
outro tripanossomatideo, Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920). Ao contrario do T.
cruzi, este protozoario € transmitido através da picada de barbeiros infectados, ndo
sendo considerado patogénico para os vertebrados. Nos vetores hospedeiros, este
parasito pode lesar o intestino, os tabulos de Malpighi, cuticula, traquéia, glandulas
salivares e sistema nervoso (Garcia et al. 1994, Schaub 1992, Watkins 1971). No
Brasil, este parasito ocorre em diferentes Estados, ja sendo isolado em humanos e
em reservatorios e vetores silvestres na bacia Amazénica (Miles et al. 1983). Na
regidao sul do Pais, Estado de Santa Catarina, este parasito foi isolado em roedores
silvestres (Steindel et al. 1991). Ramirez et al. (2002) em trabalho realizado na
regido do Triangulo Mineiro, regido endémica da doenga de Chagas, observaram
uma alta prevaléncia de T. rangeli em D. albiventris, um dos principais reservatorios

naturais do T. cruzi.

Além da caracterizagao das populagdes do T. cruzi, métodos aplicados para o
reconhecimento de populagdes de barbeiros entre 0 ambiente natural e domiciliar
tem colaborado para o entendimento da dispersdo e infestacdo triatominica nas
unidades domiciliares. Entre estes métodos pode-se destacar a morfometria
geométrica. Esta técnica baseia-se no estudo da variagdo da forma e sua co-
variagdo com outras variaveis (Bookstein 1991). A morfometria geométrica tém sido
amplamente utilizada em estudos de triatomineos, principalmente populacionais,
mas também, tem mostrado bons resultados nas analises interespecificas. Matias et
al. (2001) identificaram um espécime de Rhodnius robustus (Larousse, 1927) na
Bolivia comparando com outras espécies do género através de morfometria
geométrica das asas. Patterson et al. (2001) verificaram alto grau de similaridade
entre Triatoma rubrofasciata (De Geer, 1773 ) e outras sete espécies de Triatoma do
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Novo Mundo através do estudo do tamanho e forma da cabega, sugerindo uma
ancestralidade comum entre as espécies. Dujardin et al. (1998), compararam
popula¢des de R. prolixus (Larrouse, 1927) da Colémbia e Honduras, com dados
morfométricos e de RAPD, o que os levou a sugerir uma recente introducdo no
ambiente domiciliar desta espécie na América Central.

Estudos sobre a dinamica populacional de P. megistus foram realizados
buscando entender os diferentes comportamentos observados nos Estados
brasileiros. Nos Estados do sul do Brasil esta espécie ocorre, principalmente, em
ecotopos silvestres. Ao contrario de Minas Gerais, Bahia e alguns Estados da regiao
nordeste, nas quais ocupa ecotopos artificiais (Forattini 1980). Pessoa (1962) propde
a existéncia de duas subespécies ecoldgicas, uma silvestre e outra adaptada a
ecotopos artificiais através de mutagées e mecanismos seletivos. Aragao (1961), por
outro lado, acredita na existéncia de uma populacdo monotipica de P. megistus,
onde a diferenga de comportamento se deve a diferentes condicdes ambientais de
cada regiao, sendo a aridez um elemento climatico limitante na dispersao deste
barbeiro no Brasil.

Barbosa et al. (1999), visando caracterizar as diferentes populagbes de P.
megistus encontradas ao longo do Brasil, demonstraram diferentes perfis
eletroforéticos da proteina salivar do barbeiro. Entretanto, os dados ndo foram
consistentes para assegurar a existéncia de duas subespécies. O estudo de
populagcbes obtidas em trés Estados brasileiros, Bahia (BA), Minas Gerais (MG) e
Santa Catarina (SC), sugeriram um cline demografico, onde os exemplares de SC
apresentaram um ganho de peso menor, associado a um maior numero de repastos
sanguineos e maior mortalidade (selecdo K - forte), quando comparados aos
individuos da BA, com maior ganho de peso (e tamanho), menor nimero de repastos
e mortalidade (selegéo K - fraca). Os individuos de MG apresentaram caracteristicas
intermediarias entre estas populacdes. Desta maneira, os autores sugerem que 0
processo de domiciliagdo de P. megistus pode levar ao aumento da selecdo K,
estando associada a maior eficiéncia na utilizagdo dos recursos (Barbosa et al.
2001). Avaliando as caracteristicas morfolégicas e enzimaticas destas populagdes
(descritas no paragrafo anterior), Barbosa et al. (2003) observaram a formacao de
dois grupos distintos, BA + MG e SC. Dada a maior variabilidade genética dos
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individuos avaliados na Bahia e Minas Gerais, 0os autores propuseram a incluséo de
MG como centro de endemismo de P. megistus, juntamente com as areas

anteriormente propostas (Forattini 1980).

Barbosa et al. (2006) avaliaram 20 populagbes brasileiras de diferentes Estados
(Alagoas, Bahia, Ceard, Goids, Minas Gerais, Santa Catarina e Sao Paulo)
considerando dados paleobiogeograficos e moleculares (PCR-RAPD). A partir das
caracteristicas genéticas os autores identificaram uma sensivel diferenciagéo entre
as populagdes, observando uma menor similaridade entre Ceara (remanescente de
Mata Atlantica) e Santa Catarina (Mata Atlantica), e a formagao de um grupo de seis
Estados (Alagoas, Bahia, Goids, Minas Gerais e Sao Paulo) entre estas areas. O
trabalho permitiu inferir que as populagdes de P. megistus j& estariam formadas ha
18.000 anos (periodo de expansdo de areas abertas e formagdo de refugios
ecoldgicos), desta maneira os diferentes eventos paleo-vegetais ocorrido podem ter
atuado de maneira diferente sobre cada populagéo.

Todos estes fatos e informagbes, somados a elevada dispersdao de P.
megistus no Brasil e, mesmo ainda, significativos niveis de infestacdo domiciliar,
levaram a elaboragdo do presente trabalho, com vistas ao aprofundamento no
conhecimento da eto-ecologia da espécie. Triatomineo nativo e silvestre em vastas
extensoes Sul-americanas, P. megistus devera seguir como permanente elemento
de risco de transmissdo da doenca de Chagas humana em suas areas de
ocorréncia. Isto justifica o presente e futuros trabalhos que possibilitem o
aprimoramento da imprescindivel VE desta espécie.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Areas de estudo

Minas Gerais € um dos Estados brasileiros com maior dispersao de P.
megistus, sendo este, o principal transmissor potencial da doenga de Chagas,
justifica-se a escolha deste Estado como sede do presente trabalho. Como critérios
de escolha das areas para o estudo foram considerados fatores relacionados com o
bioma natural (Cerrado e Mata Atlantica), presenca constatada do vetor e parasito e,
principalmente, Programa de Controle da Doenca de Chagas ativo e apoio da
Secretaria Municipal de Saude (SMS), sem os quais seriam impossivel a realizacao
do projeto.

As capturas de P. megistus foram realizadas nos municipios de Bambui e
Piracema, Minas Gerais/Brasil (Figura 3), regidbes onde ha registro de ocorréncia
destas espécies em diferentes épocas do ano, de acordo com a 32 Geréncia
Regional da Saude (3° GRS). O municipio de Bambui situa-se préximo a Serra da
Canastra, a uma latitude de 20°00°21” Sul, uma longitude de 45°58'37” Oeste e com
uma altitude de 706 m. O municipio tem uma area total de 1.455,82 km?, 22.709
habitantes (em 2010), dista 270 km da capital Mineira e se encontra inserido no
contexto do bioma Cerrado. Atualmente esté dividido em 203 localidades, a maioria
rurais, baseando sua economia na producdo de leite e no plantio do café, arroz,
milho e soja. Mais recentemente a agricultura tem sido movimentada pela instalagao
de uma grande usina de alcool e agucar, levando muitos agricultores a monocultura
da cana-de-agucar. Segundo dados do IBGE sobre o ano de 2010, da area total do
municipio, 62% esta relacionada aos estabelecimentos agropecuarios, sendo 6%
desta area utilizada como lavouras permanentes. Na pecudria, 0 municipio conta
com 79.362 cabecas de bovinos, gerando uma producdo de 41.616 litros de
leite/ano. A area de pastagem abrange em torno de 44% do municipio (IBGE 2010).
Em 1943, foram iniciadas as atividades do Posto Avancado de Estudos Emmanuel
Dias (PAEED), vinculado a FIOCRUZ, o qual tinha como objetivos principais a
profilaxia e o controle da doenca de Chagas na regiao (Dias 1982).
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Figura 3 — Mapa de localizagdo de Bambui (20°00°21” Sul, 45°58'37”” Oeste) e Piracema (20°30°28”
Sul; 44°28°57" QOeste), demonstrando a localizagdo dos municipios nos biomas Cerrado e Mata
Atlantica, respectivamente (Adaptado de Ecossitemas brasileiros, Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, s.d.)

O municipio de Piracema se localiza a uma latitude de 20°30°28” Sul e uma
longitude de 44°28°57" Oeste, apresentando altitude de 872 m. Este municipio esta
inserido no bioma Mata Atlantica. Apresenta uma area total de 280 km?, 6.406
habitantes e dista 120 km da capital mineira. Dividido em 59 localidades, a maioria
também de caracteristicas rurais, as atividades agropecuarias sdo baseadas no
plantio de lavouras e na criagao de gado para o comércio leiteiro. De acordo com
dados do IBGE, da area total do municipio, 40% esta relacionada aos
estabelecimentos agropecuérios, sendo 4% desta area utilizada como lavouras
permanentes. Na pecuaria, o municipio conta com 18.034 cabec¢as de bovinos,
gerando uma producgao de 16.000 litros de leite. A area de pastagem abrange em
torno de 28% do municipio (IBGE 2010).
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4.2 Procedimentos Gerais
4.2.1 Coleta de dados do Programa de Controle da Doenca de Chagas (PCDCH)

Em cada municipio foi realizado um levantamento dos dados obtidos pelo
PCDCH entre a década de 70 e o periodo atual. Os dados do municipio de Bambui
foram obtidos de trés periodos: 1974/75, 1977/78 e 1979/80, disponibilizados pelo
PAEED. A partir dos dados armazenados no Cardex (banco de dados — PCDCH/
SUCAM/FUNASA), foram obtidos dados relativos as pesquisas integrais (Pl) do
municipio realizadas em 1983 e 1990. Dados atuais (2004 a 2010) sobre a
ocorréncia e distribuicdo de P. megistus foram adquiridos no PCDCH coordenado
pela 32 GRS — Divinépolis/MG. O municipio de Piracema, como as demais cidades
de Minas Gerais, teve o controle da doenga de Chagas coordenado pela SUCAM
entre 1976 e 1993. Os dados sobre as infestagfes deste municipio foram obtidas
através dos dados do Cardex.

Para avaliacdo do periodo atual, VE, do PCDCH, foi firmada uma parceria
entre o Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da Doenga de Chagas (LATEC-
CPgRR/FIOCRUZ-MG), a 32 GRS - Divinépolis e as Secretarias Municipais de
Saude de Bambui e Piracema. Neste acordo, realizado em 2008, ficou combinado
que os triatomineos recebidos pelos PCDCH municipais seriam encaminhados ao
LATEC, o qual procederia com a identificacao do barbeiro e andlise de infec¢do por
T. cruzi. Este caminho permitiu um recebimento mais integro dos insetos capturados
e uma resposta mais rapida aos municipios, os quais realizaram com as atividades
de vistoria e expurgo das residéncias notificadas. Para melhor observacdo das
infestagdes triatominicas da ultima década, foram avaliadas as notificagbes e os
atendimentos realizados no periodo entre 2004 e 2010. A partir destes dados, foi
possivel determinar a infestagcdo domiciliar e a dispersdo de P. megistus nos
municipios, caracterizar as notificacdes e atendimentos realizados (intradomicilio e
peridomicilio) e verificar a variagdo sazonal de ninfas e adultos, bem como os
indices de infecgao por T. cruzi.
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4.2.2 Investigacao do ambiente domiciliar e silvestre

Foram realizadas amostragens de campo entre mar¢o/2008 e maio/2010, a
partir de residéncias proximas a areas naturais com maior presenga de P. megistus.
Caracteristicas como seguranga (evitando depredagdo das armadilhas) e
acessibilidade, também foram consideradas na escolha das éareas. A partir das
unidades domiciliares selecionadas, foram realizadas buscas por triatomineos no
ambiente domiciliar e nas areas naturais préximas. Para uma avaliagao dos ciclos de
transmissao do T. cruzi, foram realizadas amostragens de animais domésticos (caes
e gatos) e animais sinantropicos e silvestres (roedores e gambas). Todas as
moradias foram georreferenciadas (GPS CSX76 - Garmin®) possibilitando a
avaliagdo da proximidade das casas notificadas de diferentes classes de vegetagéo
em cada municipio analisado. Para esta analise foi utilizada uma imagem da
vegetacao Landsat 5 (Instituto Estadual de Florestas — IEF/MQG) referente ao ano de
2003, com cinco diferentes classes de vegetagbes: Campo, Cerrado Tipico, Cerrado
Denso, Floresta Semidecidua e Eucalipto. Através do programa ArcGis 9.3 foram
realizadas analises de distancia (buffers) a cada 20m, até uma distancia total de
200m, entre as casas e as classes vegetais mais proximas.

Além do recebimento dos triatomineos obtidos pelo PCDCH ao longo do
periodo amostrado, as residéncias selecionadas para a avaliagdo do ambiente
natural foram sistematicamente investigadas para a presenca de barbeiros. Tanto o
intradomicilio, como o peridomicilio foram investigados ativamente com auxilio de
lanternas e pingas. No peridomicilio foram colocadas, em algumas oportunidades,
armadilhas luminosas confeccionadas com duas lampadas de mercurio 150 Watts e
um pano branco para captura de barbeiros adultos.
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4.2.2.1 Carretel de Rastreamento

Para o encontro de colbnias naturais de P. megistus, foi realizada a
investigacdo do ambiente natural, através de buscas ativas (procura por tocas na
mata) e com auxilio do carretel de rastreamento. As buscas ativas foram realizadas
em locais com potencial para abrigar colénias de barbeiros (ocos e anfractuosidades
de arvores, tocas no chao, ninhos de aves, etc.) em todo fragmento de vegetagao
proximo a casa, conforme modelo de Barretto (1979). Em casos de areas naturais
muito extensas foram realizadas buscas até 500 metros das moradias.

O carretel de rastreamento € uma técnica utilizada para indicar os locais de
uso e abrigo de animais silvestres. O equipamento utilizado foi composto por linha
de polipropileno com 914 metros de comprimento (7cm x 4 cm, 54 g). Os carretéis
foram montados em potes plasticos, com um eixo central, formando o equipamento
para rastreamento (Figura 4). Os equipamentos foram presos no dorso dos
marsupiais capturados, na altura da cintura escapular, com atadura e fita crepe, ndo
restringindo os movimentos do animal. Apos estes procedimentos a linha foi presa
na armadilha e os animais soltos no mesmo ponto de captura. O percurso deixado
pela linha foi seguido na manh& seguinte. As tocas encontradas foram investigadas
para buscas de triatomineos ou de seus vestigios (ovos, exuvias, partes do corpo,
etc.). As tocas que foram apenas exploradas pelo animal, ou seja, locais que os
gambas visitaram e logo em seguida continuaram o percurso, foram classificadas
como “tocas visitadas”. Os locais que foram encontrados no final do percurso,
indicado pela presenga do gamba com o carretel aderido, foram classificados como
“ninho”. Para avaliagdo da temperatura e umidade relativa no interior das tocas com
presenca de barbeiros e do ambiente externo, foi utilizado o equipamento HOBO®
H8 data logger, ONSET Computer Corporation (HOBO® sensor), programado para
leituras a cada 15 min. Os dados foram tratados no programa BoxCar® Pro 4.3.
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Figura 4 - Carretel de rastreamento utilizado na procura das tocas de gambas no meio silvestre (7 x 4
cm, 54 g). A - Carretel utilizado (seta indicando o orificio de saida da linha); B - Didelphis albiventris
com carretel instalado; C - Gamba encontrado no ninho (seta indicando o carretel).

4.2.2.2 Armadilhas de Noireau

Tanto as tocas encontradas por busca ativa, como por carretel de
rastreamento, foram investigadas com auxilio de lanternas e pingas, armadilhas
adesivas com isca viva (armadilhas de Noireau) (Noireau et al. 2002) e coleta do
material do seu interior para triagem. As armadilhas de Noireau utilizadas seguiram
dois modelos: A - o primeiro consistiu em potes plasticos, fechados com telas,
possuindo um camundongo como isca, envolvidos com fita-dupla face (Figura 5A) e
B - adaptagéo para o uso de galinhas como isca, a partir de armadilhas de arame,
envolvidas com a mesma fita (Figura 5B). A armadilha com camundongos foi
utilizada em ocos de &rvores, frestas entre pedras e locais de mais dificil acesso. As
armadilhas com galinhas foram utilizadas, principalmente, em palmeiras e em um
oco de arvore (Figura 5C). Foi colocado nas armadilhas um ninho artificial (papel e
palha) e alimento para melhor acomodagé@o dos animais utilizados. As armadilhas
foram instaladas no final da tarde e recolhidas na manha seguinte.

49




Material e Métodos

Figura 5 — Armadilhas de Noireau utilizadas na captura de triatomineos. A — Armadilhas com
camundongos colocados em frestas entre pedras. B e C - Adaptagdo com galinhas: colocadas em

palmeiras e instaladas num oco de &rvore, respectivamente.

Todos os barbeiros enviados pelo PCDCH e encontrados durante as
amostragens de campo tiveram as fezes analisadas para presenca de T. cruzi (item
4.2.3.1). Também foi coletado o conteudo estomacal para andlise da fonte alimentar
(item 4.2.3.4) e os espécimes utilizados nas analises populacionais de P. megistus
(Item 4.2.3.5).
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Em cada amostragem de campo foram instaladas armadilhas de arame, de
diferentes tamanhos, nos ambientes peridomiciliar e silvestre para captura de
marsupiais e roedores. As armadilhas foram iscadas com abacaxi, banana ou bacon.
A isca foi colocada na parte final da tarde e as armadilhas revisadas na manha
seguinte. Os individuos capturados foram pesados (balanga com precisdo de 25q),
anestesiados (ketamina+xilazina) e investigados quanto a infecgéo por T. cruzi. A
presenca do parasito foi detectada a partir de exames parasitolégicos (item 4.3.2.1)
e moleculares a partir do sangue total (item 4.2.3.2). A idade dos gambaés foi
estimada a partir da analise da erupcao e desgaste dentario (Figura 6).

Jovens Pre - adultos Adultos

I Il 1] v v Vi Vil

FD-&:1:2:2 515253 5124 2:1:3:4

STENAY

Erupgéo Desgaste

Figura 6 - Determinagdo da idade dos gambas segundo a erupgao e desgaste dos dentes: A - Jovem
classe lll; B - Adulto classe V; C - Adulto classe VII; D - Classes de idades para D. albiventris: | —
erupgao de dois pré-molares e dois molares, o primeiro deciduo; Il — agregagao de um terceiro molar;
IIl — agregagéo de um quarto molar; IV — o primeiro molar (deciduo) é substituido por um terceiro pré-
molar; V — erupgdo do ultimo molar; VI e VII — clspides dos caninos, pré-molares e molares
desgastados. FD = formula dentaria. Adaptado de Schweigmann et al. (1999) e Tyndale-Biscoe &
Mackenzie (1976).

Os filhotes encontrados no marsUpio das fémeas tiveram a idade estimada de
acordo com Schweigmann (1994) para D. albiventris e Motta (1988) para D. aurita.
Foram realizadas nos gambas a instalagcdo de carretel de rastreamento e coleta da

secrecao das glandulas anais. A coleta da secre¢dao das glandulas anais, ou de
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cheiro, foi realizada através de compressao e coleta do material em papéis filtro (J.
Prolab 80 g nas medidas 5 x 10 cm) no mesmo local de captura. As amostras foram
acondicionadas em local limpo para secagem, armazenadas em envelopes de papel
aluminio e, posteriormente, conservadas a -70°C. Buscando identificar a infecgao
destas glandulas por T. cruzi foi realizada a analise molecular destas amostras (item
4.2.3.2).

4.2.2.3 Coleta de sangue em animais domésticos (caes e gatos)

A amostragem dos animais domésticos foi realizada a partir de visitas as
residéncias com notificagbes de P. megistus, entre 2004 e 2010, e coleta de sangue
de cédes e gatos. A amostragem foi realizada com auxilio, esclarecimento e livre
consentimento dos proprietarios (Anexo 8.1). Nos caes, na maior parte dos casos, foi
realizada a coleta do sangue total por pungao venosa, com auxilio de seringas 5 mL,
acondicionado em tubos Vacutainer® (tampa vermelha) para as andlises soroldgicas
(item 4.2.3.3). Para a analise molecular pela técnica de PCR-Multiplex (item 4.2.3.2),
foi separado 1 mL do sangue coletado e armazenado em Guanidina/EDTA, na
propor¢cao 1:1 (1 mL de sangue para 1 mL de Guanidina/EDTA). Quando né&o foi
possivel a coleta por puncao venosa, foi realizada apenas a coleta em papel filtro
através de puncao da ponta da orelha. A perfuracédo foi realizada com auxilio de
lanceta estéril, sendo as gotas de sangue coletadas em papel filtro (formando uma
mancha de pelo menos 3 cm de didmetro). Dado que em muitas residéncias os
gatos sao arredios, nao permitindo seu manuseio, foram instaladas armadilhas no
ambiente peridomiciliar. Desta maneira, grande parte da analise de infeccdo em
gatos foi realizada através da PCR-Multiplex com amostras de sangue em papéis -
filtro (item 4.2.3.2). Quando possivel foram realizados exames parasitolégicos (ltem
4.2.3.1).
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4.2.3 Analises realizadas nos reservatorios e vetores amostrados nos
municipios de Bambui e Piracema

4.2.3.1 Exames parasitolégicos

Para detecgao e isolamento de T. cruzi nos reservatorios foram utilizadas as
técnicas de xenodiagndstico e hemocultura. O teste de xenodiagndstico foi aplicado,
principalmente em marsupiais e roedores, no entanto, quando possivel foram
realizados também em caes e gatos. Nos caes foram usadas em média 30 ninfas de
R. neglectus (Lent, 1954) (entre 2° e 4° instar) e nos gatos uma média de 10 a 20
ninfas. O teste realizado em marsupiais e roedores utilizou de 4 a 10 ninfas,
dependendo do tamanho do animal, entre 3° e 4° instar de R. neglectus e/ou T.
infestans, obtidos no insetério do Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da
doenca de Chagas (LATEC - CPqRR - FIOCRUZ/ MG). Apés as primeiras
amostragens, foi observado um menor aproveitamento no repasto sangiineo
realizado por T. infestans quando comparado com R. neglectus. Desta maneira,
optou-se por utilizar a ultima espécie em todas as amostras. Os potes com barbeiros
foram colocados durante 20-30 minutos sobre os animais analisados. Apds as
amostragens, estes potes foram mantidos em estufa (28°C, UR 80%) até o momento
da andlise. Foi realizada uma alimentagdo no 23° dia ap6s a exposi¢do de acordo
com Dias (1933) e Perlowagora-Szumlewicz & Miuller (1982). A analise foi realizada
no 45° dia apds a exposicao através da observacéo das fezes. Para a andlise, parte
do contelido do tubo digestivo foi colhido, por compressao e examinado com auxilio
de microscépio optico (400x). Todos os individuos também tiveram amostras da
hemolinfa analisada (corte na pata mediana) no intuito de identificar co-infec¢éo por
T. rangeli. O conteudo intestinal dos individuos infectados foram semeados em meio
NNN/LIT (Novy, McNeal & Nicole/ Liver Infusion Triptose), repicados semanalmente
e criopreservados em nitrogénio liqliido (- 196°C), integrando o banco de cepas do
LATEC.

Apo6s as primeiras amostragens de campo foi adicionado um segundo método
de avaliacdo parasitolégica, a hemocultura. Esta técnica foi realizada no mesmo
ponto de captura dos animais, através da coleta de sangue por pungcédo venosa e
inoculacdo (0,5 mL) deste em tubos previamente preparados com meio LIT (4 mL).
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As hemoculturas foram mantidas em estufas e analisadas a partir de 15 dias apés a
inoculagdo do sangue. As amostras positivas foram repicadas semanalmente e

criopreservadas (-196°C).

Os triatomineos capturados em campo ou enviados pelo PCDCH foram
submetidos ao exame a fresco das fezes, como descrito para os barbeiros utilizados
no xenodiagndstico (item 4.2.3.1). O material dos individuos positivos também foi
semeado em meio de cultura e criopreservado. Parte dos individuos coletados em
campo foram dissecados para analise de fonte alimentar (item 4.2.3.4) e parte das
ninfas negativas foram mantidas no insetario até atingirem o estagio adulto. Os
insetos adultos foram utilizados para as analises de dinamica populacional de P.
megistus (item 4.2.3.5). Nos barbeiros infectados por T. cruzi com pouco conteudo
intestinal, a coleta das fezes foi realizada em papéis filtro (J. Prolab® 80g), para
posterior caracterizagao molecular (item 4.2.3.2).

Para observar a concordancia entre os resultados parasitolégicos e PCR-
Multiplex da infeccdo por T. cruzi nos reservatorios, foi realizada uma analise
estatistica do indice Kappa (Landis & Koch 1977), possibilitando observar a
concordancia entre os dados. Os resultados foram interpretados de acordo com a
TABELA 1.

TABELA 1 - INTERPRETAGAO DO COEFICIENTE KAPPA

Valor do indice Kappa Poder de concordancia

<0,00 Pobre

0,00 a 0,20 Pequeno

0,21 a 0,40 Regular

0,41 a0, 60 Moderado
0,61a0,80 Substancial
0,81 a 1,00 Quase perfeito
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4.2.3.2 Caracterizacao molecular de tripanossomatideos

A identificacdo e caracterizacdo molecular da infeccao por T. cruzi foi
realizada em diferentes amostras coletadas de vetores e reservatérios. Para
caracterizagdo do parasito foi utilizada a técnica de PCR-Multiplex (Liarte et al.
2009), com modificagbes. Esta técnica permite a identificagdo de T. cruzi e a
classificagdo do parasito nos dois principais grupos de T. cruzi | (fragmento de 111
pb) ou T. cruzi Il (fragmentos 111 pb e 195 pb). No entanto ndo demonstra a
presenca de infec¢des mistas (T. cruzil e ll).

A analise foi realizada em dois tipos de amostras: papel filtro (sangue total de
gambas, fezes de barbeiros, culturas de parasitos e secre¢cao das glandulas anais
dos marsupiais) e sangue total (Guanidina/EDTA). Para as amostras em papel filtro
foram utilizados dois picotes redondos (6 mm de didmetro) e nas amostras de
sangue total, 50 pL. Para a avaliagdo da técnica de PCR-multiplex na caracteriza¢do
da infeccdo canina, foram realizadas analises em amostras de dois cées infectados
experimentalmente (disponibilizadas pelo Laboratério de doenca de Chagas —
UFOP/MQG).

Para a extracdo do DNA as amostras foram acondicionadas em tubos
eppendorf (1.5 mL) contendo 500 pL de agua bi-destilada por 30 min. (temperatura
ambiente). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm (5 min.) para
remocao do sobrenadante e adicdo de 100 uL resina quelante InstaGene Matrix
(BioRad®). A amostra foi incubada a 56°C (30 min.) e 100°C (8 min.), centrifugada e
0 sobrenadante armazenado a - 20°C. Para a amplificacdo do DNA satélite do
parasito foram utilizados os iniciadores Diaz7 (5 CGC AA ACA GAT ATT GAC
AGAG 3’), Diaz8 (5° TGT TC ACA CAC TGG ACA CC AA 3’) (Diaz et al. 1992) e
TcSat4 (5° GCA GC CGC TCG AAA ACT AT CC 3'). Em cada experimento foi
utilizado um volume total de 10 pL, contendo tampéao de reagéo (50 mM KCI, 20 mM
Tris-HCI, pH 8.4, -MgCl;), 1.9 mM de MgCl,, dNTP (200 uM de cada
desoxirribonucleotideos — Promega, Madison, WI, USA), 5 pmoles de cada iniciador,
0.5 U da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) e 1 pL de
DNA, agua g.s.p. 10 pL.
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A amplificacdo foi realizada com o termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient e envolveu uma desnaturagao de 4:30s a 95°C, seguido de 28 ciclos de
30s a 95°C, 10s a 60°C e 15s a 72°C e uma extensdo final de 6:45s a 72°C. Os
produtos amplificados (3 pL) foram observados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (8%) e corados com nitrato de prata. Como controles foram utilizadas
as cepas Colombiana (T. cruzi 1) e a cepa Y (T. cruzi Il). Como padrdo de peso
molecular foi utilizado ®X174 digerido com a enzima Hae IlI.

A deteccao de T. rangeli foi realizada de acordo com Grisard et al. (1999), em
amostras em papel filtro (com culturas do parasito, fezes e/ou hemolinfa) de P.
megistus com exame parasitolégico positivo para T. cruzi. Foram utilizados os
iniciadores TrINT1 (5'-CGCCCATTCGTT TGTCC-3'), TrINT 2 (5-TCC AGC GCC
ATC ACT GAT C-3') e TrINT 3 (5'-AAG ATG AGG CGT GGC TCT G-3'). A extracao
de DNA seguiu o mesmo método utilizado para amostras em papel-filtro para
caracterizagé@o de T. cruzi. Em cada experimento foi utilizado um volume total de 10
pL, contendo tampéo de reagao (50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH 8.4, -MgCly), 1.9
mM de MgCl,, dNTP (200 uM de cada desoxirribonucleotideos — Promega, Madison,
WI, USA), 2 pmoles de cada iniciador, 0.5 U da enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA) e 1 pL de DNA, agua q.s.p. 10 pL. A amplificagao
foi realizada com o termociclador Eppendorff® Mastercylcer Gradient. As condicdes
da PCR foram: desnaturacgéo inicial de 10 min. a 94°C, seguido de 7 ciclos de 30s a
94°C, 2s a 45°C e 2s a 72°C, apds mais 26 ciclos de 30s a 94°C, 1 min. a 50°C e 30
min. a 72°C, seguidos de uma etapa de anelamento, 1 min. a 50°C, e extensdo final,
5 min. a 72°C. Os produtos amplificados (3 pL) foram observados por eletroforese
em gel de poliacrilamida (8%) e corados com nitrato de prata. Como controle positivo
foram utilizados papéis filtro impregnados com culturas de T. rangeli obtidas no
laboratorio. O padréo de peso molecular foi o mesmo utilizado para as andlises de T.

cruzi.
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4.2.3.3 Analises soroldgicas

Dada a possibilidade de reagbes cruzadas entre doenca de Chagas e as
leishmanioses, foram realizados testes soroldgicos para investigacdo de ambas
infecgbes nos soros caninos. Esta etapa foi realizada em colaboragdo com o
Laboratério de Parasitologia da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), Minas Gerais,
sob a supervisao da Biol6ga Eliane Moreira Furtado. Nos caes onde foi possivel
somente a coleta de sangue em papel filtro (item 4.2.2.3), foi realizada apenas a
andlise de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para doenca de Chagas e
leishmaniose visceral canina. Para a analise dos soros caninos foram realizadas as

técnicas diagndsticas abaixo descritas:

| - Testes soroldgicos para avaliacao da infeccao por T. cruzi em caes:
A) Hemaglutinacgao indireta (HAI), Hemacruzi®- Biomeriaux:

Este teste baseia-se na aglutinacdo de hemacias de aves estabilizadas e
sensibilizadas com antigenos totais de T. cruzi (antigenos sollveis) quando estas
sao colocadas em contato com diluicoes de soros de caes infectados. A andlise foi
realizada de acordo com as especificagbes do fabricante, utilizando uma diluicdo
1:20 (10 pL do soro-teste + 200 uL do R2A) das amostras. Ap6s a aplicacao das
amostras, a microplaca permaneceu em repouso por 1 h a temperatura ambiente. A

interpretagao dos resultados foi realizada da seguinte forma:

(2] Reacdo positiva: véu uniforme de hemécias recobrindo toda a

cavidade, podendo estar as vezes, parcialmente retraido nas bordas;

Reacao fracamente positiva: véu pouco nitido, apresentando pequeno

depésito de hemacias no fundo da cavidade;

(2] Reacdo negativa: botdo compacto de heméacias no fundo da cavidade.
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B) Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (IFl - Doenca de Chagas®,
BioManguinhos):

Este teste consiste na reagdo de soros com parasitos (7. cruzi), fixados em
laminas de microscopia. Numa etapa seguinte, utiliza-se um conjugado fluorescente
para evidenciacdo da reacdo. A andlise foi realizada segundo orientagbes do
fabricante. Previamente foi realizada a diluicdo dos soros-teste (1:40 e 1:80) e os
controles positivos (1:40) e negativos (1:40) em PBS. Para leitura e interpretagdo
das reacgoes, utilizou-se o microscopio de imunofluorescéncia e objetiva de 40x. Os

titulos = 1:80 foram considerados como reagao positiva, segundo sugerido pelo kit.
C) Trypanosoma Detect® Rapid Test, INBIOS International:

O Trypanosoma Detecf® é um teste imunocromatografico rapido e tem sido
utilizado para determinacao qualitativa de anticorpos contra o antigeno recombinante
multi-epitopo (Multi-epitope Recombinant Antigens - MRA) do T. cruzi. Este teste
fundamenta-se na propriedade de um mix padréo contendo o conjugado padréo alvo
e sua habilidade de ligar-se a anticorpos presentes no soro. O teste foi realizado
segundo orientagOes do fabricante. Foram utilizados 20 pL de soro canino na area-
teste e a leitura realizada ap6s 10 min. Um teste foi considerado positivo e valido
quando foi possivel observar a linha-teste e a linha-controle. Quando foi possivel

visualizar apenas a linha-controle, o teste foi considerado negativo.

Il - Testes soroldgicos para avaliacdo da infeccao por Leishmania sp. em caes:

A) Ensaio imunoenzimatico (EIE - Leishmaniose visceral canina®,
BioManguinhos)

O teste imunoenzimatico se baseia na reacdo de soros de caes com
antigenos soluveis e purificados de Leishmania obtidos a partir de cultura “in vitro”,
que sao previamente adsorvidos nas cavidades de microplacas, em presenga de
soro contendo anticorpos contra esse antigeno e revelados por compostos

enzimaticos e seus respectivos substratos para a pesquisa do imunocomplexo. A
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reacao final € mensurada por um espectrofotdmetro que avalia a mudanga de cor da
solucdo do substrato. A amostra foi considerada reagente quando apresentava
densidade otica igual ou superior ao cut-off e ndo-reagente quando apresentava
densidade ética inferior ao cut-off. Em todos os testes foram incluidas amostras de

soros controles positivo e negativo para Leishmaniose visceral canina.

B) Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFl), (IFl — Leishmaniose visceral
canina® BioManguinhos):

O procedimento desta técnica é semelhante ao descrito para o diagnostico da
doenca de Chagas (item 4.2.3.3 — |, B), entretanto, na interpretacdo das amostras,
titulos = 1:40 foram considerados como reacgao positiva, segundo sugerido pelo kit.
Para este teste foram utilizados eluatos, de amostras em papel filtro, e soro de caes
obtidos em diferentes localidades das areas estudadas.

4.2.3.4 Analise da fonte alimentar

Parte dos triatomineos coletados nos ambientes domiciliar e silvestre, tanto
ninfas como adultos, foram investigados quanto as fontes alimentares utilizadas. Em
laboratério, com auxilio de microscopio estereoscopico, pingas e laminas, os insetos
foram dissecados e o conteudo do tubo digestivo misturado com 100 yL de PBS
(solucdo salina fosfatada 10 mM pH 7,2 — Phosphate buffered saline), macerado e
posteriormente armazenados (- 20°C) até o momento da analise. A analise da fonte
alimentar foi realizada pelo teste de ELISA seguindo o método de Burkot et al.
(1981), modificado por Duarte (1997). Os anti-soros testados foram de cao, cavalo,
galinha, gamb4, gato, lagarto, ovelha, rato, tatu, vaca, além de soro humano. Esta
etapa foi realizada em colaboragdo com a Dra. Rosemere Duarte (ENSP/Fiocruz,
RJ).

4.2.3.5 Analise de morfometria geométrica

A analise da morfometria geométrica foi realizada a partir da asa esquerda de

P. megistus machos e fémeas capturados nos municipios de Bambui e Piracema. As
ninfas encontradas (com resultado parasitolégico negativo) foram mantidas no
insetario do Laboratério de Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas
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(LATEC) em ambiente climatizado (28°C, UR 80%). A alimentagéo destes individuos
foi realizada com aves domésticas (Gallus gallus e Columbia livia) uma vez por
semana. Apdés a ecdise imaginal os individuos foram armazenados em tubos
Eppendorff® (2 mL) & - 70°C, até o momento da andlise. Para as andlises foram
capturadas fotos das asas de P. megistus com auxilio de camera digital Sony®
(modelo FD — Mavica) e estereomicroscopio Zeiss (8x). Foram utilizados cinco
Pontos Anatomicos de Referéncia (PAR) na regiao membranosa do hemiélitro.

Todos os pontos foram realizados pelo mesmo observador (Figura 7).

Figura 7 — Asa esquerda de Panstrongylus megistus com os cinco Pontos Anatdmicos de Referéncia
(PAR) utilizados nas analises populacionais por morfometria geométrica.

Os PAR foram marcados sobre as fotos digitalizadas com auxilio do programa
COO (versao 36) (Dujardin & Slice 2006). Com base nos PAR foi realizada uma
comparagao do tamanho centréide, que é um estimador de tamanho isométrico,
entre as populagdes através do programa MOG (versao 75). Este programa também
realizou a Andlise Generalizada de Procrustes (AGP), que atua na reescala, re-
orientagéo e re-posicao dos PAR, quantificando as variagbes entre os pontos e
buscando uma melhor sobreposicdo. Uma Analise dos Componentes Principais
(ACP) foi realizada (programa COV, versdo 46), utilizando os dois primeiros
componentes principais (CP1 e CP2). A partir desta andlise foi realizada uma
Analise Multivariada de Co-variancia (Multivariate Analysis of Co-variance -
MANCOVA), verificando a contribuicdo do residuo alométrico entre as populagdes.
Através do programa PAD (versao 89) foi realizada uma analise discriminante, onde

foram calculadas as distancias de Mahalanobis entre as populacdes. Esta andlise
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realiza uma reclassificagdo dos individuos entre as populagdes e forma uma arvore
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) a partir das
distancias de Mahalanobis (Dujadin 2011).

Para caracterizacao geral das populagbes de P. megistus através da
morfometria geométrica foi realizada uma andlise inicial utilizando-se 146 individuos
de Bambui (54 machos e 92 fémeas) e 105 de Piracema (47 machos e 58 fémeas),
totalizando 251 individuos. Com o objetivo de caracterizar as populagbes domésticas
e silvestres dos municipios estudados, convencionou-se que os barbeiros adultos
capturados em residéncias sem a presenca de ninfas (auséncia de colbnias)
representariam amostras do ambiente natural (AN). Os barbeiros obtidos em
colénias peridomiciliares representariam amostras do ambiente artificial (AA). Desta
maneira, foram formados quatro grupos de individuos: 1) Bambui — AN (28 machos e
45 fémeas), 2) Bambui — AA (26 machos e 46 fémeas), 3) Piracema — AN (46
fémeas e 40 machos) e 4) Piracema — AA (12 fémeas e 7 machos). Dado o fato que
o grupo AA de Piracema apresentava uma populagdo de 7 individuos, foram
realizadas analises adicionais (Relative Warps) no programa PAD.

4.2.3.6 Licencas para coleta de material biologico

As atividades realizadas neste trabalho estdo de acordo com as leis
brasileiras (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA: 16217-3 — 2008 e Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA
(FIOCRUZ): P-0502/08.
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5 RESULTADOS

Os resultados desse estudo serdo apresentados a seguir em cinco grupos de
dados que correspondem aos objetivos especificos propostos. Em sintese, serédo
abordados dados sobre a infestagdo e dispersdo domiciliar de P. megistus, a
dindmica populacional do barbeiro através da morfometria geométrica e a
interrelacao dos ciclos de transmissao do T. cruzi a partir dos reservatérios e vetores
associados.

5.1 Caracterizacao da infestacdao domiciliar e da dispersao de Panstrongylus
megistus nas areas de estudo a partir dos dados do Programa de Controle da
doenca de Chagas ao longo dos anos.

| — Caracterizacdao da infestacdao domiciliar de P. megistus no municipio de
Bambui.

A caracterizacdo da infestacdo triatominica no municipio de Bambui foi
avaliada a partir de dados histéricos da VE da década de 70 (1974 a 1980), duas
pesquisas integrais (Pl) (1983 e 1990) e dados atuais (2004 a 2010). Na década de
70, P. megistus representava 97% (697/717) das notificagdes domiciliares, sendo o
periodo entre 1974 e 1975 o de maior encontro da espécie (56% - 393/647). Nos
periodos avaliados posteriormente, pode ser observada uma nitida reducdo no
encontro destes barbeiros pelos moradores, 24% entre 1977-78 e 20% entre 1979-
80. A ocorréncia de T. infestans, por outro lado, j& se mostrava esporadica,
correspondendo a 3% (20/717) do total de triatomineos amostrados na década,
sendo assinalada pela ultima vez entre os anos de 1977 e 1978 (TABELA 2).
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TABELA 2 — NOTIFICACOES DE BARBEIROS NO MUNICIPIO DE BAMBUI NA
DECADA DE 70 (1974-75, 1977-78 E 1979-80) (Fonte: PAEED).

PERIODOS

1974-75 1977-78 1979-80

Total de
notificacoes

ESPECIES Not.* Local.** Not.* Local.** Not.* Local.**

P. megistus 393 68 167 60 137 54 697 (97%)

T. infestans 13 6 7 4 0 0 20 (3%)

A reducado das notificacées de P. megistus observada no final da década de

70, pode ser constatada na primeira Pl realizada no municipio, em 1983, onde foram
coletados 192 P. megistus em 90 unidades domiciliares (UDs) de 46 localidades
diferentes. Na segunda PI realizada (1990), embora tenha ocorrido uma pequena
variagdo no numero de UDs (81) e localidades positivas (50), foram capturados de
238 individuos. A partir de 2004, a redugéo da ocupagéo da espécie nos domicilios,

bem como sua dispersdo no municipio, torna-se evidente (Figura 8).
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Figura 8 - Numero de unidades domiciliares (UDs) e localidades positivas com presenca de
Panstrongylus megistus no municipio de Bambui, a partir dos dados do periodo inicial (1974-80),
pesquisas integrais (1983 e 1990 — em destaque) e dados atuais (2004 a 2010). O indice de
infestacdo esta representado sobre as barras de UDs positivas dos anos 1983 e 1990 (Fonte:
Programa de Controle da doenga de Chagas).

A partir dos dados da VE de Bambui (2004 a 2010), foram obtidos 361 P.
megistus em 36% (73/203) das localidades do municipio. Neste periodo foram
realizadas 172 notificagdes que levaram ao encontro de 228 individuos (55 machos,
120 fémeas e 53 ninfas) e 78 atendimentos positivos com a captura de 132
individuos (28 machos, 41 fémeas e 63 ninfas). Como demonstrado na Figura 8,
observa-se uma franca redugdo da infestagcdo triatominica no periodo atual, com
uma estabilidade nas notificagdes anuais e dispersdao do barbeiro. Além do P.
megistus, os dados avaliados do PCDCH apresentaram apenas a espécie
Panstrongylus diasi (Pinto & Lent, 1946), notificada no ano de 2005 nas localidades
de Pau Ferro (19), Sertdozinho (19) e Posses (1 ninfa), concomitante a presencga de
P. megistus e auséncia de infeccao por T. cruzi.
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Entre as notificagdes realizadas no municipio, observa-se que 69% (118/172)
ocorreram no ambiente intradomiciliar (139 individuos). Os atendimentos positivos
realizados, por outro lado, foram constatados com maior freqiéncia no ambiente
peridomiciliar (76% - 59/78), obtendo-se 105 P. megistus (Figura 9). Os
atendimentos positivos no intradomicilio representaram 24% (19/78) da amostra e,
embora presentes em quase todos os anos avaliados, foram menos frequientes que
os peridomiciliares. No ano de 2010, embora tenham-se realizados os atendimentos

as notificagbes encaminhadas, ndo foram encontrados barbeiros nas casas

vistoriadas.
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Figura 9 — Notificacbes (Not) e atendimentos (Atend) associados ao intradomicilio (Intra) e
peridomicilio (Peri) no municipio de Bambui entre os anos de 2004 e 2010 (Fonte: Programa de
Controle da Doenga de Chagas).

Entre os anos de 2004 a 2009 foi observado um aumento no numero de
individuos obtidos através das notificagdes (r? = 0,78; p<0,01), com maior ocorréncia
em 2009 (50 triatomineos). Associado ao aumento das notificagcdes, também foi
observado um aumento nos atendimentos positivos (r* = 0,94; p<0,01), melhor
observado apés 2007. O ano 2010 foi desconsiderado na andlise acima, dado o
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enfraquecimento das atividades do PCDCH, o que poderia levar a interpretacdes
subestimadas dos dados (Figura 10).
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Figura 10 — NUmero de Panstrongylus megistus capturados em notificacées e atendimentos positivos

no municipio de Bambui entre os anos de 2004 e 2010. Em 2010 n&o houve atendimentos positivos
(Fonte: Programa de Controle da Doenca de Chagas).

Nas notificagdes, o aumento de individuos observado ao longo dos anos,
pode ser atribuido a maior presenca de fémeas do que machos e ninfas. No
intradomicilio, 0 maior nimero de capturas ocorreu no quarto (41% - 57/139), na
cozinha (27% - 37/139) e na sala (26% - 36/139), havendo uma predominéncia de
fémeas (63% - 88/139) em todos ecétopos analisados. No peridomicilio, a maior
parte dos individuos foi obtida nos galinheiros (35% - 31/89) e paidis (31% - 28/89).
O numero de adultos e ninfas variou entre os ecétopos, ocorrendo um maior
encontro de fémeas (34% - 11/32) e ninfas (35% - 12/34) nos galinheiros e de
insetos adultos (11 machos e 11 fémeas, 78% - 22/28) nos paidis.

Nos atendimentos, por outro lado, o maior encontro de barbeiros esta
associado a presenga de ninfas, principalmente no peridomicilio (50% - 53/105). O
quarto (59% - 16/27) também foi o ecétopo de maior freqiiéncia de triatomineos no
intradomicilio, com o predominio de ninfas (56% - 9/16), seguido de fémeas. No
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peridomicilio, o maior encontro de individuos também foi nos galinheiros (46% -
48/105) e paidis (36% - 38/105). Nos dois ecotopos houve um predominio de ninfas
46% (22/48) e 50% (19/38), respectivamente. Os dados sobre a captura dos
barbeiros nas notificagdes e atendimentos do municipio de Bambui estédo detalhados
na (TABELA 3).

TABELA 3 - NUMERO DE Panstrongylus megistus (MACHOS, FEMEAS E NINFAS)
CAPTURADOS NOS DIFERENTES ECOTOPOS INTRADOMICILIARES E
PERIDOMICILIARES, A PARTIR DE NOTIFICACOES E ATENDIMENTOS
REALIZADOS NO MUNICIPIO DE BAMBUI, ENTRE OS ANOS DE 2004 E 2010
(FONTE: PROGRAMA DE CONTROLE DA DOENCA DE CHAGAS).

NOTIFICACOES (Not) ATENDIMENTO (Atend)

i ~ . Total A . Total
Ecétopos Macho Fémea Ninfa ecotopos Macho Fémea Ninfa ecotopos

Cozinha 9 23 5 37 (27%) 0 3 (11%)
Quarto 10 36 11 57(41%) 9 (56%) 16 (59%)
Sala 11 22 3 36 (26%) 0 5 (21%)

Varanda 1 3 1 5 (4%) 0 1 (4%)
Outros 0 4 0 4 (3%) 1 2 (7%)
Total Intra 31 (22%) 88 (63%) 20 (14%) 139 10 27

Intradomicilio
=166)

(intra-n

Chiqueiro 0 1 1(1%) 0 0
Forno 2 7 9 (10%) 0 0

Galinheiro 11 (34%) 12 (39%) 31 (35%) 22 (46%) 48 (46%)
Outros 6 5 13 (15%) 11 16 (15%)
Paiol 11 6 28 (31%) 19 (50%) 38 (36%)

Pilha de
lenha

194)

2 0 4 (4%) 0 2 (2%)

Paiol com
lenhas e 2 (2%)
galinhas

Pilha de
Telhas

Total Peri 89 53 (50%)

Peridomicilio

(Peri-n

1(1%)
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A partir da andlise das notificagdes (172) e dos atendimentos (78) ocorridos
entre 2004 e 2010, em Bambui, nota-se uma baixa reinfestacdo do ambiente
domiciliar, sendo que apenas 15% (26/172) das notificacdes ocorreram na mesma
residéncia, ao longo do periodo analisado. Entre estas, 5% (9/172) ocorreram até
trés meses da primeira notificagéo, o que pode estar associado aos barbeiros mortos
na primeira borrifagdo. Nas demais casas, 10% (17/172) ocorreram ap0s seis meses
da primeira notificagdo (a maior parte ap6s um ano). Foi observado que apenas 20%
(34/172) das notificagbes e 37% (29/78) dos atendimentos positivos demonstraram
presenca de ninfas nas residéncias.

A andlise da distribuicdo sazonal de P. megistus no municipio de Bambui foi
realizada com base nas capturas dos 361 individuos obtidos (notificagbes e
atendimentos) entre 2004 e 2010. A Figura 11, representa o percentual de individuos
encontrados a cada més, permitindo verificar a maior presenca de fémeas entre
janeiro e maio. Apés o més de maio ocorreu uma inversao dos estagios de P.
megistus passando a predominar a presenga de ninfas. A incidéncia maxima das
ninfas ocorreu no més de julho (87%). Entre agosto e setembro, observa-se uma
variacdo no numero de adultos e ninfas, onde a reducao gradual do numero das
ninfas € acompanhada por um aumento no numero de machos (que se manteve
baixo entre janeiro e agosto) e uma variagdo na incidéncia das fémeas com um pico
em agosto (47%) e uma queda em setembro (24%). A partir de outubro, foi possivel
observar uma constancia nas infestagbes domiciliares, com predominio das formas
adultas.
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Figura 11 — Distribuicdo sazonal de Panstrongylus megistus obtidos através de notificagdes e
atendimentos positivos no municipio de Bambui entre os anos de 2004 e 2010 (Fonte: Programa de
Controle da Doenga de Chagas).

Il — Caracterizacao da infestacao domiciliar de Panstrongylus megistus no

municipio de Piracema.

A caracterizagdo da infestagdo triatominica domiciliar no municipio de
Piracema foi avaliada a partir de dados histéricos do PCDCH a partir do
levantamento triatominico (LT) em 1976 e as avaliacbes (AV) entre 1979 e 1993
(AV-l a AV-XIX). A partir do LT realizado nas 36 localidades do municipio, foi
encontrado P. megistus em 25 localidades e 2,2% (23/1044) das unidades
domiciliares (UDs). Apos o ataque triatomico (em 1977 e 1978), embora a disperséo
do barbeiro ndo tenha sido alterada, houve uma redugdo na infestacdo domiciliar,
encontrando-se o barbeiro em 0,3% das UDs.

As avaliagdes seguiram até o ano de 1993, com uma redugéo significativa
tanto no nuimero de localidades (r*=0,38; p<0,001) como nas UDs infestadas
(r*=0,63; p<0,001). A AV-IV (1982) apresentou a maior incidéncia de barbeiros,
sendo encontradas 80 UDs e 28 localidades, ao contrario a AV-IX, apresentou a
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menor incidéncia, 14 UDs e 11 localidades (Figura 12). Ap6s a AV-IX, observa-se
uma reducao na infestacdo triatominica em Piracema, sendo que antes desta
avaliagao foram somadas 486 UDs positivas, com um indice de Infestagao Domiciliar
(IID) de 0,05 (+0,01), e depois 294 UDs (lID =0,02 +0,007), podendo representar,
desta maneira, 0 momento da consolidagdo da luta antivetorial realizada no

municiplo.
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Figura 12 — Numero de unidades domiciliares (UDs) e localidades positivas para Panstrongylus
megistus entre os anos de 1976 e 1993 no municipio de Piracema. O indice de infestacdo esta
representado sobre as barras UDs positivas (Fonte: Programa de Controle da Doenga de Chagas).

O numero de barbeiros capturados foi avaliado em dois periodos,
representados pelo inicio das avaliagbes (AV-l a AV-Ill) e pelo final (AV-XVI a AV-
XIX). No primeiro periodo foram obtidos 569 P. megistus obtidos em 86% (31/36)
das localidades do municipio. No segundo periodo, foi observada uma redugéo na
captura do barbeiro, obtendo-se 184 individuos, entretanto esta redugédo nao foi
observada na dispersao do triatomineo (80% - 29/36) (TABELA 4).
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TABELA 4 - OCORRENCIA DE Panstrongylus megistus A PARTIR DE DADOS
OBTIDOS NAS DIFERENTES AVALIACOES (AV) REALIZADAS (1979-1981 E
1989-1993) NO MUNICIPIO DE PIRACEMA.

AVia3 AV 16 a 18

Panstrongylus 41979 1980 1981 AV1a3 1989 1991 1993 AV16a18 Total
megistus

N2 de individuos

o 217 137 215 569 66 73 45 184 753
Localidades . . .
bositivas 24 22 2 31 18 18 17 29 32

* Localidades diferentes

A avaliacdo da infestagdo triatominica atual do municipio de Piracema foi
baseada em dados do PCDCH obtidos entre 2004 e 2010. A partir do final da
década de 90, com a descentralizacdo do PCDCH o municipio passou a apresentar
59 localidades. As atividades realizadas nos ultimos sete anos da VE, permitiram a
captura de 462 P. megistus em 75% (44/59) das localidades do municipio. Neste
periodo foram realizadas 253 notificagbes, que levaram ao encontro de 297
individuos (105 machos, 130 fémeas e 62 ninfas) e 81 atendimentos positivos, com a
captura de 165 individuos (13 machos, 47 fémeas e 105 ninfas). A Unica espécie
notificada e encontrada no ambiente domiciliar, além de P. megistus, foi P. diasi.
Esta espécie foi encontrada em quatro localidades, sempre no intradomicilio:
Coqueiros (19) e Condé (1) (sala), Paracati (12) e Perébas de Cima (1)
(cozinha). Todos os exemplares eram fémeas e nao estavam infectadas por T. cruzi.

Todos os atendimentos foram negativos para este barbeiro.

No municipio de Piracema, 79% (201/253) das notificagbes ocorreram com o
encontro do barbeiro no ambiente intradomiciliar (223 individuos). Os atendimentos
positivos, por outro lado, foram mais freqientes no peridomicilio (57% - 46/81),
obtendo-se 102 barbeiros (Figura 13). Apenas em 2004 o nimero de atendimentos
positivos foi maior no intradomicilio (9) que no peridomicilio (7).

71




Resultados

40 H Not - intra @EAtend - intra ENot - peri O Atend - peri
35 -
[72)
g
1]
o
E L L u
©
()
T
<4
Q
| L
=]
=z
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Periodo avaliado

Figura 13 - Notificagbes (Not) e atendimentos (Atend) associados ao intradomicilio (intra) e
peridomicilio (peri) no municipio de Piracema entre os anos de 2004 e 2010 (Fonte: Programa de

Controle da Doenga de Chagas).

Entre os anos de 2004 a 2010 nao foram observadas diferencas estatisticas
no numero de notificacdes e dispersdo da espécie (p>0,05), entretanto foi possivel
detectar uma reducdo no nimero de atendimentos positivos (> = 0,47, p<0,05),
principalmente apds o ano de 2006 (Figura 14).
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Figura 14 — Ndmero de Panstrongylus megistus capturados em notificagdes e atendimentos positivos
no municipio de Piracema entre os anos de 2004 e 2010 (Fonte: Programa de Controle da Doenca de

Chagas).

As notificacdes de P. megistus observadas no municipio de Piracema foram
compostas, principalmente, por fémeas (44% - 130/297) e machos (35% - 105/297)
capturados tanto no peridomicilio como no intradomicilio. A avaliagédo dos ecétopos
intradomiciliares demonstrou um maior encontro de triatomineos no quarto (43% -
97/223), seguido da sala (35% - 78/223). No peridomicilio, a maior parte das
capturas dos moradores ocorreu nos galinheiros (40% - 30/74) e paiés (30% -
22/74). O estagio mais fequentemente observado foi o ninfal, nos ambientes
intradomiciliar (63% - 19/30) e peridomiciliar (64% - 14/22).

Nos atendimentos, o quarto (84% - 53/63) e o galinheiro (66% - 67/102) foram
0s principais ecétopos artificiais de P. megistus, demonstrando um predominio de
ninfas, 68% (36/53) e 70% (47/67), respectivamente. Os dados sobre as capturas
realizadas nas notificagcbes e atendimentos do municipio de Piracema estao
detalhados na TABELA 5.
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TABELA 5 - NUMERO DE Panstrongylus megistus (MACHOS, FEMEAS E NINFAS)
CAPTURADOS NOS DIFERENTES ECOTOPOS INTRADOMICILIARES E
PERIDOMICILIARES, A PARTIR DE NOTIFICAGOES E ATENDIMENTOS
REALIZADAS NO MUNICIPIO DE PIRACEMA, ENTRE OS ANOS DE 2004 E 2010
(FONTE: PROGRAMA DE CONTROLE DA DOENGA DE CHAGAS).

NOTIFICAGOES (Not) ATENDIMENTO (Atend)

Total
Ecétopos Macho Fémea Ninfa . Macho Fémea Ninfa .
ecotopos ecotopos Jel=Ifl
Cozinha 11 14 1 26 0 0 0

Outros 9 10 1 20 1 0 0 1

36
Quarto 57 14 97 (43%) 53 (84%)
(68%)

Intradomicilio
(Intra - n=286)

Sala 5  78(35%)

varanda 0 2
Total Intra 21 223

Chiqueiro 0 1

19 47
Galinheiro 30 (40%) 67 (66%)
(63%) (70%)

Outros 1 11 7 9
14

Paiol 22 (30%) 9
(64%)

Peridomicilio
(Peri - n=176)

Pilha de
lenha
Total Peri 16
Total 105 130
Geral (35%) (44%)

Em Piracema, pelo menos 25% das notificagbes foram encontradas na
mesma residéncia. Foi observado que apenas em 11% (33/297) das notificacdes e
30% (49/165) dos atendimentos foram encontradas ninfas nas residéncias
vistoriadas. A analise da distribuicdo sazonal de P. megistus no municipio de
Piracema foi realizada com base nas capturas dos 462 individuos obtidos
(notificagbes e atendimentos) entre 2004 e 2010. A Figura 15, demonstra o

percentual de individuos encontrados a cada més, permitindo verificar uma maior
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presenca das ninfas nos primeiros oito meses do ano. Observa-se a predominancia
entre margo e agosto, e a incidéncia maxima em maio (88%). Neste periodo, os
individuos adultos, melhor representados por fémeas, sao encontrados em
quantidades consideraveis (proximo as ninfas) até o més de margo, tendo sua
presenca reduzida no ambiente domiciliar até o més de agosto. Entre agosto e
outubro, observa-se uma variacdo no numero de insetos adultos e imaturos,
apresentando uma queda no numero de ninfas (33%) e um pico nas fémeas (44%).
Apds outubro, ocorre uma inversdo nos estagios, com predominancia de adultos até
o final do ano.
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Figura 15 - Distribuicdo sazonal de Panstrongylus megistus obtidos através de notificacées e
atendimentos no municipio de Piracema entre os anos de 2004 e 2010 (Fonte: Programa de Controle
da Doenga de Chagas).

lll - Avaliacao da dispersao de Panstrongylus megistus associada a diferentes
classes de vegetac6es nos municipios de Bambui e Piracema.

No municipio de Bambui foram georreferenciados 112 pontos representando
as notificagbes de P. megistus entre 2004 e 2010. Observou-se que, 27% (30/112)
se encontraram até 200 m de uma das classes de vegetacoes avaliadas (Campo,
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Cerrado Denso, Cerrado Tipico, Eucalipto e Floresta Semidecidua) (Figura 16).
Entre as residéncias foi observado que 87% (26/30) demonstraram proximidade para
apenas uma classe de vegetagéo avaliada e 13% (4/30) as duas classes (Figura 17).
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Figura 16 — Mapa da vegetagao do municipio de Bambui (referente ao ano de 2003), demonstrando
os pontos georreferenciados das residéncias com notificagdes de Panstrongylus megistus entre os
anos de 2004 e 2010 e sua proximidade com as diferentes classes de vegetagdes analisadas.
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Figura 17 - Avaliagdo da proximidade das residéncias com notificagdes de Panstrongylus megistus
entre os anos de 2004 e 2010, com uma ou duas classes de vegetagbes analisadas no municipio de

Bambui.

A andlise de proximidade associou as classes de vegetacdes avaliadas a 34
pontos em Bambui (considerando casas associadas as duas classes da analise
anterior). Entre estes pontos, 47% (16/34) foram relacionados a Floresta
Semidecidua, sendo que esta classe ocorreu em praticamente todas as distancias
analisadas, com um maior encontro entre >140 e 160m. O Cerrado Tipico foi a
segunda classe mais freqlente, relacionado a 32% (11/34) dos locais (Figura 18).
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Figura 18 — Proximidade das diferentes classes de vegetacbes avaliadas de residéncias com
notificagcdes de Panstrongylus megistus entre os anos de 2004 e 2010 no municipio de Bambui.

A partir da analise de proximidade realizada no municipio de Piracema, foi
observado que 15% (21/141) das residéncias se encontraram até 200 m de uma das
classes de vegetagbes avaliadas (Campo, Cerrado Tipico e Floresta Semidecidua)
(Figura 19). Entre as residéncias foi observado que 95% (20/21) demonstraram
proximidade a apenas uma classe de vegetacao avaliada e apenas uma residéncia
(5%) a duas classes, Cerrado Tipico/Floresta Semidescidua.

A analise de proximidade associou as vegetagdes a 21 pontos em Piracema,
considerando a residéncia relacionada a mais de uma classe de vegetagdo. Entre
estes pontos, 62% (13/21) foram relacionados a Floresta Semidecidua, sendo que
ap6s 40 m esta classe ocorreu em quase todas as distancias analisadas, com maior
freqiencia acima de 160 m. O campo foi a segunda classe mais freqlente,
relacionado a 24% (5/21) dos locais avaliados (Figura 20).
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Figura 19 — Mapa da vegetagdo do municipio de Piracema (referente ao ano 2003), demonstrando os
pontos georreferenciados das residéncias com notificagbes de Panstrongylus megistus entre os anos
de 2004 e 2010 e sua proximidade com as diferentes classes de vegetagdes analisadas.
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Figura 20 - Proximidade das diferentes classes de vegetacdes avaliadas de residéncias com
notificagdes de Panstrongylus megistus entre os anos de 2004 e 2010 no municipio de Piracema.

5.2 Estudo da dinamica de Panstrongylus megistus nas areas de Cerrado e
Mata Atlantica através da técnica de morfometria geométrica.

Para caracterizagdo das populagdes de P. megistus através da morfometria
geométrica, foram utilizados 146 individuos de Bambui (54 machos e 92 fémeas) e
105 de Piracema (47 machos e 58 fémeas). Uma comparacgéo inicial entre todos os
individuos de cada municipio demonstrou um dimorfismo sexual consistente nas
analises do tamanho do centréide (TC) das asas dos barbeiros. Tanto em Bambui
(TCo: 520 + 28; TC4: 478 + 24), como em Piracema (TC.: 520 + 20; TC4: 481 + 21),
as asas das fémeas foram significativamente maiores que as dos machos (test t =
9,26 e 9,69, respectivamente; p<0,0001) (Figura 21).
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Figura 21 — Variagdo do tamanho centréide das asas entre os sexos e populacdes de Panstrongylus

megistus de Bambui e Piracema. Os valores mostram a média, o maximo, o minimo e quartis.

A avaliagao do tamanho e da forma das asas das populacdes associadas aos
ambientes natural (AN) e artificial (AA) demonstrou a presencga de dimorfismo sexual
nas populacdes associadas ao AN como AA de Bambui (p<0,0001). Entretanto, nas
populagdes de Piracema, o dimorfismo foi constatado apenas nas populagdes do AN
(p<0,05) (Figura 22). As fémeas associadas ao AN apresentaram um tamanho de
asa maior (Bambui: 522 + 33; Piracema: 523 + 21) quando comparadas ao AA
(Bambui: 479+ 29; Piracema: 513 £ 19), entretanto ndo foram detectadas diferengas
significativas. Nao houve diferenca significativa no tamanho das asas entre as
populagdes AN e AA dos municipios estudados.
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Figura 22 — Variagdo do tamanho centréide das asas entre os sexos e populagdes de Panstrongylus
megistus (AN — ambiente natural, AA — ambiente artificial) de Bambui e Piracema. Os valores

mostram a média, 0 maximo, o minimo e os quartis.

Considerando que a auséncia de dimorfismo sexual observada na populagao
AA de Piracema poderia estar associada ao menor ndmero amostral, uma nova
andlise do TC foi realizada reduzindo-se aleatoriamente o numero de individuos da
populacdo AN, equilibrando-a com a populagdo do AA (12 fémeas e 7 machos)
(Figura 23). Nesta analise foi observada a permanéncia das caracteristicas
observadas anteriormente. No entanto, alguns fatores foram levados em
consideragcdo para a interpretagdo destes resultados: a) dois individuos,
representando 30% da amostras, apresentaram valores de tamanho centroide acima
dos demais; b) impossibilidade de re-analise, no caso de retira-los como out-liers.
Desta maneira, foi compreendido a necessidade de um numero maior de capturas
para uma compreensdo adequada das popula¢cées do ambiente artificial do
municipio. Assim, foi aceita a presenca de dimorfismo sexual nas populagbes de
Piracema, como demonstrado na primeira analise realizada (Figura 22).
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Figura 23 — Variagdo do tamanho do centréide das asas de Panstrongylus megistus, entre 0s sexos
e entre as populagdes (AN — ambiente natural, AA — ambiente artificial) de Piracema, com populagao
AN reduzida. Os valores mostram a média, 0 maximo, o minimo e os quartis.

As analises de componentes principais (ACP) utilizando as variaveis da forma
das asas nao detectaram diferencas entre os sexos. Desta maneira, as analises
foram realizadas agrupando machos e fémeas, permitindo a analise de um maior
namero amostral. Os dados obtidos a partir da analise discriminante entre os
individuos associados aos AN e AA de ambos municipios ndo demonstraram
populagbes bem estruturadas (Figura 24), podendo ser observada uma grande
sobreposi¢cdo nos mapas fatoriais entre as populagoes.
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Figura 24 — Mapas fatoriais baseados nos dois fatores discriminantes da variagdo de forma (CV1 e
CV2) das asas de Panstrongylus megistus, mostrando a distribuicdo dos espécimes das populagées
associadas aos ambientes natural (AN) e artificial (AA) de Bambui e Piracema. As cores

correspondem aos grupos analisados no modelo discriminante.

Nao foram observados efeitos alométricos consideraveis nas analises de
regressao entre os componentes principais (CP1 e CP2) e o tamanho centrdide. Em
Bambui (CP1: r* < 0,01; p = 0,14; CP2: r* = 0,07; p = 0,001), como em Piracema
(CP1: < 0,01; p =0,3; CP2: r? = 0,04; p < 0,01). Os coeficientes de determinagéao

foram significativos somente para CP2 nas duas &reas amostradas.
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5.3 Avaliacao da presenca de ecotopos naturais de Panstrongylus megistus

nos municipios de Bambui e Piracema.

No municipio de Bambui, foram pesquisados através de busca ativa 123
ecoOtopos naturais em 13 localidades diferentes. Dos ecotopos analisados 5%
(6/123) foram frestas entre pedras, 8% (10/123) ramada de cipds, 12% (15/123)
ninhos de aves, 17% (21/123) palmeiras, 20% (25/123) buracos no chao e 46%
(37/123) ocos e anfractuosidades em arvores (Figura 25).
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Figura 25 - Numero de ecétopos naturais identificados através de busca ativa no municipio de
Bambui entre os meses de margo/2008 e maio/2010.

No municipio de Piracema, foram pesquisados através de busca ativa 114
eco6topos naturais em cinco localidades diferentes. Dos ec6topos analisados 4%
(4/114) ninhos de aves, 6% (7/114) palmeiras, 7% (8/114) ramadas de cipds, 18%
(21/114) frestas entre pedras, 24% (27/114) buraco no chao e 41% (47/114) ocos e
anfractuosidades de arvores (Figura 26).
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Figura 26 — NUmero de ecotopos naturais identificados através de busca ativa no municipio de
Piracema entre os meses de marg¢o/2008 e maio/2010.

As andlises destes eco6topos, bem como a triagem do material encontrado no
seu interior, apresentou uma entomofauna formada por diferentes individuos,
principalmente pelas ordens Hymenoptera, Coleoptera, Dermaptera, Blattodea e
Orthoptera. Outros artropodos encontrados com freqiéncia foram: Diplopoda,
Chilopoda, Isopoda, Aranae e Acarinae.

Em Bambui, entre os gambés capturados, em 44% (20/45) foram instalados
os carréteis de rastreamento. No restante dos individuos, em 18% (8/45) o carretel
ndo foi instalado devido os gambas serem muito novos e pequenos para carregar o
equipamento; 16% (7/45) foram fémeas capturadas com filhotes no marsupio e 22%
(10/45) nao foram instalados por razées relacionadas ao tempo disponivel para as
amostragens. Dos carretéis instalados, 55% (11/20) permitiram seguir o percurso da
linha, 15% (3/20) foram dispensados pelos animais no inicio do trajeto, em 20%
(4/20) o percurso da linha foi perdido sem indicagdo de eco6topos naturais € 10%
(2/20) foram mortos e retirados das armadilhas por moradores da regido. Através
deste equipamento foram identificados 18 ec6topos naturais visitados pelos
individuos, sendo 7 caracterizados como ninhos (Figura 27).
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Figura 27 — Namero de ec6topos naturais encontrados durante as amostragens de campo, através
do uso dos carretéis de rastreamento em Didelphis albiventris no municipio de Bambui.

No municipio de Piracema, entre os gambas capturados, em 45% (14/31)
foram instalados os carréteis de rastreamento. Nos demais individuos, os carretéis
nao foram instalados por serem fémeas com filhotes no marsupio (13% - 4/31) e por
razdes relacionadas ao tempo disponivel para as amostragens (42% - 13/31). Dos
carretéis instalados 93% (13/14) permitiram seguir o percurso da linha e 7% (1/14)
tiveram a linha perdida no inicio do percurso. Através do uso dos carretéis foram
identificados 16 eco6topos naturais visitados pelos individuos, entre eles 3 ninhos
(Figura 28).
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Figura 28 — Numero de ecé6topos naturais encontrados durante as amostragens de campo, através
do uso dos carretéis de rastreamento em Didelphis albiventris e Didelphis aurita no municipio de

Piracema.

No municipio de Bambui a armadilha luminosa foi instalada por trés vezes,
cada vez em uma localidade diferente (Carapuca, Abacaxis e Posses), e
permaneceu ligada por duas noites. No municipio de Piracema esta armadilha foi
instalada nas localidades de Mosquito e Pintos, da mesma forma que no municipio
de Bambui. Foram encontrados apenas insetos noturnos nao relacionados com a

subfamilia Triatominae.

Além de auxiliar na investigacdo do ambiente artificial, as armadilhas de
Noireau foram instaladas, em algumas oportunidades, nos anexos peridomiciliares.
Em Piracema, as armadilhas (com camundongo) foram instaladas em um paiol da
localidade de Pintos, onde haviam sido coletadas diversas ninfas de P. megistus.
Além de paiol, este local também servia de galinheiro e chiqueiro. Foram colocadas
dez armadilhas, entretanto ndo foram detectados triatomineos. Em Bambui, estas
armadilhas foram instaladas no peridomicilio de uma residéncia, na localidade de
Carapuga, em 4 locais: 1 paiol, 2 caixas de madeiras grandes (com roupas usadas e
revistas velhas), 4 pilhas de madeiras e 4 pilhas de lenhas. Nas caixas com roupas e

88




Resultados

revistas haviam sido encontrados barbeiros alguns meses antes desta investigagéo.

As armadilhas nao indicaram a presenca de triatomineos nestes locais.

Para pesquisa do ambiente natural de Bambui, foram instaladas as
armadilhas de Noireau em sete localidades (Fazenda do Wanda, Caatinga,
Cabagas, Cambui, Capoeirdo, Olhos D’agua e Tabatinga) em diferentes ecétopos.

A pesquisa nas palmeiras (Acrocomia aculeata - macaubas) oportunizou o
encontro de uma ninfa de 4° estadio de R. neglectus, na localidade de Caatinga, e
de um adulto (&) e duas ninfas de 3° estadio, na localidade de Capoeirdo. Nenhum
dos individuos apresentou infecgdo por T. cruzi. A exploracdo do ambiente natural
levou ao encontro de uma colénia de ninfas de P. megistus em uma arvore viva. O
foco foi encontrado na localidade de Olhos D’agua durante a amostragem de
maio/2010. A colbénia estava na arvore Dimorphandra mollis Benth, popularmente
conhecida como faveira, no interior de um grande oco e numa anfractuosidade da
arvore. Foram encontradas 4 ninfas, 2° e 3° instar, e 4 ovos eclodidos do barbeiro.
As ninfas foram capturadas com auxilio das armadilhas de Noireau (adaptada com
galinhas) e os ovos pela triagem do material coletado na &arvore. Foram observados
no local pequenos lacertideos, um morcego e muitas fezes de roedores e de gambas
(Didelphis sp.), indicando seu uso freqliente como refugios destes animais silvestres
(Figura 29). As ninfas tiveram as fezes e a hemolinfa analisadas, com auxilio de

microscopio éptico, ndo demonstrando a presenga de T. cruzi.
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Figura 29 — Foco natural de Panstrongylus megistus encontrado no municipio de Bambui. A - Arvore

onde foi encontrada a colénia do barbeiro; B - Coleta de material do interior da arvore para triagem; C
- instalagdo de armadilhas de Noireau com camundongos e galinhas; D - triagem do material; E -
Captura de ninfa nas armadilhas com galinhas; F - Ninfas e ovos encontrados no ecétopo natural.

Para a avaliagdo dos paramentros ambientais do ecétopo natural de P.
megistus, o equipamento HOBO sensor® foi instalado por cinco dias dentro do oco
da éarvore, tendo um equipamento ao lado de fora como referéncia. A leitura
realizada pelo equipamento demonstrou que o abrigo formado pela arvore manteve
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a temperatura e a umidade mais constantes no seu interior (Figura 30 A e B). A

temperatura no interior da arvore variou entre 8.6°C e 15.6°C, apresentando uma
menor oscilagdo do que o lado externo (min. 3.7°C e méax. 24°C) do ecdtopo. A
umidade também apresentou uma menor variagdo quando comparada ao ambiente

externo, no entanto se manteve mais préxima da umidade maxima (TABELA 6).
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Figura 30 — Variaveis ambientais registradas através do equipamento HOBO sensor® no ecotopo

natural de Panstrongylus megistus (interior da arvore) e no ambiente externo (fora da arvore),

durante cinco dias de amostragens (as observacdes foram realizadas a cada 15 min): A -
Temperatura; B — Umidade.
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TABELA 6 - PARAMETROS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA
OBSERVADOS NA PARTE INTERNA E EXTERNA (AMBIENTE) DA ARVORE COM
COLONIAS NATURAIS DE Panstrongylus megistus.

Temperatura (°C)

Umidade Relativa (%)

Paramentros

Interna Externa Interna Externa
Média 11.04 11.96 88.04 77.74
Desvio 1.10 6.06 3.81 16.51
Maxima 15.6 24.0 94.6 94.5
Minima 8.6 3.7 62.3 40.6

5.4 Identificacdo das diferentes fontes alimentares utilizadas por
Panstrongylus megistus nos municipios estudados.

No municipio de Bambui foram analisados um total de 43 P. megistus (6
machos, 17 fémeas e 20 ninfas) capturados no intradomicilio (20 individuos) e
peridomicilio (23 individuos) de 15 localidades diferentes. Do total de individuos
analisados, 39% (17/43) ndo apresentaram reacdes, sendo que 53% (9/17) destes
estavam secos no momento da coleta do material. Entre as amostras reativas (61% -
26/43), 65% (17/26) demonstraram reag6es Unicas, 23% (6/26) reagdes duplas e
12% (3/26) reacoes triplas. A reacao unica mais freqiente foi de aves (10 individuos)
e a dupla foi de ave/cao (3 individuos). Embora as reacgbes triplas tenham
apresentado baixa freqlencia, demonstraram associacdes importantes como
ave/cdo/tatu, em uma ninfa capturada num paiol, e ave/cavalo/gambd, em um
barbeiro fémea encontrado no quarto de dormir. Estas associagbes sugerem a
circulagcado de P. megistus entre os ambientes naturais e artificiais no municipio de
Bambui. As reacoes fracas (RF) observadas em algumas amostras podem indicar
uma alimentagdo mais antiga nos hospedeiros, apresentado pouco material para
andlise, ou uma reagao cruzada entre fonte alimentares (TABELA 7).
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TABELA 7 - FONTES ALIMENTARES DE Panstrongylus megistus OBTIDOS
ATRAVES DE NOTIFICACOES E ATENDIMENTOS REALIZADOS NO MUNICIPIO
DE BAMBUI.

INTRADOMICILIO PERIDOMICILIO
FONTE ALIMENTAR Quarto Sala Outros Galinheiro Paiol Outros TOTAL

Ave 2013* - - 29 2Nf 3 Nf - 10
S & cdo - - - - 3Nfe+ - 3
>
5¢ Humano 13 2Nf - - 1 Nf - - 4

Ave/cao 1 Nf* - - - 2 Nf++ - 3
E &»\; Ave /roedor - 1(3)+ - - - - 1
2 & Ave/gato - 19 - - - - 1

Cao/tatu - - 1(Q)* - - - 1
< _ Ave/cao/tatu - - - - 1 Nf*++ - 1
E &  Ave/cao/roedor - - - - 13 - 1
E T  Avelcavalolgamba  1(Q)* - - - - - 1
TOTAL DE REAGOES 8 2 1 5 10 0 26
NAO REAGIRAM 7 2 - - T++ 1 17
TOTAL DE INDIVIDUOS 15 4 1 5 17 1 43

Nf=ninfa; RF=reacao fraca; * RF para ave; **RF para cavalo; *** RF para tatu; +casa desabitada; ++ paiol
com galinhas.

Avaliando o numero de hospedeiros presentes nas amostras, observamos
que a maior ocorréncia foi de aves (49% - 18/37), caes (22% - 8/37), humanos (11%
- 4/37), roedores (5% - 2/37), tatus (5% - 2/37), cavalo (3% - 1/37), gamba (3% -
1/37) e gato (3% - 1/37). Considerando a captura dos barbeiros nos diferentes
ambientes, foi observado que as aves foram os hospedeiros que ocorreram com
maior freqiiéncia, tanto no intradomicilio (44% - 7/16) como no peridomicilio (52% -
11/21). No intradomicilio a segunda fonte alimentar mais utilizada foi humanos (19%
- 3/16), seguido de caes (13% - 2/16) e de animais comuns neste ambiente, como
roedores e gatos (ambos com 6% - 1/16), e outros mais inusitados, como cavalo e
gamba (6% cada). No peridomicilio o segundo hospedeiro mais utilizado pelos
barbeiros foram os caes (33% - 7/21), seguido de roedor, tatu e, até mesmo, o
homem (todos com 5% - 1/21) (Figura 31). Nenhum dos barbeiros analisados para

fonte alimentar apresentou infecgéo para T. cruzi.
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Figura 31 — Ocorréncia de hospedeiros presentes na andlise de fonte alimentar realizada em
Panstrongylus megistus obtidos através de notificagdes e atendimentos realizados no ambiente
doméstico do municipio de Bambui.

Em Piracema, foram analisados 7 individuos, dos quais 5 ndo apresentaram
reacOes nas analises realizadas. Dos individuos que foram reativos (ambos
encontrados no ambiente peridomiciliar), uma ninfa capturada em uma pilha de
lenhas apresentou uma reagao dupla para ave/cao e um barbeiro macho, capturado
em um galinheiro, demonstrou uma reagao simples para ave.
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5.5 Determinacao da interrelacdo entre os ambientes domiciliar e silvestre a
partir dos indices de infeccdo por Trypanosoma cruzi observados em
reservatorios (domésticos e silvestres) e vetores encontrados nos municipios
de Bambui e Piracema

| - Avaliacao da infeccao por Trypanosoma cruzi em Panstrongylus megistus
coletados em Bambui e Piracema

No municipio de Bambui foram obtidos 361 P. megistus (228 de notificagbes e
133 de atendimentos), entre os anos de 2004 e 2010. Nas notificagbes, 57%
(130/228) dos individuos estavam secos no momento da captura e 43% (98/228)
foram analisados, onde 7% (7/98) foram positivos para T. cruzi. Nos atendimentos,
38% (50/133) estavam secos e 62% (81/133) foram analisados, encontrando-se
apenas 1 (1.2%) individuo positivo para o parasito. Os barbeiros infectados foram
obtidos em seis localidades diferentes do municipio, variando o indice de infecgao
de 0% a 12% entre os anos de 2004 e 2010. O numero de casas com P. megistus
infectados manteve-se abaixo de 5% das casas infestadas, exceto no ano de 2005
(12%) (Figura 32).

No municipio de Piracema foram obtidos 462 barbeiros, 297 de notificagdes e
165 de atendimentos (2004 a 2010). Entre as notificados, 43% (128/297) estavam
secos, 57% (169/297) foram analisados e 14% (23/169) estavam postivos para T.
cruzi. Entre barbeiros capturados nos atendimentos, 11% (18/165) estavam secos,
89% (147/165) foram analisados e 9% (13/147) foram positivos apra T. cruzi. Os
barbeiros infectados foram encontrados em 17 localidades com um indice de
infeccdo entre 2% e 29,4%. As casas com P. megistus infectados foram mais
freqlientes que em Bambui, principalmente em 2005 (18%) e 2008 (17%) (Figura
32).

95




Resultados

== Piracema - individuos infectados B Piracema - casas positivas
357 —— Bambui - individuos infectados B Bambui - casas positivas
30 1
25 1

Percentual (%)

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Periodos analisados

Figura 32 — Casas com presenga de Panstrongylus megistus infectados por Trypanosoma cruzi
(casas positivas) e indice de infecgdo dos barbeiros nos municipios de Bambui e Piracema entre os
anos de 2004 a 2010 (Fonte: Programa de Controle da Doenca de Chagas).

A caracterizacao molecular foi realizada nos barbeiros obtidos entre 2008 e
2010. Em Bambui as coletas permitiram o encontro de 163 individuos, sendo que
66% (107/163) foram analisados e 10% (16/163) estavam infectados. Em Piracema,
foram recebidos 189 individuos, sendo que 48% (91/189) foram analisados e 2%
(4/189) estavam infectados.

Il - Analises sorologicas e moleculares realizadas nos diferentes reservatorios
capturados nas areas de estudo.

A) Animais domésticos

No municipio de Bambui foram amostrados 236 caes domésticos (173
machos e 63 fémeas) em diferentes faixas-etarias de 54 localidades. Entre as
localidades amostradas, 47 (87%) foram na zona rural (amostrados 207 caes - 88%)
e 7 (13%) localidades (amostrados 29 caes - 12%) nas regides urbana e periurbana.
O predominio das amostras foi de caes adultos (165 - 70%), seguido de caes jovens
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(43 - 18%) e idosos (28 - 12%). No municipio de Piracema, foram amostrados 251
caes (186 machos e 65 fémeas) de diferentes idades em 45 localidades. Entre as
localidades amostradas 43 (95%) foram na zona rural (246 caes - 98%) e 2 (5%)
localidades (5 caes - 2%) na regiao urbana e periurbana. A distribuicdo das faixas-
etarias nas amostras foi semelhante ao municipio de Bambui, onde a maior parte
das coletas foi realizada em cées adultos (129 - 51%), seguido de cées jovens (88 -
35%) e idosos (34 - 14%).

Em alguns céaes foi possivel somente a coleta de sangue total em papel filtro
(29 em Bambui e 15 em Piracema). Desta forma, nas amostras em papéis filtros
destes individuos realizou-se apenas os teste de RIFI para doenca de Chagas e
leishmanioses, os quais foram todos nao reativos. Dado que foi realizado apenas um
teste soroldgico, estes cées ndo foram comparados com os demais. As demais
analises soroldgicas (HAI, RIFI, ELISA e Trypanosoma Detect®) foram realizadas em
207 individuos de Bambui e 236 de Piracema. Em Bambui, os métodos sorolégicos
utilizados para a detecgédo dos anticorpos anti-T. cruzi, indicaram diferentes indices
de positividade. O maior numero de individuos positivos foi obtido a partir do HAI
(6% - 12/207), seguido do Trypanosoma Detect® (5,3% - 11/207) e RIFI (3,4% -
7/207) (TABELA 8). Os dados sobre as capturas de caes estao detalhadas (Anexo
8.2).
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TABELA 8 - ANALISES SOROLOGICAS, PARASITOLOGICAS E MOLECULARES
REALIZADAS NOS CAES AMOSTRADOS NAS ZONAS URBANAS E RURAIS DO
MUNICIPIO DE BAMBUI.

CAES ANALISADOS — AMOSTRAS DE SORO

Idade* Jovens Adultos Idosos Total
Total 37 145 25 207
INDIVIDUOS COM SOROLOGIA REAGENTE
Idade* Jovens Adultos Idosos Total
Teste Reag. Indeter. Reag. Indeter. Reag. Indeter.
Trypanosoma
Detect™ 2 8 ! 1
HAI - DCh 2 9 1 12
g RIF - DCh 2 1 4 4 1 7
(6]
9 Reagente em 2
o ou mais testes - 1 - 4 - 1 6
S Dch
@ ELISA Leish 5 3 38 21 5 48
RIFI Leish 10 28 4 1 39
Reagentes para
ELISA e RIFI C 1 v 12
Q3
e < | Reagentes para 0 _ ] _ . _ ]
S5 | DCheleish
3

ANALISES PARASITOLOGICAS E MOLECULARES

Idade* Jovens Adultos Idosos Infecga?
T. cruzi
Hemocultura .
n
8 (n=22) 3 11 7 Negativa
0]
‘O
)
= Xenodiagnadstico .
gt) (n=18) 2 14 2 Negativa
[
<
o
(v
< Polimerase
2 Chain Reaction
3 .
H (PCR) 16 69 7 Negatlva
o =
o (n=92)

* ldade dos caes: jovens= 0 a 2 anos, adultos = 2 a 6 e idosos = mais de 6 anos, DCh = Doenca de
Chagas, LEISH = Leishmaniose, Reag. = reagente, indeter. = indeterminados.
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Em Piracema, foi encontrada uma maior positividade no teste Trypanosoma
Detect® (12,3% - 29/236), seguido do HAI (3,4% - 8/236) e RIFI (3% - 78/236).
Considerando como reativos para T. cruzi, animais com pelo menos dois dos trés
testes sorologicos realizados positivos, foram encontrados 6 (3%) caes em Bambui e
10 (4,2%) cées de Piracema. As anadlises sorolégicas para Leishmania sp.,
considerando positivos os caes com reatividade nos dois testes aplicados, indicaram
6% (12/207) em Bambui e 2,5% (6/236) em Piracema (TABELA 9). Os dados sobre
as capturas de caes estao detalhadas na (Anexo 8.3).

Buscando provaveis reacOes cruzadas entre a doenca de Chagas e
leshmanioses, foi observado que em Bambui apenas um cédo foi considerado
positivo para a doenga de Chagas e Leishmanioses (dois testes positivos para cada
enfermidade). Em Piracema néo foi encontrado nenhum c&o com as duas reagdes
positivas. Os exames parasitolégicos (xenodiagndstico e hemocultura) realizados
nos caes foram negativos para presenca de T. cruzi. As analises por PCR-Multiplex
para T. cruzi também n&o identificaram a presenga do parasito nas amostras de
sangue coletadas.
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TABELA 9 — ANALISES SOROLOGICAS, PARASITOLOGICAS E MOLECULARES
REALIZADAS NOS CAES AMOSTRADOS NAS ZONAS URBANAS E RURAIS DO
MUNICIPIO DE PIRACEMA.

CAES ANALISADOS — AMOSTRAS DE SORO

Idade* Jovens Adultos Idosos Total
Total 81 122 33 236
INDIVIDUOS COM SOROLOGIA REAGENTE
Idade* Jovens Adultos Idosos Total
Resultado teste | Reag. | Indeter. Reag. Indeter. Reag. Indeter. ota
Trypanosoma
Detect™ 6 20 3 2
> HAI - DCh 1 7 1 0 8
G} RIF - DCh 2 1 5 0 7
g Reagente em 2
o ou mais testes - 0 === 10 0 10
P Dch
ELISA Leish 12 7 16 14 4 4 32
RIFI Leish 20 18 3 0 38
Reagentes para
ELISA e RIFI 3 3 0 6
23
O ﬁ Reagentes para _
xS DCh e Leish 0 0 0 0
S

ANALISES PARASITOLOGICAS E MOLECULARES

Idade* Jovens Adultos Idosos Infecga?
T. cruzi

(7))
(] Hemocultura .
o 11 4 6 1 Negativo
= (n=11)
‘O
|
o
=
(7] Xenodiagnastico ’
é (n=10) 3 5 2 Negativo
<
o
i
<
5 | Polimerase Chain
e Reaction (PCR) 38 64 11 Negativo
| =
o) (n=113)
=

* ldade dos caes: jovens= 0 a 2 anos, adultos = 2 a 6 e idosos = mais de 6 anos, DCh = doenca

de Chagas, Leish = leishmaniose, Reag. = reagente, indeter = indeterminados.
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Em Bambui, a andlise molecular para T. cruzi (PCR-Multiplex) foi realizada
em amostras de todos 34 gatos amostrados. Quando era possivel a manipulagao do
animal, foram realizados xenodiagnosticos (11 amostras), entretanto nenhum
resultou positivo para o parasito (TABELA 10). Em Piracema, a analise molecular foi
realizada nos 25 gatos amostrados e o xenodiagnostico, nas mesmas condi¢cbes que
em Bambui, foi realizado em 5 individuos (TABELA 11). Nao foram realizadas

hemoculturas nestes animais.

TABELA 10 — ANALISES PARASITOLOGICAS E MOLECULARES REALIZADAS
EM GATOS DOMESTICOS CAPTURADOS EM DIFERENTES LOCALIDADES DO

MUNICIPIO DE BAMBUI.

INDIVIDUOS ANALISES REALIZADAS Infeccdo
'MACHOS FEMEAS TOTAL XENODIAGNOSTICO PCR-T.cruzi T.cruzi

LOCALIDADES

Abacaxi 0 1 1 1 Negativa
Araras Il 1 0 1 1 1 Negativa
Barra do Sambura 1 0 1 0 1 Negativa
Cabacas 1 0 1 1 1 Negativa
Capoeira 1 1 2 0 2 Negativa
Capoeirao 2 0 2 0 2 Negativa
Coqueiros 4 0 4 3 4 Negativa
Lagoa do Junco 1 0 1 0 1 Negativa
Luzia 3 0 3 0 3 Negativa
Morro Branco 1 0 1 0 1 Negativa
Olhos D’agua 1 1 2 1 2 Negativa
Pau-Ferro 4 2 6 4 6 Negativa
Ponte Alta 1 0 1 0 1 Negativa
Potreiro 1 0 1 0 1 Negativa
Sertaozinho | 2 2 4 0 4 Negativa
Sertaozinho Il 0 1 1 0 1 Negativa
Turvo 1 1 2 0 2 Negativa
TOTAL 26 8 34 1 34
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TABELA 11 - TESTES PARASITOLOGICOS E MOLECULARES REALIZADOS EM
GATOS AMOSTRADOS NO MUNICIPIO DE PIRACEMA.
INDIVIDUOS ANALISES REALIZADAS Infeccao

Machos Fémeas Total Xenodiagndstico PCR-T.cruzi T. cruzi

LOCALIDADE

Colonia 2 1 3 0 3 Negativa
Condé 1 2 3 0 3 Negativa
Limeira 1 0 1 0 1 Negativa
Mosquito 0 1 1 0 1 Negativa
Paracatu 1 0 1 1 1 Negativa
Perobas de Cima 1 0 1 0 1 Negativa
Perobas do Meio 1 1 2 0 2 Negativa
Pintos 5 5 10 3 10 Negativa
Sobradao 1 2 3 1 3 Negativa

(3]

Total 13 12 25 25 ===

B) Animais capturados no peridomicilio e ambiente silvestre.

- Caracterizacao dos marsupiais e roedores capturados no municipio de
Bambui.

No municipio de Bambui foram realizadas capturas de roedores (domésticos,
e silvestres) e marsupiais em 16 localidades, somando um total de 993 armadilhas
instaladas (17 armadilhas/noite). No ambiente silvestre foram colocadas 723
armadilhas (21 armadilhas/noite), com um indice de captura de 9,5%. No ambiente
peridomiciliar foram instaladas 270 armadilhas (12 armadilhas/noite), com um indice
de captura de 7%. No total foram capturados 45 gambas, 12 cuicas e 26 roedores.
Foram capturadas duas espécies de marsupiais: Micoureus sp. (cuica) e D.
albiventris (gamba-de-orelha-branca). As cuicas foram capturadas nas localidades
de Cambui e Olhos D agua. Nao foi registrado o encontro de Micoureus sp. em
outros locais do municipio, bem como relato dos moradores de sua presenga no
ambiente domiciliar. Os gambas, ao contrario das cuicas, foram capturados com
mais freqiéncia, sendo encontrados em 11 das 16 localidades trabalhadas (TABELA
12).
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TABELA 12 - NUMERO DE ARMADILHAS INSTALADAS POR LOCALIDADES NO
MUNICIPIO DE BAMBUI E NUMERO DE INDIVIDUOS CAPTURADOS.

ARMADILHAS CAPTURAS**

Localidades Peri Silvestre Total Gambas Cuicas Roedores Total
Abacaxis 28 26 54 1 0 3 4
Algodao 13 0 13 0 0 0 0
Araras I 23 87 110 6 0 5 11
Caatinga 6 13 19 1 0 0 1
Cabacas 0 11 11 2 0 0 2
Cambui 2 176 178 1 5 5 11
Capoeira 0 0 0 1* 0 0 1
Capao 0 17 17 0 0 0 0
Carapuca 28 19 47 4 0 3 7
Faz. do Wanda 0 8 8 0 0 0 0
Gameleira 12 0 12 0 0 0 0
Olhos D' agua 72 92 164 5 7 7 19
Gordura 12 0 12 3 0 0 3
Pau-Ferro 0 108 108 0 0 0 0
Posses 20 88 108 14 0 2 16
Tabatinga 54 78 132 7 0 1 8
Total 270 723 993 45 12 26 83

* Capturado manualmente no seu ninho; ** Nao foi considerada a captura do morcego.

As espécies de roedores domésticos capturados, Mus musculus e Rattus
rattus, foram freqlientemente encontradas nos anexos peridomiciliares, associadas a
locais de armazenamento de sementes como arroz e milho (paids, caixas de
madeira, etc.) e abrigos com diferentes tipos de entulhos (lenha, caixas com roupas
velhas, utensilios caseiros em desuso, etc.). Na localidade de Olhos D agua, no
entanto, foi capturado um M. musculus no interior de um fragmento de mata
aproximadamente 340 m de distancia da casa mais préxima. A espécie Nectomys
sp. foi capturada sempre proxima a pequenos cursos de &gua (cérregos) no
ambiente natural, normalmente fora da area de uso doméstico humano. As espécies
Oligoryzomys sp. e Oecomys sp. foram capturados apenas no ambiente natural.
Quatro roedores capturados no ambiente silvestre nao foram identificados. Os
gambas foram capturados tanto nos ambientes peridomiciliares (29%) como nos
silvestres (71%) em diferentes localidades, sendo encontrados gambas positivos
para T. cruziem ambos ambientes (TABELA 13).
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TABELA 13 - NUMERO DE ESPECIES CAPTURADAS NOS AMBIENTES
PERIDOMICILIAR E SILVESTRE NO MUNICIPIO DE BAMBUI.

Ambiente*

Individuos Espécies Capturas

Peridomicilio Silvestre

Gambas Didelphis albiventris 45 18 2/18 5/32
Cuicas Micoreus sp. 12 6 6 0/0 0/12
Morcego Nao identificado 1 1 0 0/0 0/1
Né&o identificado 3 2 1 0/0 0/3
8 Oecomys sp. 2 0o 2 0/0 0/2
(%2}
w é’ Oligoryzomys sp. 2 1 1 0/0 0/2
% @ Nectomys sp. 12 7 5 0/0 0/12
(0]
e £ Rattus rattus 1 1 0 0/1 0/0
€
S
= Mus musculus 6 3 3 0/5 0/1
o
TOTAL 84 39 45 2/19 5/65

* Infectados/capturados

Nos roedores, cuicas e morcegos (total de 39 individuos) capturados foram
realizados 9 hemoculturas, 38 xenodiagnésticos e 39 PCR-Multiplex. Os resultados
destas andlises ndo demonstraram a participacdo destes individuos nos ciclos de
transmissao do T. cruzi nas areas estudadas, uma vez que foram negativos para

presenca deste parasito (TABELA 14).
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TABELA 14 - NUMERO DE ESPECIES CAPTURADAS E INFECTADAS POR
Trypanosoma cruzi NO MUNICIPIO DE BAMBUI.

q s L. PCR- Infeccao
Individuos Espécies Capturas XENO * HEMO** . .
Multiplex T. cruzi
Cuicas Micoreus sp. 12 12 2 12 Negativa
Morcego Nao identificado 1 0 0 1 Negativa
Nao identificado 3 3 0 3 Negativa
§ Oecomys sp. 2 2 0 2 Negativa
[}
” :z’ Oligoryzomys sp. 2 2 0 2 Negativa
g @ Nectomys sp. 12 12 4 12 Negativa
[0}
£ % Rattus rattus 1 1 0 1 Negativa
IS
S
5 Mus musculus 6 6 3 6 Negativa
o
TOTAL 39 38 9 39

*Xenodiagnéstico; **Hemocultura

Dos 45 gambas analisados, 7 (16%) apresentaram infeccao pelo T. cruzi,
sendo representado na grande maioria por fémeas (86% - 6/7). Foram analisados 45
xenodiagnésticos, 28 hemoculturas e 45 andlises por PCR-Multiplex do sangue total
em papel filtro (TABELA 15). Dos gambas capturados, 28 foram analisados pelas
trés técnicas supracitadas.

TABELA 15 - ANALISES PARASITOLOGICAS E MOLECULARES REALIZADAS
EM Didelphis albiventris CAPTURADOS NO MUNICIPIO DE BAMBUI.

Numero de PCR - Multiplex

) HEMO Infeccéo T. cruzi
individuos sangue*

NR** Negativo Negativo Negativo

21 Negativo Negativo Negativo Negativo
4 Positivo Positivo Positivo TCI
1 Positivo Negativo Positivo TCI
1 Positivo Positivo Negativo TCI
1 Positivo Negativo Negativo TCI
45 28 45 45

* Amostras em papel filtro; ** Nao realizada.
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Embora tenha-se obtido um nimero reduzido de gambas positivos, a andlise
através do indice Kappa demonstrou uma concordancia substancial (0.75 e 0.79)
entre os diferentes testes utilizados (TABELA 16). A caracterizacdo molecular
demonstrou apenas a presencga de T. cruzi | (TCI), grupo do parasito associado ao
ambiente silvestre (Figura 33). Nao foi observada co-infec¢édo por T. rangeli nas

amostras analisadas.

PMCN 1 2 3 4 5 67 8 9 10 11Td Tdl

194 pb 195pb

118 pb 111pb

Figura 33 — Perfil de amplificagcdo do DNA satélite de T. cruzi, a partir da anélise do sangue total de
Didelphis albiventris capturados no municipio de Bambui. PM = Peso molecular ®X174, CN =
controle negativo (sem DNA), 1 a 6 = D. albiventris com andlises parasitolégicas positivas para T.
cruzi (1 e 2 nao detectaram o parasito), 7 a 11 = D. albiventris com analises parasitologicas

negativas. Controles positivos: TCI = cepa colombiana, TCIl = cepa Y.

TABELA 16 - ANALISES DE CONCORDANCIA ENTRE OS DOIS TESTES
PARASITOLOGICOS REALIZADOS E A ANALISE MOLECULAR POR PCR-
MULTIPLEX NOS Didelphis albiventris CAPTURADOS NO MUNICIPIO DE BAMBUI.

Xenodiagnostico Hemocultura

PCR-Multiplex ~ Positivo ~ Negativo | PCR-Multiplex ~ Positivo  Negativo
Positivo 4 1 Positivo 5 0
Negativo 1 22 Negativo 2 21
TOTAL 5 23 TOTAL 7 21
Indice Kappa = 0.75 Indice Kappa = 0.79

"HEMOCULTURA  Positivo  Negativo | PCR-Multiplex ~ Positivo  Negativo
Positivo 5 2 Positivo 5 0
Negativo 0 21 Negativo 2 21
TOTAL 5 23 TOTAL 7 21
Indice Kappa = 0.75 Indice Kappa = 0.75
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As capturas dos animais silvestres e domésticos variaram ao longo das
estacées do ano. A estacdo de outono apresentou o maior indice de captura de
individuos (11%), seguido do verao (9%) (TABELA 17).

TABELA 17 - INDICES DE CAPTURAS REALIZADAS NO MUNICIPIO DE BAMBUI
NAS DIFERENTES ESTAGOES DO ANO.

Estacdes de ) ) indice de
Gambas Cuicas Roedores Total Armadilhas/noite

coleta captura
Verao 25 0 3 28 14 9%
Outono 10 12 15 37 31 11%
Inverno 2 0 3 5 17 4%
Primavera 8 0 5 13 29 6%
TOTAL 45 12 26 83 17 8%

Nos gambas capturados foram encontradas as sete classes de idade
determinada por erupgao e desgaste dentario, que representam as diferentes fases
da vida destes individuos. Os gambas jovens (classes |, Il e Ill) foram observados
apenas nas coletas correspondentes a estacdo verdo, representando 64% (18/28)
da amostra. Nas estacdes de outono, inverno e primavera foi observado somente
individuos pré-adultos (classe 1V) e adultos (classe V — VII). A infeccao por T. cruzi
foi observada apenas em individuos com maior tempo de vida como adultos da
classe V e VII, ndo havendo diferenga significativa (p > 0,05) entre o numero de
individuos infectados ao longo das estacées do ano (TABELA 18).
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TABELA 18 - CARACTERIZAGAO DAS CAPTURAS DE MARSUPIAIS E
ROEDORES AO LONGO DAS ESTAGOES DO ANO, INDICANDO O NUMERO DE
ANIMAIS INFECTADOS POR Trypanosoma cruzi NO MUNICIPIO DE BAMBUI.

Estacoes de Idade de Didelphis albiventris* Total de
Gambas* Cuicas Roedores

coleta nm m v Vv VI Vi capturas
Verao 0/14 0/3 01 01 2/5 01 0 2/25 0 3 28
Outono 0O O 0 04 35 01 O 3/10 12 15 37
Inverno o o0 o0 on 0 01 O 0/2 0 3 5
Primavera 0O 0 O o0 16 01 11 2/8 0 5 13
TOTAL 0/14 0/3 0/1 0/6 6/16 0/4 11 7/45 12 26 85

* Total de infectados/coletados

Ao longo das amostragens foram encontradas 6 fémeas de D. albiventris com
filhotes no marsupio (Figura 34). As capturas ocorreram durante a estacao da
primavera (entre outubro e novembro) e as fémeas com filhotes corresponderam a
86% (6/7) das fémeas capturadas na primavera. O numero de filhotes encontrado na
primavera variou de 4 a 11 individuos e o tamanho médio cabeca-corpo foi de 4,73
(x 0,69) cm. No verao foi capturada uma fémea com quatro filhotes no marsupio
(média cabega-corpo = 10,3 cm) (TABELA 19).

Figura 34 — Filhotes (entre 60 e 70 dias de vida) encontrados no marsupio de Didelphis albiventris

capturada durante o verdao no municipio de Bambui.
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TABELA 19 — NUMERO DE FILHOTES DE Didelphis albiventris ENCONTRADOS

COM AS FEMEAS NO MUNICIPIO DE BAMBUI NAS ESTAGCOES DE PRIMAVERA
E VERAO.

Estacao Més Ne de filhotes Cabeca + corpo (cm) Idade* (dias)

Verao Fevereiro 4 10.3 60-70

8 4.9 30-35

11 4.2 25-30
BN Outubro/ 7 5.2 30
Novembro 8 5.2 30
6 5.3 35

8 3.6 20-25

Média (desvio) - Primavera 8(+1.5) 4.73 (+0.69) 30-35

- Caracterizacdo dos marsupiais e roedores capturados no municipio de
Piracema.

No municipio de Piracema foram realizadas capturas de roedores (domésticos
e silvestres) e marsupiais em trés localidades, somando um total de 467 armadilhas
instaladas (12 armadilhas/noite). No ambiente silvestre foram colocadas 400
armadilhas (16 armadilhas/noite), com um indice de captura de 10%. No ambiente
peridomiciliar foram instaladas 67 armadilhas (6 armadilhas/noite), com um indice de
captura de 6%. No total foram capturados 31 gambés, 3 cuicas e 11 roedores.
Foram capturadas trés espécies de marsupiais: D. albiventris (gamba-de-orelha-
branca), D. aurita (gamba-de-orelha-preta) e Marmosops sp. (cuica). As cuicas
foram capturadas em duas localidades, em fragmentos de matas préximos as
residéncias (~ 300 m), no entanto fora da area de uso humano. Ao contrario das
cuicas, as duas espécies de gambas foram mais comumente capturadas, sendo
encontradas em simpatria nas trés localidades avaliadas. Entre as areas
trabalhadas, a localidade de Mosquito ndo apresentou nenhum individuo infectado
por T. cruzi (TABELA 20).
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TABELA 20 - NUMERO DE ARMADILHAS INSTALADAS E INDIVIDUOS
CAPTURADOS POR LOCALIDADE NO MUNICIPIO DE PIRACEMA.

Armadilhas Capturas

Localidades Peri Silvestre Total D. albiventris* D. aurita* Cuicas Roedores Total

Castro 0 0 0 0 1% 0 0 1
Centro 0 0 0 0 1 0 0 1
Mosquito 4 156 160 0/3 0/3 2 7 15

Pintos 41 190 231 4/5 0/12 1 3 21
Sobradao 22 54 76 1/2 1/4 0 1 7
Total 67 400 467 5/10 1/21 3 11 45

* Infectados/capturados; ** capturados manualmente no peridomicilio.

A espécie R. rattus foi capturada no ambiente peridomiciliar de diferentes
residéncias, associada freqiientemente a locais de armazenamento de sementes ou
cobertas com materiais em desuso (madeiras, telhas, etc.). A espécie Oligoryzomys
sp. e os roedores silvestres nao identificados foram capturados apenas no ambiente
natural. Como observado no municipio de Bambui, em Piracema também nao foram
encontrados roedores silvestres no ambiente peridomiciliar. As duas espécies de
gambas foram encontradas principalmente no ambiente natural, entretanto em duas
oportunidades foi possivel capturar manualmente o gamba D. aurita no ambiente

peridomiciliar. Ambas espécies apresentaram infecgéo por T. cruzi (TABELA 21).

110




Resultados
TABELA 21 - ESPECIES CAPTURADAS NO AMBIENTE PERIDOMICILIAR E
SILVESTRE NO MUNICIPIO DE PIRACEMA.

Ambiente*
Individuos Espécies Capturas

M Peridomiciliar  Silvestre
Gambas Didelphis albiventris 5
Didelphis aurita 9 12 0/2 1/19 21
Cuicas Marmosops sp. 1 2 0 0/3 3
@ Nao identificado 3 1 0/0 0/4 4
@
(0]
- (72) Oligoryzomys sp. 1 2 0/0 0/3 3
(0]
S
2 o
e s
E Rattus rattus 2 2 0/4 0/0 4
S
[5)
o

TOTAL 0/6 6/39 45

*Total de infectadas/analisadas

A partir dos exames parasitoldgicos utilizados para determinacao da presenca
de T. cruzi nos individuos capturados no municipio de Piracema, foi possivel
identificar a infeccdo apenas nos marsupiais Didelphis sp. Nos roedores e cuicas
capturados foram realizados 14 xenodiagnésticos e 14 PCR-Multiplex, ndo sendo
detectado o T. cruzi. Ndo foram realizadas hemoculturas nestes individuos (TABELA
22).

111




Resultados

TABELA 22 - NUMERO DE INDIVIDUOS ANALISADOS PARA INFECCAO POR
Trypanosoma cruzi ATRAVES DOS TESTES DE XENODIAGNOSTICO E
HEMOCULTURA NO MUNICIPIO DE PIRACEMA.

PCR- Infeccao T.
Multiplex cruzi

Individuos Espécies Capturas XENO* HEMO**

Marmosops sp. Negativo
@ N&o identificado 4 4 0 4 Negativo
@ % Oligoryzomys sp. 3 3 0 3 Negativo
S
3 o
e 5
§ Rattus rattus 4 4 0 4 Negativo
e
5]
(o
Total 14 14 (0] 14

*Xenodiagnostico, **Hemocultura.

Dos 31 gambas analisados, 6 (19%) apresentaram infec¢éo pelo T. cruzi. A
presenca do parasito foi maior na espécie D. albiventris (50% - 5/10), do que em D.
aurita (5% - 1/21). Como observado no municipio de Bambui, a maior parte dos
individuos infectados foi fémeas (67% - 4/6). Foram analisados 30 xenodiagndsticos,
23 hemoculturas e 31 PCR-Multiplex. Entre os gambés capturados, 4 D. albiventris e
18 D. aurita foram analisados pelas trés técnicas empregadas (TABELA 23).
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TABELA 23 - ANALISES PARASITOLOGICAS E MOLECULARES (PCR-
MULTIPLEX) REALIZADAS EM GAMBAS Didelphis albiventris E Didelphis aurita NO
MUNICIPIO DE PIRACEMA.

Didelphis albiventris
Individuos (N=10) HEMO XENO PCR - Multiplex
2 Positivo Positivo TCI
1 Positivo Negativo TCI
2 NR Positivo TCI
3 NR Negativo Negativo
1 Negativo Negativo Negativo
1 Negativo NR Negativo
Didelphis aurita
Individuos (N=21) HEMO XENO PCR - Multiplex
1 NR Positivo TCI
2 NR Negativo Negativo
18 Negativo Negativo Negativo

* NR = Nao realizado

Dada a auséncia de hemoculturas em parte dos gambas infectados, as
andlises de concordancia foram realizadas entre o resultado das analises
parasitolégicas dos animais (com pelo menos um teste positivo) e a PCR-Multiplex.
Para um maior nimero amostral as duas espécies foram analisadas em conjunto,
levando a um indice Kappa de 0.89 (quase perfeito) (TABELA 24).

TABELA 24 - ANALISES DE CONCORDANCIA ENTRE A PCR-MULTIPLEX E OS
GAMBAS (Didelphis albiventris E Didelphis aurita), CAPTURADOS NO MUNICIPIO
DE PIRACEMA.

Gambas (D. albiventris e D. aurita)

PCR-Multiplex POSITIVO * NEGATIVO
POSITIVO 5 0
NEGATIVO 1 25
TOTAL 6 25

Indice Kappa = 0.89 (quase perfeito)

* Xenodiagnéstico e/ou hemocultura positiva.
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A caracterizagao molecular demonstrou apenas a presenca de T. cruzi | (TCI),
associado ao ambiente silvestre (Figura 35). Nao foi observada co-infecgao por T.

rangeli nas amostras analisadas.
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Figura 35 - Perfil de amplificacdo do DNA satélite de T. cruzi, a partir da analise do sangue total de
Didelphis albiventris capturados no municipio de Piracema. PM = Peso molecular ®X174, CN =
controle negativo (sem DNA), 1 a 5 = D. albiventris com andlises parasitolégicas positivas para T.
cruzi, 6 a 9 = D. albiventris com andlises parasitologicas negativas. Controles positivos: TCl = cepa
colombiana, TCll = cepa Y.

As capturas de marsupiais e roedores variaram ao longo das estagdes do
ano. A estagcao de inverno apresentou o maior indice de captura total (23%).
Entretanto, no outono foi obtida a maior diversidade de espécies, indicada
principalmente pelo encontro das cuicas (Marmosops sp.). A maior captura de
gambas ocorreu na estacao do verdao (TABELA 25).

TABELA 25 - INDICES DE CAPTURAS DE MARSUPIAIS E ROEDORES NO
MUNICIPIO DE PIRACEMA AO LONGO DAS ESTAGOES DO ANO.

Estacgbesde  Gambas* ) TOTAL DE indice de
‘ Cuicas Roedores Armadilhas

coleta alb* aur* CAPTURAS captura
Verao 2 12 0 1 15 113 13%
Outono 3 4 3 7 17 248 7%
Inverno 3 1 0 3 7 30 23%
Primavera 2 4 0 0 6 76 8%
Total 10 21 3 11 45 467 10%

*alb - Didelphis albiventris; aur - Didelphis aurita.
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Nas capturas de gambas, predominou a presenca de individuos pré-adultos e
adultos. Os Unicos espécimes jovens encontrados nas capturas foram de D. aurita,
capturados principalmente no verdo. As duas espécies simpatricas demonstraram
indices de infecgao diferentes em relagao as classes de idade observadas. Entre os
individuos pré-adultos e adultos capturados, apenas D. albiventris apresentou
parasitismo por T. cruzi Em D. aurita o parasito foi encontrado apenas em um
individuo (jovem - classe Il) (TABELA 26).

TABELA 26 - CARACTERIZACAO DAS CAPTURAS DE RESERVATORIOS
SINANTROPICOS E SILVESTRES AO LONGO DAS ESTAGCOES DO ANO,
INDICANDO O NUMERO DE ANIMAIS INFECTADOS POR Trypanosoma cruzi NO
MUNICIPIO DE PIRACEMA.

Idade de Didelphis albiventris (alb) e Didelphis aurita (aur)*

Total

= | Il ] v \'} Vi Vil
Estacoes infectados* Total de
de coleta capturas
alb aur alb aur alb aur ab aur alb aur alb aur alb aur alb aur

Verao 0O 06 O 02 0 0 o 01 11 02 01 on 0 0 1/2 0/12 1/14
Outono 0 0 0 0] 0 0 11 01 22 0/3 0 0 0 0 3/3 0/4 3/7
Inverno 0 0 0 0 0O 0 02 0 01 oA 0 0 0 0 073 0/1 0/4
Primavera 0o 11 0 0 0O 0 0 0 01 02 11 01 O 0o 12 1/4 2/6

1/3 0/2 12 01

* infectados/ coletados

Durante as amostragens foram encontradas 4 fémeas com filhotes no
marsupio (2 D. albiventris e 2 D. aurita). As capturas ocorreram durante a estagao de
inverno (fim do més de agosto) e durante a estagdo de primavera (inicio de
dezembro). A gambé D. aurita com filhotes encontrada no inverno foi a Unica fémea
capturada nesta estacdao. As gambas com filhotes da primavera corresponderam a
60% (3/5) do total da amostra da estacdo. O numero de filhotes variou de 6 a 8
individuos (TABELA 27).
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TABELA 27 - NUMERO DE FILHOTES DE Didelphis albiventris e Didelphis aurita
ENCONTRADOS COM AS FEMEAS NO MUNICIPIO DE PIRACEMA NAS
ESTAGOES DE INVERNO E PRIMAVERA.

. N . Cabeca - Corpo . -
Estacao Filhotes Idade (dias) Espécie

(cm)

Inverno Agosto 8 6,0 40* D. albiventris
6 3.3 20" D. albiventris
Primavera Dezembro 9 2.4 8-14™* D. aurita
8 6.4 43-49** D. aurita

*Schweigmann (1994), **Motta (1988)

C) Avaliacao da infeccao das gladulas paracloacais de Didelphis albiventris e
Didelphis aurita nos municipios de Bambui e Piracema.

Com o objetivo de detectar em individuos infectados pelo T. cruzi a presenca
do parasito na luz das glandulas anais, foi realizada a PCR-Multiplex para 7
amostras de Bambui e 6 (5 D. albiventris e 1 D. aurita) de Piracema. Através da
andlise molecular nao foi detectada a presenca do parasito nas amostras
analisadas.
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6 DISCUSSAO

A historia do controle da doenga de Chagas no Brasil se inicia no municipio de
Bambui, mais precisamente no final da década de 40, com a descoberta de 25 casos
agudos da doenca provenientes do centro-oeste mineiro. Deste total, 20 casos foram
provenientes de Bambui e 5 de cidades préximas. O sinal de Romaria, contribuiu
para a deteccdo da maioria dos pacientes, ocorrendo em 15 destes (Martins et al.
1940). Um levantamento triatominico realizado na época demonstrou P. megistus
como espécie predominante em 75% das casas infestadas, sendo nas restantes
encontrado T. infestans (Dias 1982).

Dado o elevado numero de casos agudos da doenga de Chagas no municipio,
as mas condi¢cdes de moradia e grande infestacdo domiciliar por barbeiros, em 1943
foi instalado o Centro de Estudos e Profilaxia da Moléstia de Chagas (CEPMCh), por
determinagao do Dr. Henrique Aragéo, entdo diretor do Instituto Oswaldo Cruz (I0C)
no Rio de Janeiro (Dias 1945). Vinculado inicialmente a Divisao de Estudos de
Endemias do I0C, o CEPMCh foi organizado e dirigido pelo Dr. Emmanuel Dias até a
sua morte em 1962. Embora este Centro tivesse como objetivo inicial estudar a
profilaxia da doenga de Chagas na regido, o CEPMCh passou a desenvolver
inUmeros trabalhos relacionados a clinica, epidemiologia, terapéutica e ao controle

da transmisséao vetorial do T. cruzi (Dias 1982).

Na época de instalagdo do CEPMCh (Atual PAEED), foi observada uma rapida
mudanca na composicdo de espécies de triatomineos domiciliados, quando
comparado ao periodo dos primeiros casos da doenga de Chagas no municipio
(Martins et al. 1940). Em 1943, a espécie T. infestans ja ocorria na maioria das casas
infestadas, reduzindo consideravelmente a presenca de P. megistus (encontrado em
menos de 20% das moradias). Nao somente em Bambui, na segunda metade da
década de 40, T.infestans predominava em grande parte dos municipios mineiros.
Um levantamento triatominico em 155 municipios de Minas Gerais entre 1946 e 48
(abrangendo 40% dos municipios da época), demonstrou que 70% das capturas
domiciliares foram representadas por T. infestans. Considerando a rota de expansao
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a partir de Sao Paulo, observa-se Bambui situada no limite norte da dispersdo da
espécie no sudoeste mineiro (Pellegrino 1948, 1950).

Entre 1944 e 1947, o CEPMCh realizou diversas pesquisas no intuito de
controlar a infestacdo doméstica dos triatomineos. Entre os métodos aplicados,
pode-se destacar o uso de langa-chamas (contando com um “carro de bombeiro”,
para possiveis imprevistos), gas cianidrico, borrifacdes de querosene e pé Fly-tox.
Somadas a estas atividades, foram realizadas melhorias nas cafuas (rebocamento
das paredes com cal, barro e areia) e promovidas mudangas dos habitos préprios da
zona rural, como juntar quinquilharias e criar animais (caes, gatos e galinhas) dentro
ou embaixo das casas. Estas atividades contribuiram para a redugao do barbeiro no
ambiente doméstico, levando ao desaparecimento dos casos agudos da doenca de
Chagas nas areas urbana e suburbana de Bambui em 1944 (Dias 1945, Dias 1982).
Apds incansaveis pesquisas, Dias & Pellegrino (1948) demonstraram o uso do
inseticida Gammexane P. 530 (BHC) na eliminagéo e contencao das infestacoes e
reinfestacdes domésticas de triatomineos, por um periodo aproximado de 2 meses
(tempo de agao residual do produto).

As inUmeras atividades de pesquisa realizadas pelo CEPMCh, serviram de
base na formacado do Programa de Controle da Doenga de Chagas (Moreno &
Baracho 2000), o qual obteve alcance nacional a partir da década de 70, coordenado
pela Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM). Considerado o
berco do controle vetorial da doengca de Chagas, Bambui foi o primeiro municipio
brasileiro a implantar a VE, iniciada em 1974.

Segundo Dias (1965), o municipio de Bambui ficou praticamente livre de
triatomineos (principalmente por T. infestans) entre 1957 e 1961, resultante do
expurgo geral realizado por iniciativa do Dr. Emmanuel Dias entre 1956 e 1958. A
partir do inicio da década de 60, foi observada a diminuicdo das populacdes de T.
infestans (Dias & Dias 1968), tornando-se esporadicas ao longo do tempo, até sua
ultima notificacao entre 1977-78.

Com o controle desta espécie, as populacbes de P. megistus voltaram a
colonizar o ambiente domiciliar. Era notado que na maioria das casas com T.

infestans, ndo era comum a presenga de P. megistus, sendo raro 0 encontro das
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duas espécies na mesma residéncia (<4%). Dias & Dias (1968) consideraram esta
caracteristica como uma possivel competicao biolégica entre as espécies, entretanto
ndo observaram esta caracteristica em colénias mantidas em laboratério.
Posteriormente, Pereira et al. (1995) demonstraram que T. infestans apresentava
uma maior eficiéncia na obtencdo de alimento, o que lhe conferia vantagem
competitiva sobre P. megistus.

A presenca de P. megistus no ambiente natural de Bambui pode ser
caracterizada pelas freglientes visitas dos insetos adultos nas residéncias, durante
0S meses mais quentes do ano, e pela grande dispersao do barbeiro no municipio
(Vilella et al. 2005). Ainda em 1960, foi observado um aumento de P. megistus no
ambiente domiciliar. Inicialmente as capturas foram compostas por adultos,
ocorrendo um aumento gradual do encontro de ninfas até 1964, onde os dois
estagios estavam equivalentes (Dias & Dias 1968).

Embora predominante nos dados avaliados de 1974, as populagdes de P.
megistus ja se encontravam em franca reducdo no final da cécada de 70, como
constatado nos periodos entre 1977-78 e 1979-80. O sucesso do controle vetorial
promovido pelo Posto Avangado de Estudos Emmanuel Dias - PAEED (nome
conferido ao CEPMCh a partir de 1980) deve-se a grande mobilizagdo social e
atividades educativas ja realizadas na época. Entre estas atividades foram realizados
treinamentos com a populagéo para identificagéo e notificagao de triatomineos, o que
deflagrava uma investigagcao epidemiolégica por agentes de salde e borrifacdo das
unidades domiciliares com barbeiros (Dias & Garcia 1978). A primeira pesquisa
integral realizada no municipio pela SUCAM (em 1983), demonstrou indices de
infestacdes triatominicas quatro vezes menores do que os observados no inicio da
VE.

O municipio de Piracema, ao contrario de Bambui, inicia sua historia de
controle da doenca de Chagas em 1976, com o Levantamento Triatominico (LT)
realizado pela SUCAM. Os dados avaliados nao constataram a presenca de T.
infestans no municipio, sendo P. megistus a Unica espécie capturada no ambiente
doméstico. Pellegrino (1950) num levantamento sobre as espécies triatominicas de
Minas Gerais, indica a captura de um (1) T. infestans no municipio de ltaguara,
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limitrofe de Piracema. Com a descentralizagcdo do PCDCH, a partir de 1993, surgiram
registros esporadicos de P. diasi em algumas localidades. Neste municipio, sempre
foram observados baixos indices de infestagdo, possivelmente associado ao bioma
Mata Atlantica onde a maior presenga de remanescentes naturais (elevando a
umidade relativa) permitiiam uma menor presséo invasiva da espécie (Forattini
1980). A auséncia de T. infestans, pode ter contribuido para os baixos indices de
infestacao, dada as grandes col6nias domésticas desta espécie, como observado em
caso unico em Bambui com a coleta de 8.548 barbeiros em uma cafua (Dias &
Zéleddn 1955).

Ao contrario de T. infestans, restrito ao ambiente domiciliar no Brasil, P.
megistus mantém uma ampla dispersdo na regidao estudada, compondo 99% das
capturas entre 2003 e 2007 nos 54 municipios da 3% GRS (incluindo Bambui e
Piracema) (Vilella et al. 2009). Embora disperso, observa-se uma reducado nas
infestagbes domésticas do barbeiro, provavelmente devido as atividades iniciadas
pela “Iniciativa Intergubernamental del Cono Sur — INCOSUR’, que mesmo
focalizadas no controle das populagdes de T. infestans, repercutiram na reducao das

populacées de outros triatomineos que se aproximavam do ambiente artificial.

A partir de 2004 observa-se, em ambos municipios estudados, uma grande
redugdo da infestagdo domiciliar, levando a uma estabilidade no ndmero de
notificagbes, representado por pequenas variagdbes ao longo dos anos. Estas
notificacbes foram caracterizadas por um maior encontro de fémeas no
intradomicilio, principalmente no quarto, na sala e menos freqlientemente, na
cozinha. Quanto aos atendimentos positivos, foi observado um significativo aumento
nas investigagées de Bambui, caracterizado por um maior encontro de ninfas no
quarto, nos galinheiros e paidis. Em Piracema, observa-se uma situagéo reversa,
onde os atendimentos positivos tém reduzido, principalmente apo6s 2007,
caracterizado pelo encontro cada vez menor de fémeas e ninfas nos quartos e nos
galinheiros. Segundo Silveira (2000) a infestacdo do ambiente domiciliar por
espécies silvestres nao é passivel de eliminacao, dado que estes podem reinvadir e
recolonizar residéncias submetidas a controle quimico de forma permanente e

intensa.
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Silva et al. (1999) observaram uma maior detec¢ao de residéncias infestadas
por barbeiros através da VE, notificacbes e atendimentos, do que por busca
sistematica de triatomineos (rotina). A maior detec¢ao dos focos domésticos ocorreu
a partir da notificagéo pelos moradores, sendo a maioria detectados pelo agente de
saude no momento do atendimento (Vilella et al. 2009). Segundo Dias (1991),
intervengdes verticais realizadas anualmente sdo onerosas e pouco sensiveis na
deteccao de triatomineos, especialmente em casas com baixa densidade de vetores.
Desta maneira, uma pesquisa priorizando a investigagdo em quartos, galinheiros e
paibis, ecotopos de principal preferéncia de P. megistus observados neste trabalho,
pode otimizar os trabalhos de campo e trazer um controle mais rapido dos focos

detectados.

A reducao no numero de notificagdes e dispersdo do barbeiro observadas em
Bambui, principalmente entre 2004 e 2010, pode ser associada também a uma
visivel melhoria habitacional encontrada na regidao. As cafuas, que compunham 60%
das residéncias nos meados das décadas de 40 e 50 (Dias 1945, Dias 1965),
praticamente ndo sdo encontradas na regido. As poucas casas de “pau-a-pique”
ainda observadas (agora usando telhas de barro, ao invés de palha), servem
principalmente como depdsitos de ferramentas e sdo alvos freqlentes de vistorias
dos agentes de saude e moradores. Apenas duas destas casas sao utilizadas como
moradias. Acredita-se que o grande éxodo rural também tem contribuido para
reducdo das notificagdes, dado que as familias passam a viver cada vez menos nas
zonas rurais, o que diminui as chances de encontrar o barbeiro. Dados atuais do
IBGE (2010) demonstram uma redugao na populagao rural do municipio para 17% da
populagao total, quando comparado a década de 80 (25%) e da década de 60 (60%)
(Dias 1982).

As variacbes mensais das formas evolutivas de P. megistus, foram
caracterizadas por uma predominancia de ninfas entre 0s meses de maio e agosto,
seguido de um aumento de adultos a partir do més de setembro em ambos
municipios. Ao contrario de Bambui, Piracema demonstra ninfas predominantes a
partir do més de janeiro. Os dados observados em Piracema estdo de acordo com
Dias & Dias (1968), que demonstram periodos bem determinados para a
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predominancia de ninfas (janeiro a agosto) e adultos (setembro a dezembro). Entre
os 369 casos agudos associados a transmissao vetorial em Bambui, 63% ocorreram
entre outubro e margo (Dias 2009), periodo de maior dispersdo de insetos adultos,
seguido pela maior presenga de ninfas nos ec6topos domiciliares, segundo registros
do PAEED em Bambui.

Com o intuito de avaliar a dinamica das populagbées de P. megistus, analises
de morfometria geométrica foram realizadas com barbeiros de ambas areas de
estudo. Dujardin et al. (1999) observaram que a perda do dimorfismo sexual esta
associada, principalmente, a maior densidade populacional das colénias de
triatomineos. O maior niumero de barbeiros leva ao aumento da competicao por
alimento, favorecendo individuos de menor tamanho. Esta caracteristica pode ser
observada na colonizagdo dos barbeiros nos eco6topos artificiais, onde as
populagdes atingem grande numero de individuos dada a estabilidade do local
(abrigo de predadores, maior disponibilidade de alimento, etc). Desta maneira, a
presenca de dimorfismo sexual em uma populagéo, pode demonstrar auséncia desta
competicdo, o que é observado normalmente nos eco6topos naturais, onde as
colénias ndo alcangam grandes populagbes. Souza et al. (2008) avaliando barbeiros
silvestres, peri e intradomiciliares verificaram um grande fluxo génico entre os
individuos, constatado pela auséncia de estruturacdo das populagdes e dimorfismo
sexual evidente. As populagcbes de Bambui e Piracema demonstraram
caracteristicas de tamanho e forma semelhantes. Em Piracema, a auséncia do
dimorfismo sexual nas populagbes associadas ao ambiente artificial, provavelmente
estd influenciada pelo tamanho amostral, onde o menor nimero de machos nao
representa adequadamente a populacdo. Desta maneira, considera-se que as
populagdes de P. megistus em Bambui e Piracema mantém suas caracteristicas

naturais, sendo o ambiente silvestre a principal origem das infesta¢cdes domiciliares.

De acordo com a teoria atual de dispersdao de P. megistus, esta espécie
adentrou o Brasil, a partir do dominio atlantico brasileiro, através das matas umidas
e ciliares, utilizando a domiciliagédo para ocupar as areas mais aridas (Aragao 1961,
Forattini 1980). Ao avaliar a proximidade entre as casas com notificagbes do
barbeiro e os fragmentos da vegetagao nativa dos municipios, foi observado uma

maior proximidade destas com a Floresta Semidescidua, tanto em Bambui, como em
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Piracema. Esta classe de vegetacao, provavelmente, mantém eco6topos naturais
mais adequados para P. megistus, permitindo o estabelecimento de colénias
silvestres. Por outro lado, a degradagéo desta vegetacéo leva a rapida reducao dos
recursos utilizados pelos triatomineos promovendo a dispersdo da espécie em

direcao as residéncias mais préximas.

No municipio de Piracema, a pesquisa realizada foi inédita, sendo avaliadas
pela primeira vez as caracteristicas do ciclo de transmissao silvestre de T. cruzi.
Embora os locais selecionados tenham sido sistematicamente investigados, nao
foram detectados focos naturais do triatomineo. Fato que deve ser levado em
consideracdo é a baixa freqUéncia de notificacdes, grande parte formada por
barbeiros adultos sem a presenga de colénias domiciliares. As re-infestagdes
também nao foram freqlentes. De acordo com Silveira (2000) a intensidade da
infestacdo domiciliar a partir dos focos silvestres, depende da densidade de
triatomineos nos ec6topos naturais, do nimero destes ecétopos préximos as casas

e o tipo de relagéo que o morador local tem com o ambiente silvestre.

Em Bambui, o estudo do ciclo natural de T. cruzi foi amplamente estudado ao
longo das décadas, no intuito de compreender as suas diferentes interrelagées com
as infestagdes e reinfestagbes domésticas. Entre as atividades rotineiras de controle
vetorial e atendimentos aos pacientes locais, o0 PAEED conduziu estudos de
infeccdo em reservatorios (silvestres e naturais) e investigagdes por focos silvestres
de barbeiros. Além das atividades realizadas pelos funcionarios do Posto, moradores
rurais e cacadores foram mobilizados para a procura de triatomineos em ninhos,
esconderijos e diferentes abrigos de animais silvestres (Dias 1982). Estas pesquisas
possibilitaram o encontro dos triatomineos Psammolestes tertius Lent & Jurberg,
1965, em ninhos de aves Furnariidae, e R. neglectus, em palmeiras, principalmente
em Acrocomia aculeata (macauba). Embora muito abundante no ambiente artificial,
nunca foram encontradas col6nias de T. infestans no meio silvestre. Dias (1945), no
entanto, relata o encontro de ninfas desta espécie num ninho do gamba Didelphis
albiventris, em uma arvore no ambiente peridomiciliar na localidade Lagoa dos
Monjolos, regido periurbana do municipio. Mesmo que ndo tenham sido encontradas
colénias naturais de P. megistus, a grande presenca da espécie no ambiente
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domiciliar foi associada a ecétopos umbrosos no ambiente natural (Dias 1945, Dias
1982).

A espécie R. neglectus, embora ndo demonstre importancia epidemiol6gica
no municipio, foi capturada em macaubas nas localidades de Capoeirdo (distante
das casas) e Caatinga, num peridomicilio (3 m da residéncia). De acordo com Dias
(1982) esta espécie é encontrada desde a década de 50, infestando cerca de 30%
das palmeiras investigadas. Foi capturada em algumas oportunidades no ambiente
domiciliar até 1974, onde nao houve mais registro de capturas.

O foco natural de P. megistus encontrado no municipio de Bambui, contribui
para o conhecimento das caracteristicas naturais da espécie e corrobora com
diferentes trabalhos realizados em outros Estados brasileiros, onde observa-se uma
preferéncia por habitats arboricolas: Rio Grande do Sul — ocos de &rvores (Santos-Jr
2007); Santa Catarina — ocos de arvores e touceiras de gravatas (Grisard et al. 2000,
Leal et al. 1961, Schempler-Jr et al. 1985); Sao Paulo - ocos e anfractuosidades de
arvores, bromélias, palmeiras e frestas entre pedras (Barretto et al. 1964, 1967;
Forattini et al. 1970, 1977, 1978); Rio de Janeiro - ocos de arvores (Miles et al 1982);
Minas Gerais — ocos e anfractuosidades de arvores, palmeiras, frestas entre pedras
e tocas no chao (Barretto et al.1978, Neves 1979).

Segundo Schempler-dr et al. (1985) focos naturais de barbeiros encontrados
entre 15 e 300 m das residéncias favorecem as visitas de triatomineos adultos ao
ambiente domiciliar. O estadio das ninfas encontradas no ambiente natural esté de
acordo com Dias & Dias (1968), que demonstraram uma maior abundancia de ninfas
de estadios iniciais entre os meses de abril e junho, correspondentes as ultimas
posturas realizadas no final do veréo, periodo também de redug¢do da presenga de
individuos adultos nas residéncias. A verificagdo dos parametros ambientais no foco
natural de P. megistus, demonstrou uma menor variacao de temperatura e umidade
relativa (UR) no interior do ecétopo em relacao ao ambiente externo. A amortizagao
gerada pelo abrigo, promove uma maior protecdo dos triatomineos das intempéries
externas, principalmente para ninfas de estadios iniciais. A média da UR no interior
do ecétopo se manteve préxima ao indice maximo observado. Pires (2003)
demonstrou que a UR de 73% apresenta uma melhor performance na eclosdo de

ovos e na ecdise de ninfas em P. megistus.
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O foco silvestre de Bambui foi descoberto a partir de um inseto fémea
notificado no ambiente intradomiciliar, cinco meses antes da amostragem em campo.
O atendimento desta notificagdo resultou apenas no encontro de uma marca de
fezes no paiol (também utilizado como galinheiro), sem a presenga de colénias ou
outros adultos do triatomineo. A arvore com a colbnia silvestre estava a 54 m da
residéncia notificada. Cogita-se que a fémea possa ter realizado posturas no
ambiente natural, antes de visitar a residéncia onde foi capturada. O registro anterior
de barbeiros nesta localidade foi em maio de 2009, a aproximadamente 3 km do
foco silvestre. Considerando a auséncia de coldnias peridomiciliares proximas a este
foco natural e a estabilidade do ec6topo encontrado (arvore grande, com reflgios
para inumeros hospedeiros naturais), acredita-se que as ninfas capturadas
representem parte da populagdo silvestre de P. megistus de Bambui, a qual tem
circulado ao longo dos anos entre os fragmentos naturais do municipio. O laborioso
encontro deste foco natural sugere uma baixa freqiiéncia da espécie no meio
silvestre, ainda assim capaz de invadir o ambiente domiciliar ao longo dos anos,

mesmo na época de predominancia de T. infestans.

Diferentes trabalhos tém indicado o ecletismo alimentar de P. megistus tanto
em ninfas como adultos (Fernandes et al. 1992, Lorosa et al. 2000). Lorosa et al.
(2000), no Rio Grande do Sul, analisando a fonte alimentar de adultos da espécie
capturados no ambiente domiciliar encontraram uma presenga de aves
(possilvemente galinhas), seguida de humanos, com roedores e gambas em menor
freqliéncia. O maior encontro do barbeiro nos galinheiros de Bambui e Piracema,
demonstrou a importancia destes ecétopos na manutencdo das colbnias
peridomiciliares. Sendo o galinheiro um hébitat passivel de visitas de animais
silvestres (como gambds e tatus) para procura de alimento, torna-se um importante
local de contato entre mamiferos silvestre e colonias peridomiciliares de
triatomineos. Dada a grande capacidade infectiva de P. megistus por T. cruzi (Minter
et al. 1977, Ribeiro et al. 1984), col6nias do barbeiro nestes locais podem elevar os
riscos de transmissao da doenca de Chagas ao homem e animais domésticos.

A avaliacao das fontes alimentares encontradas demonstram a dinamica do

barbeiro entre os ambientes silvestre, peri e intradomiciliares. E possivel identificar
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uma estada dos barbeiros (antes de entrar no intradomicilio)) no ambiente
peridomiciliar, indicado pelas reagdes de ave, ave/gato e ave/cao, ou no ambiente
silvestre, a partir das reagbes de cdo/tatu e ave/cavalo/gamba. Os hospedeiros
associados as ninfas capturadas no peridomicilio (como sangue humano) sugerem
uma dispersdo entre o intra e peridomicilio. Forattini et al. (1972) observaram
mobilidade em ninfas de 4° e 5° instar de Triatoma arthurneivai (Lent & Martins,
1940) deslocando-se até 10 metros entre os habitats estudados. Um comportamento
semelhante foi sugerido para P. megistus por Forattini et al. (1977).

Os animais domésticos utilizados com maior freqiiéncia foram as aves e os
caes. Em Piracema, onde um namero menor de amostras foi avaliado, a presenca
de caes foi notada em uma ninfa capturada no peridomicilio (pilha de lenhas),
associado a aves. Dado o convivio direto com o homem, somado ao fato de
transitarem nos ambientes domésticos e silvestre, os caes podem ser considerados
0s principais reservatorios domésticos de T. cruzi (Castanera et al. 1998, Gartler et
al. 1991). Os humanos, os caes e as galinhas sdo os mais freqiientes hospedeiros
utilizados por triatomineos (Gartler et al. 1997). Fernandes et al. (1992) avaliando a
fonte alimentar de P. megistus em Bambui, demonstraram maior presenca de

sangue humano, seguido de cao, em barbeiros capturados no ambiente doméstico.

A instalacdo do PAEED (nome atual do CEPMCh) em Bambui permitiu o
registro de 369 casos agudos da doenca de Chagas, entre 1939 e 1969, e dez mil
casos cronicos. Com o inicio do controle vetorial, os casos agudos foram
rapidamente reduzidos, ocorrendo o Ultimo registro em 1969. A maioria dos casos de
doenca de Chagas em Bambui foi relacionada a transmissao vetorial por T.
infestans, ocorrida entre 1945 e 1958 (Dias 1982). Os altos indices de infeccéo e
dispersao observados para P. megistus, em 1939/40 (época da descricdo dos
primeiros casos agudos no municipo), mostram a elevada capacidade de
domiciliagao desta espécie. Mesmo desalojada por T. infestans, entre 1944 e 1963,
P. megistus ainda manteve colénias naturais com capacidade de reinfestar o
ambiente doméstico (Dias 1982, Forattini 1980).

Nos estudos iniciais sobre a transmissdao da doenga de Chagas, foram

realizadas analises de xenodiagnéstico em diversos hospedeiros, inclusive o
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homem. Os primeiros reservatérios do T. cruzi reconhecidos em Bambui foram o
homem, o cao e o gato. Mais tarde, também foram encontrados animais silvestres
infectados, como gambas (D. albiventris), roedores (diferentes espécies) e macacos
(Alouatta sp. e Cebus apella). Dos mais de 300 tatus analisados, nenhum
demonstrou infeccao pelo parasito (Dias 1982), bem como nenhuma toca destes
animais apresentou o barbeiro Panstrongylus geniculatus (Latreille, 1811) vetor
associado a dasipodideos por Chagas em 1912.

Estudos realizados entre agosto de 1986 e dezembro de 1988 no municipio
de Bambui, analisaram 154 barbeiros recebidos através de notificagdo dos
moradores, que demonstraram um indice de infecgdo de 9,8%. Adicionalmente, foi
encontrada uma colénia do barbeiro. Os dados desta época, ja demonstravam um
menor numero de barbeiros quando comparado a Pl de 1983. Neste estudo também
foi encontrado R. neglectus (ndo infectados) em macaubas. Outras pesquisas
realizadas ainda na década de 80, realizaram capturas de D. albiventris, onde 0s
indices de infecgdo por T. cruzi variavam entre o ambiente investigado: silvestre
(837%), peridomicilio rural (51%) e peridomicilio urbano (8%). Outros eventos
observados no municipio, como o encontro de parasitos no limen das glandulas
anais e a ocorréncia de auto-cura, permitem considerar estes marsupiais como
principais reservatorios silvestres de T. cruzi de Bambui (Fernandes et al. 1991,
Fernandes et al. 1989, 1994a).

Segundo Fernandes et al. (1994b), entre as populagdes de D. albiventris do
municipio de Bambui pode ser encontrado o grupo de T. cruzi Z1 (TCI segundo
Zingales et al. 2009). Por outro lado, em P. megistus, obtidos nos ambientes
domiciliares, foi possivel caracterizar tanto T. cruzi Z1 como Z2 (TCII, Zingales et al.
2009), Associados aos ambientes silvestre e domésticos em Minas Gerais,
respectivamente. O encontro dos dois grupos do parasito nestes vetores evidéncia
uma sobreposicao dos ciclos de transmissao de T. cruzi neste municipio. O encontro
de um cao infectado com TCl e um gato com TCIl corroboraram com os dados

observados acima.

Atualmente, os dados observados sobre P. megistus e D. albiventris

demonstram uma redugao no ciclo natural de T. cruzi, verificada pelo baixo indice de

127




Discusséo

infeccdo encontrado nos individuos amostrados. Esta reducdo pode ser associada
as continuas atividades de controle vetorial e a degradacdao do meio natural
ocorridas ao longo das décadas (Ceballos et al. 2006, Dias 1982). Como observado
nas amostragens de campo, a atividade antropica inicia-se com o corte da
vegetacao arbustiva, seguindo para a gradual derrubada das &rvores de maior porte,
até a formacdo do pasto. O impacto antrépico altera a riqueza das espécies,
afetando diretamente o ciclo de transmissao natural de T. cruzi (Xavier et al. 2007).
Grande parte das capturas peridomiciliares ocorreu proximo as moitas de bambus,
as quais tornam-se muitas vezes o Unico reflgio disponivel para diferentes espécies

nativas.

As estacdes do ano que apresentaram maior captura de gambas (verdo) e
maior diversidade na coleta (outono), correspondem as épocas de maior dispersao
de barbeiros adultos e presenca de ninfas, respectivamente (Dias & Dias 1968). A
maior captura de animais no outono, estd associada a menor disponibilidade de
alimento no ambiente natural, levando os animais com maior sinantropia a visitar,
mais freqlentemente, o ambiente doméstico (Rodrigues 2007, Schweigmann et
al.1999).

No municipio de Piracema, segundo o Inquérito Sorolégico Brasileiro para
Infeccdo Chagasica, entre 1975 e 1980, foram encontrados nove casos da doenga,
em pacientes de diferentes idades (1 a 6 anos: 1 caso, 15 a 29 anos: 5 casos, 30 a
44 anos: 2 casos, mais de 45 anos: 1 caso), sendo dois autéctones. No municipio de
ltaguara, ao lado de Piracema, foi registrado o encontro de um (1) T. infestans e um
(1) P. megistus no final da década de 40 (Pellegrino 1950). Segundo o Inquérito
nacional, em ltaguara foram registrados 19 casos da doenca de Chagas (1 a 6 anos:
2 casos, 7 a 14 anos: 8 casos, 15 a 29 anos: 2 casos, 30 a 44 anos: 4 casos, mais
de 45 anos: 3 casos), sendo 17 autéctones. Dado os poucos registros de T.
infestans, acredita-se que o principal vetor da doenca na regido tenha sido P.

megistus.

A partir dos dados atuais, em Piracema foi encontrado indices de infec¢ao
para T. cruzi mais elevados do que Bambui. Por apresentar um desenvolvimento

agropecuario menos intenso, Piracema demonstra areas de plantio e pastagens
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mais fragmentadas. Este uso da terra menos extensivo colabora para uma maior
presenca de fragmentos naturais, caracteristicamente florestados, comportando uma
maior presenca da fauna silvestre. A maior capturabilidade de D. aurita, quando
comparada a D. albiventris, pode estar associada ao maior tamanho populacional e
dispersdo da primeira espécie (Pires et al. 2002, Rodrigues 2007). Seguindo o
mesmo padrdo de Bambui, a maior parte das capturas de Piracema ocorreram no
verdo e a maior diversidade encontrada no outono. Em D. albiventris, a presenga de
T. cruzi foi observada apenas em individuos sub-adultos e adultos (IV a VII).
Schweigmann et al. (1999) observaram que o indice de infeccdo aumenta
proporcionalmente com a idade destes marsupiais.

O maior indice de infeccdo observado nos D. albiventris capturados em
Piracema, pode estar associado a sua menor dispersdo em relacdo a D. aurita
(Rodrigues 2007), formando grupos mais permanentes e igualmente susceptiveis a
infeccdo por T. cruzi Embora tenham ocorrido duas capturas de D. aurita no
peridomicilio (realizadas manualmente no centro da cidade e &rea periurbana), esta
espécie nao é normalmente encontrada no ambiente doméstico em Piracema. Ao
contrario, D. albiventris foi encontrado em ninhos localizados em areas
peridomiciliares, mesmo quando capturados no ambiente natural (mais de 200 m das

residéncias), como observado com o uso do carretel de rastreamento.

A andlise conjunta dos métodos de hemocultura e xenodiagndstico
demonstraram uma maior detecgcdo de parasito nos reservatorios analisados,
principalmente em Bambui. Segundo Fernandes et al. (1991) a baixa parasitemia
persistente, caracteristica em gambas, inviabiliza o exame direto de sangue, sendo
mais adequado o uso de técnicas parasitologicas indiretas. O emprego da PCR-
Multiplex, embora nado tenha demonstrado maior sensibilidade que os testes
rotineiros de campo, mostrou ser uma ferramenta Gtil na investigacdo da infeccao
por T. cruziem D. albventris e D. aurita, podendo ser associada tanto a hemocultura
quanto ao xenodiagnostico.

Em diferentes paises das Américas, trabalhos tém demonstrado infec¢éo de
caes domésticos por T. cruzi e seu possivel uso como indicadores de areas de risco
de transmissdo humana da doenca de Chagas (Barr 2009, Castafiera et al. 1998,
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Estrada-Franco et al. 2006, Gurtler et al. 1991, Kjos et al. 2008, Lauricella et al.
1998). Outros animais domésticos como gatos, porquinhos-da-india, (Cavea sp.),
coelhos e porcos domésticos também tém sido associados a transmisao doméstica
da doenga (Grtler et al. 2007, Levy et al. 2006, Roque et al. 2008).

Segundo Girtler et al. (2007), a taxa de infeccdo de caes em areas de
transmissao vetorial ativa de T. cruzi esta associada, principalmente, com a idade
avancada do animal e a densidade de triatomineos infectados no ambiente
domiciliar. Cardinal et al. (2006) demonstraram que o uso do teste
imunocromatografico  Trypanosoma Detect™ Rapid test, apresentou alta
especificidade (>94%) e sensibilidade (>96%) para a avaliacdo de cdes tanto em
areas endémicas, como nao endémicas, para doenga de Chagas na Argentina.

Através da realizacao dos trés métodos soroldgicos utilizados, sugere-se uma
participacao dos caes no ciclo de transmissao doméstico de T. cruzi, melhor notada
em Piracema, do que em Bambui. No entanto, nenhuma infec¢éo foi confirmada por
testes parasitolégicos ou moleculares, o que sugere uma baixa parasitemia.
Trabalhos realizados com reinfeccbes experimentais demonstraram o aumento da
parasitemia em camundongos, macacos e caes com T. cruzi (Cabeza Meckert &
Laguens 1981, Riarte et al. 1995, Machado et al. 2001). Desta maneira, a reinfecgéo
pode permitir uma maior circulagcdo do parasito no hospedeiro, aumentando a
possibilidade de sua deteccdo em exames parasitologicos. Desta maneira, areas
onde a transmissao vetorial foi interrompida podem apresentar uma reducédo na
circulagdo de T. cruzi no ambiente, dificultando sua deteccdo por exames

parasitolégicos, como observado nos municipios de Bambui e Piracema.

Em suma, o presente trabalho possibilitou o aprofundamento nos diferentes
aspectos do ciclo de transmissao do T. cruzi, a partir de observagoes realizadas nos
municipios de Bambui e Piracema. Em ambos os casos, se detectou P. megistus
como o principal vetor potencial a transmissdo da doenga de Chagas ao homem,
preconizando a manutengao de VE constante. A julgar pelos nossos achados e série
histérica, a ocorréncia do ciclo doméstico é ainda importante em ambas as areas
estudadas, a custa de aportes de fémeas ja fecundadas originadas do ciclo silvestre,
principalmente no periodo mais quente e Umido do ano (outubro a marcgo). Essas
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migracbes se fazem em primeira instancia, aparentemente, para o0 espaco
peridomiciliar, oportunizando posteriormente invasao e colonizagao do intradomicilio,
onde as capturas pelos moradores foram mais freqlentes. A principal fonte de
infeccdo dos triatomineos foi associada aos gambas Didelphis sp., abundantes nos
municipios. No entanto, as avalia¢cdes sorolégicas também indicaram o envolvimento
de cées na manutengao do parasito no ambiente doméstico. Desta maneira, sugere-
se que ambos reservatorios sejam incluidos em avaliagbes das areas com risco de
transmissdo do T. cruzi ao homem. Em que pesem os dados numéricos
relativamente baixos, vislumbra-se uma tendéncia a reducao progressiva das taxas
de infestacao domiciliar. Isto se deveria, em principio, a eficacia das acdes de
vigilancia e a diminuacdo das populacbes silvestres da espécie, fruto de
desmatamento e outras agdes antrépicas que tém reduzido, cada vez mais, as areas

naturais dos municipios estudados.
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7 CONCLUSOES

O estudo da infestagdo domiciliar e dispersdo de Panstrongylus megistus,
confirmam o sucesso das agbes de controle que culminaram na interrup¢cao da
transmissao vetorial. No entanto, a frequente presenca do barbeiro no ambiente
domiciliar, mesmo em baixa intensidade, ressalta a importancia da permanente
vigilancia epidemioldgica nas areas estudadas;

A andlise da dindmica populacional de Panstrongylus megistus, através da
morfometria geométrica, demonstrou uma auséncia de estruturagao entre as
popula¢des originadas de colénias domiciliares das obtidas por triatomineos
visitantes. Estas caracteristicas semelhantes indicam um presente fluxo génico entre
os individuos, ressaltando a importancia do ambiente natural nas infestacbes e
reinfestagdes do ambiente domiciliar de Bambui e Piracema;

A identificacdo das fontes alimentares utilizadas por Panstrongylus megistus
permitiu avaliar a grande mobilidade de ninfas e adultos entre os ambientes silvestre,
peri e intradomiciliares. Esta mobilidade foi detectada, principalmente, pelo encontro
de uma fémea no intradomicilio (quarto) com reacdo para ave/cavalo/gamba e de
uma ninfa no peridomicilio (galinheiro) com reagdo para sangue humano. Os
principais hospedeiros identificados nas amostras, aves (possivelmente galinhas) e
caes, reforgcam o papel do galinheiro na manutencao das coldnias peridomiciliares do
barbeiro, e do cdo como principal reservatério doméstico do T. cruzi;

A investigacdo do ambiente natural do municipio de Bambui levou ao
encontro do 12 foco silvestre de Panstrongylus megistus, apés 69 anos de estudo. O
encontro deste foco natural revela que, mesmo com baixa densidade no meio
silvestre, as populacbes do triatomineo podem seguir infestando o ambiente
domiciliar, o que reforca a importancia das agdes de controle vetorial nas areas
estudadas;

O estudo dos indices de infecgdo observados em Panstrongylus megistus,
Didelphis albiventris, Didelphis aurita e caes domésticos, demonstrou a presenga de
Trypanosoma cruzi (TCI), circulando entre os ambientes naturais e artificiais nos dois
municipios estudados. Os indices de infeccdo demonstrados pelos marsupiais,
reforcam a importancia destes reservatérios na manutencédo do ciclo silvestre do
parasito, devendo ser considerados nas detecgdes de areas de risco da transmiss@o
da doenga de Chagas.
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8 ANEXOS
8.1 termo de consentimento utilizado para coleta de amostras de sangue dos
cdes nos municipios de Bambui e Piracema.

Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Bené Rachou
Laboratério de Triatomineos e Epidemiclogia da Doenga de Chagas

Termo de consentimento para coleta de sangue de caes e gatos domésticos

, de de

Amostra n®;

Enderegco para contato do Laboratdrio de Triatomineos e Epidemiologia da Doeng¢a de

Chagas do Centro de Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou:

Dra. Liléia Diotaiuti — Coordenadora do projeto

Enderego: Avenida Augusto de Lima, n? 1715, bairro Barro Preto, Belo Horizonte,
Minas Gerais, CEP: 30190-002.

Telefone para contato: (31) 3349-7763

Apos ler e receber explicagdes sobre a pesquisa, e ter meus direitos de:

1. Receber resposta a qualquer pergunta e esclarecimento sobre os procedimentos,
riscos, beneficios e demais informacdes relacionados & pesquisa;

2. Retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar da pesquisa;

3. Nao ser identificado e ser mantido o carater confidencial das informagdes

relacionadas a privacidade.

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel:31 3349-7762 - Fax: 31 3295-3115
e-mail: dictaiuti@cpqrr.fiocruz.br

133




Anexos

8.1 termo de consentimento utilizado para coleta de amostras de sangue dos
cdes nos municipios de Bambui e Piracema — Continuacao.

Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Bené Rachou
Laboratario de Triatomineos e Epidemiclogia da Doenga de Chagas

Eu, , portador do documento de
ne , autorizo a coleta de sangue (5 mL) do meu animal doméstico,
|:| cao ou |:|galo, que atende pelo nome de para exame da

doenca de Chagas realizado pelo projeto “Dinamica do Pansfrongylus megistus nos ciclos
de transmissao de Trypanosoma cruzi em areas de cerrado e Mata Atlantica no Estado de
Minas Gerais, Brasil, coordenado pela Dra. Liléia Diotaiuti (Centro de Pesquisa René
Rachou — FIOCRUZ/ MG). Também estou de acordo gue os resultado poderao ser
apresentados nos meios de dilvugagao cientifica (resumos em eventos cientificos, palestras
e publicagdes em revistas de cunho cientifico), onde meu nome nao é citado.

Assinatura:

Eu, 1
declaro gque forneci todas as informagoes referentes ao projeto ao proprietario do animal

participante da pesquisa.

Local'data: \ de de 2009.

Av. Augusto de Lima, 1715, 30190-002 Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel:31 3349-7762 - Fax: 31 3295-3115
e-mail: distaiuti@cpqrr fiocruz. br
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8.2 Numero de cdes amostrados para as andlises de infeccao por
Trypanosoma cruzi nas nas diferentes localidades do municipio de Bambui.

Jovem Adulto Idoso

Localidade Caes Machos Fémeas R P [Q——
Abacaxi 7 6 1 1 6 0
Acudes* 7 4 3 1 6 0
Agua Fria 2 1 1 0 2 0
Agua Santa 3 1 2 3 0 0
Algodao 3 3 0 2 1 0
Alto Cruzeiro 3 1 2 0 2 1
Araras 6 6 0 3 3 0
Araras Il 6 4 2 1 4 1
Barra do Sambura 4 1 3 0 2 2
Bela Vista 2 0 2 0 1 1
Boca da Mata 1 1 0 0 1 0
Bom Sucesso* 1 1 0 0 1 0
Caatinga 4 3 1 0 4 0
Cabacas 4 4 0 0 4 0
Campos* 9 9 0 1 5 3
Caninana 3 3 0 0 3 0
Capao 1 1 0 0 1 0
Capoeira 5 3 2 0 4 1
Capoeirao 5 5 0 1 2 2
Carapuca 5 5 0 0 5 0
Coqueiros 6 5 1 1 5 0
Gameleira 2 2 0 0 2 0
Gloria 2 1 1 2 0 0
Gordura 4 2 2 1 3 0
Guariba 4 2 2 0 4 0
Lagoa do Junco 2 2 0 0 1 1
Lobeira 1 1 0 0 1 0
Luzia 3 3 0 1 1 1
manso 1 1 0 0 0 1
Mata do Joao Minguta 4 3 1 0 4 0
Mata do Sao Leao 2 2 0 1 1 0
Mata dos Régis 1 0 1 0 1 0
Morro Branco 4 3 1 1 3 0
N°*S™ Santana* 5 3 2 4 0 1
Nacgoes* 1 1 0 0 1 0
N°**S"™ Fatima* 1 1 0 0 1 0

* . - o s
Amostragens nas regioes urbana e periurbana do municipio.

Obs.: Esta tabela tem continuidade na proxima pdgina.
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8.2 Numero de caes amostrados para as analises de infeccdo por
Trypanosoma cruzi nas nas diferentes localidades do municipio de Bambui —

Continuacéo.

Localidade Machos = Fémeas
até 2anos | 2a6 anos acima 8 anos

Olhos D agua 17 16 1 2 14 1
Pau Ferro 18 10 8 4 13 1
Pedra Branca 1 1 0 0 1 0
Perdicao 2 1 1 2 0
Ponte Alta 7 4 3 0 4
Posses 19 17 2 5 13 1
Quartéis 2 1 1 0 2 0
Retiro do Alcino 3 2 1 0 2 1
Sagradje(:::géo de 5 0 5 0 4 1
Santo Estevao 5 4 1 1 4 0
Sertaozinho | 8 7 1 0 8 0
Sertaozinho Il 3 3 0 0 3 0
Silvas 1 1 0 1 0 0
Tabatinga 5 2 3 2 3 0
Trés Barras 4 3 1 0 4 0
Turvo 1 1 0 0 1 0
Valérios 6 3 3 0 5 1
Vassourao 5 2 2 0 3

3
TOTAL 236 173 63 43 165 28

* . . P
Amostragens nas regides urbana e periurbana do municipio.
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8.3 Numero de cdes amostrados para as andlises de infeccao por
Trypanosoma cruzi nas nas diferentes localidades do municipio de Piracema.

Adulto

Localidade Céaes Machos Fémeas até 2anos | 2a 6 anos acima 8 anos
Aguada 3 2 1 1 2 0
Anga ll 9 8 1 3 4 2
Bagaco 8 5 3 0 8 0
Barro Preto 1 1 0 1 0 0
Bom Retiro 1 1 0 1 0 0
Bom Retiro de Baixo 5 5 0 2 1 2
Bom Retiro de Cima 2 1 1 1 1 0
Cachoeirinha 5 4 1 0 4 1
Canoeiros 4 4 0 1 3 0
Castro* 2 1 1 1 1 0
Colonia 4 4 0 2 1 1
Coqueiro 6 5 1 2 1 3
Corrego dos Peixes 4 3 1 2 1 1
Correia 4 3 1 2 1 1
Costas 4 4 0 3 0 1
Engenho 5 2 3 1 4 0
Fundao 3 3 0 2 1 0
Geada 7 7 0 4 3 0
Joaquim Rodrigues 6 6 0 2 4 0
Lage 2 2 0 0 2 0
Limeira 7 6 1 2 4 1
Manga Larga 3 2 1 1 2 0
Mata dos Correias 1 1 0 0 1 0
Morro do Cipo 5 5 0 1 4 0
Morro Grande 1 1 0 0 1 0
Morro Queimado 1 1 0 0 1 0
Mosquito 18 16 2 7 9 2
Mundéus 2 1 1 1 0 1
Paciéncia 7 5 2 3 4 0
Paracatu 1 1 0 1 0 0
Perobas de Baixo 4 1 3 1 0
Perobas de Cima 5 3 2 4 1
Perobas do Meio 16 10 6 10 3
Pintos 51 28 23 11 32 8

*Amostragens nas regiao periurbana do municipio.
Observacao: Esta tabela tem continuidade na proxima pagina.
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8.3 Numero de cdes amostrados para as andlises de infeccao por
Trypanosoma cruzi nas nas diferentes localidades do municipio de Piracema -
Continuacéo.

Jovem Adulto Idoso

Localidade Caes Machos Fémeas
até 2 anos 2 a6 anos acima 8 anos
Piracema — centro* 3 3 0 2 1 0
Quilombo 1 1 0 1 0 0
Rincao 3 3 0 0 3 0
Sampaio 2 0 2 0 0 2
Sete buraco 5 2 3 1 3 1
Sobrado 11 8 3 6 4 1
Souza 8 6 2 4 3 1
Tapera 2 2 0 0 2 0
Taquaral 5 5 0 2 2 1
Tatu 1 1 0 0 1
Vargem da costa 3 3 0 1 2
TOTAL 251 186 65 88 129 34

*Amostragens nas regi@o periurbana do municipio.
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8.4 Mencéao honrosa recebida na 262 Reunido de Pesquisa Aplicada em doenca

de Chagas e 142 Reuniao de Pesquisa Aplicada em Leishmanioses, Uberaba,

2010.
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8.6 Publicado on line na pdgina do Centro de Pesquisas René Rachou,
FIOCRUZ/MG, para posterior publicacao em livro da Editora FIOCRUZ em
comemoracao dos 100 anos da descoberta da doenca de Chagas, 2009.

Y 4 Y 4 Y 4 Y 4 y
b A\EEA&XEAEXt VIECE WV {t24
José Eloy dos Santos Junior' ?,Christiane Santos Matos'® & Jodo Carlos Pinto Dias’*

O habitat de qualquer parasito corresponde aos seus hospedeiros. O mesmo
ocorre com o Trypanosoma cruzi, podendo ser encontrado em diferentes espécies de
barbeiros e mamiferos ao longo das Américas. Carlos Chagas, como avido seguidor das
teorias de Louis Pasteur e Robert Koch sobre a agdo dos microrganismos na origem das
enfermidades, desde cedo ja compreendia a importancia dos insetos na transmissao de
doengas como malaria e febre amarela, bem como o papel dos reservatérios na
manutengdo das mesmas. A par de sua luta contra a malaria em Lassance, Chagas
explorou 0 homem e a natureza, numa rotina que Oswaldo pedia de seus seguidores.
Enviado ao povoado de Sdo Gongalo das Tabocas, atual Lassance, em Minas Gerais,
para a luta contra o paludismo, Carlos Chagas realiza uma das maiores descobertas de
sua carreira, uma nova entidade mérbida que denominou “tripanossomiase americana”.
Entretanto, que elementos levaram o cientista para a descoberta de sua maior obra?
Quais atores agiram, mesmo que indiretamente, guiando seus passos em diregao desta
nova enfermidade? Em Lassance, provavelmente na busca de possiveis reservatorios
naturais da malaria, Carlos Chagas encontrou no sagii (Calithrix penicillata), o que
poderia ser o primeiro passo em diregdo a sua descoberta, formas tripomastigotas de
um novo tripanossoma, batizado de T. minasense (Chagas, 1908). No mesmo ano, em
visita a Pirapora (MG), seu companheiro de viagem, o médico Belisario Penna, lhe
entregou insetos conhecidos popularmente como barbeiros ou chupdes (Panstrongylus
megistus), os quais se reproduziam aos milhares nas cafuas da regiao, alimentando-se
dos moradores. Ao analisar estes insetos, Carlos Chagas observou critidias (formas
epimastigotas) e cogitou serem estas fases evolutivas de T. minasense observado nos
saguis. Para melhor elucidagao do caso, os insetos foram enviados ao Rio de Janeiro,

' Laboratdrio de Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas, Centro de Pesquisas René Rachou; 2
Biolgo, Doutor em Ciéncias da Satide; ® Biomédica, Doutoranda em Ciéncias da Satde; * Médico, Doutor em
Medicina Tropical, Pesquisador Emérito.
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aos cuidados do seu mestre Oswaldo Cruz, onde seria possivel realizar infeccoes
experimentais em saguis livres de qualquer parasitos. Chamado por seu mestre para
voltar ao Rio de Janeiro, o cientista observou um tripanossoma diferente daqueles dos
saglis, denominando-o T. cruzi. Em laboratério, infeccoes experimentais em coelhos,
cobaias e outros mamiferos demonstraram uma forte reacao patogénica associada ao
parasito, surgindo a duvida se a nova entidade nosolégica poderia também infectar
humanos. Chagas, ai, antecipava-se a teoria dos focos naturais, que Pavlowsky
brilhantemente viria a enunciar em 1934: “Em outras palavras, um foco natural de
doengas € relacionado a uma paisagem geografica especifica, tais como a taiga com
uma certa composicao boténica, um quente deserto de areia, uma estepe etc., isto é,
uma biogeocoenosis. O homem torna-se vitima de uma doenga animal com foco natural
somente quando permanece no territério destes focos naturais em uma estagdo do ano
definida e é atacado como uma presa por vetores que lhe sugam o sangue”. Desta
maneira, o cientista volta a Lassance, em 1909, e inicia uma série de investigagoes
hematol6gicas tanto em pacientes enfermos, quanto em animais domésticos. Apés
inUmeras investigagbes e prolongados exames, um gato doméstico, residente de uma
cafua infestada por barbeiros, demonstrou a presenga de T. cruzi, indicando pela
primeira vez o ciclo doméstico do parasito. Esta descoberta culminou no encontro do
primeiro caso humano da moléstia batizada posteriormente em sua homenagem,
doenga de Chagas. Mais tarde, em 1912, Carlos Chagas detecta o parasito em
dasipodideos, popularmente conhecidos como tatus (associados ao barbeiro P.
geniculatus), revelando o ciclo silvestre do T. cruzi e caracterizando os diferentes ciclos
de transmissao de sua descoberta. O feito de Chagas abarca toda a concepgao atual da
tripanossomiase americana, definitivamente entendida como uma enzootia silvestre que
paulatinamente também assumiu um carater de zoonose e de antropozoonose,
mediante modificagdes ambientais, movimentos migratérios e agao antropica. Tudo a luz
de esplendoroso trabalho e das evidéncias demonstradas por animais preciosos em
suas contribuicdes como o macaco, o gato e o tatu.
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First report of Panstrongylus megistus sylvatic focus
in municipality of Bambui, state of Minas Gerais, Brazil

José Eloy dos Santos Janior/, Liléia Diotaiuti, Joao Carlos Pinto Dias

Laberaterio de Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas, Instituto de Pesquisa René Rachou
Fundagdo Oswaldo Cruz-Fiocruz, Av. Augusto de Lima 1715, 30190-002 Belo Horizente, MC, Brasil

In 1943, the Center for the Study and Prophylaxis of Chagas Disease, Oswaldo Cruz Foundation, state of Minas
Gerais (MG), was created in the municipality of Bambui to carry ouf studies related to Chagas disease in the mid-
western region of MG. Since that time, several investigations have been conducted to determine the natural habitat
of triatomines, but Panstrongylus megistus colonies have never been found in this region. This paper records the
first finding of a P. megistus sylvatic colony in 69 years of research. The characteristics of this ecofope and its im-
plications for the epidemiolegy of Chagas disease are discussed.

Key words: Panstrongyius megistus - sylvatic ecotope - Bambui - Chagas disease

The municipality of Bambui 15 located n the nud-west-
ern region of the state of Minas Gerais (MG). 270 km from
Belo Horizonte. This region has been the focus of many
studies related to Chagas disease. After Chagas was first
described (Chagas 1909). the next reports of the disease oc-
curred between 1930-1941. with 25 acute cases described
in four MG nunicipalities; 20 cases were in Bambui. At
that time, Panstrongyius megistus was the predominant
vector, present in 75% of home infestations, followed by
Triatoma infestans. at 25% (Martins et al. 1942). In 1943,
the occurrence of numerous cases of the disease prompted
the founding of the Center for the Study and Prophylaxis
of Chagas Disease (CEPMCh), Oswaldo Cruz Foundation/
MG. under the management of Dr Emmanuel Dias. who
performed several studies on the epidemiology. diagnosis.
clinical and prophylaxis of Chagas disease.

When CEPMCh was founded. T infestans was already
dominant in the households of the region, overwhelming
the native P. megistus. Having observed the importance
of the insect vector in the emergence of new cases of the
disease, Dr Emmanuel Dias worked to develop meth-
ods for triatomine control. In the late 1940s. the use of
gamma-benzene hexachloride (Gammexane™) led to an
immediate reduction in acute cases and to the elimination
of vector-borne Chagas disease in Bambui by the early
1950s. Bambui 1s recognised as a pioneer municipality
in Chagas disease vector control in the Americas (Dias
1945, 1982 Dias & Pellegrino 1948, Silveira 2000).

These activities led to the elimination of T infestans.
a non-autochthonous species last found 1n 1978. After
T infestans was successfully controlled. however. the
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native P megistus began gradually to colomse homes
and became the principal Chagas vector in the region.
where it has persisted at low densities until today. The
CEPMCh has since investigated the role of the sylvatic
environment in the remfestation process. These stud-
tes discovered Psammolestes tertius 1n Furnarndae bird
nests and Rhodnius neglectus in palm trees. mamly in
Acrocomia aculeata (macauba). No T infestans colony
was found 10 the sylvatic environment, although nymphs
of this species were observed in a Didelphis albiventris
nest close to a residential area 1in Lagoa dos Monjolos.
periurban area of Bambui. The presence of adult P
megistus m the household environment was associated
with shady ecotopes syvatics (Dias 1982).

This study aimed to identify the potential natural
ecotopes of P. megistus and their role 1n the onigin of
household foci in Bambui. To this end. nine field sam-
plings were carried out between February 2008-May
2010. From Bambui households with the highest number
of notificattons and proximity to residual natural veg-
etation were 1dentifted through Chagas Disease Control
Program (PCDCH) data. These residences were investi-
gated for the presence of triatomines in home environ-
ment and in the potential sylvatic habitats.

Peri-domicilhiary and domuciliary areas were actively
searched with the aid of flashlights and tweezers and
the sylvatic environment was examined both by direct
search 1 palm trees and other shelters and by seeking
opossum nests by the spool-and-line technique (Miles
1976) with reels made of cylindrical plastic pots using
Kooban™ line (Santos-Jr 2007). To evaluate possible
natural reservoirs of Trypanosoma cruzi, small mam-
mals were captured and checked for Chagas infection
by xenodiagnosis and blood culture. Opossum burrows
found by the spool-and-line techmque were mvestigated
using Noireau traps (Noireau et al. 2002), flashlights
tweezers and pirisa (a flushing-out agent). Material from
inside the burrow was collected for screening i the
laboratory. Temperature (T) and relative humiditv (RH)
inside the burrows and in the surrounding environment
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was monitored with HOBO HE data loggers (Onset Com-
puter Corporation) programmed to take readings every
15 min and data were processed using the Boxcar Pro
4.3 program. This study was carried out in accordance
with Brazilian law (IBAMA written authorisation 16217-
3/2008. CEUA P-0502/08). Using the data obtained in
the PCDCH. it was possible to compare two distinct pe-
riods for P megistus: 1974-1980 and 2005-2010 (Fig. 1).
The reduction in the number of positive locations over
the vears is likely related to a large reduction in the num-
ber of notifications and a decrease in the dispersal of the
species. Sylvatic habrtats 1n 13 rural localities in Bam-
bui were also searched: these areas were chosen because
they are close to houses where the presence of triatom-
ines has previously been reported. We investigated 123
different natural ecotopes, i which Noireau traps were
set daily. Material from these ecotopes (such as branches
and leaves) was also collected when possible. In 4. acu-
leata (macaiiba) palm trees, which are abundant in the
area, uninfected R neglectus were found 1n caatinga
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Fig. 1: triatomine reports and localities positive for Pansirongylus
meagisius 1n the municipality of Bambui, state of Minas Gerais. in two
perieds of the Chagas Disease Control Program at the beginning of
the epidemiological surveillance phase and m the last decade.

(20°32°247°S 46°01°48"W) and capoegirdo (20°35°567°S
46°36°197W). A natural focus of P. megistus was detect-
ed in only one ecotope (20°11°017°S 46°32°127W): a liv-
ing tree (Dimorphandra mollis Benth, popularly known
as faveira) with a large natural hollow. in the village of
Olhos D'agua in May 2010 (Table). The tree contained
nymphs and hatched eggs of triatomines; the nvmphs
were captured with the aid of the Noireau traps and the
eggs by screening the material collected 1n the tree. Also
found at the site were small lizards, a bat, and a large
quantity of rodent and D. albiveniris faeces, indicating
that the tree was in frequent use as shelter for these wild
animals (Fig. 2). Because P. megistus had not been re-
ported in the area or in households 1n the last two years,
the colony was characterised as sylvatic. The HOBO sen-
sor was left installed inside the hollow tree for five days.
with one sensor outside as a reference; results show a
more constant T and RH inside the tree. Over the course
of sampling in Bambui. 74 wild or synanthropic animals.
marsupials and rodents were collected. In sylvatic habi-
tats surrounding the village of Olhos D agua. the follow-
ing were captured: two marsupial species. D. albiventris
(5) and Micoureus sp. (7) and three rodent species, Nec-
tomys sp. (8). Oecomys sp. (2) and Mus musculus (1). No
T cruzi infection was detected in the captured amimals
or m the P. megistus nymphs. This area was searched
because a female P megistus had been found mside a
house and vestiges of triatomine feces in the barn, which
was also used as a henhouse five months previously. The
natural focus was 54 m away from the house and the
female most likely laid eggs in the natural environment
before entering the building. According to Schlemper-Jr
et al. (1985). triatomine sylvatic foct i the state of Santa
Catarina were found between 15-300 m from the near-
est residences, favouring incursions by adult triatomines.
The discovery of P. magistus nymphs. rather than adults.
1s in agreement with the findings of Dias and Dhas (1968).
who found a greater abundance of early-stage nymphs be-
tween April-Tune, corresponding to oviposition in the late
summer, when the number of adult insects 1n houses 1s

TABLE

Natural ecotopes investigated in 13 localities of municipality of Bambui, state of Minas Gerais, indicating the triatomine” foct found

Quantity Ectopes
Ectopes mvestigated (%) posifives Triatomine foci
Hollow trees and anfractuosities 46 (37) 1/46 Panstrongyius megistus

(4 nymphs of 2th and 3th stages and 4 hatched eggs)
Burrows in the floor 25 (20) -
Palms (Acrocomia aculeaia) 2117 3721 Rhoadnius neglectis
(1 2.1 and 2 nymphs of 4th stage)

Bird nests 15(12) -
Trellis of lianas 10 (8) -
Rock shelters 6(5) -
Total 123 -

a- 0o triatomine showed Frypancsoma cruzi infection.
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also reduced. Environmental parameters of the sylvafic
focus of P. megistus showed smaller variations in T (T
=11 £ 1°C, max = 15°C, min = 9°C) and RU (RU=88 +
4% max = 95%, min = 62%) mnside the breeding sites 1n
comparison with the external conditions (T = 12 £ 6°C,
max = 24°C, min = 4°C. RU= 78 + 16%. max = 94%.
min = 41%). This damping effect probably provides
greater protection for the triatomunes, especially for
early nymphs, and maintains relatively high humidity.
The average RH 1in the sylvatic site remained close to the
maximum observed. Pires (2003) showed that an RH of
73% leads to optimal rates of egg hatching and nymphal
moulting i P. megisrus. Since this species originates
from the humid climate of the Atlantic Forest area, dry-
ness may be a liniting factor for the dispersal of this
species in Brazil (Forattini 1980, Cortez et al 2007).
Sylvatic P megistus have been found in other Brazil-
1an states, where they are often associated with nests of
Didelphis sp. and show a preference for arboreal habitats
{Fig. 3). Although the opossums tested here were not in-
fected, Fernandes et al. (1991, 1994) demonstrated that
these reservors play an important role m the interaction
of the parasite’s domestic and sylvatic cycles 1n Bambui.
Wildlife reservoirs are mnvelved m the maintenance of
T eruzi 1n the natural environment and 1n its dispersal
to domestic environments. The low frequency of natural
triatomine colonies observed in the municipality cor-
roborates the low numbers of domiciliary colonies cur-
rently reported. The reduction in triatomine colonses in
households 1s attributed mainly to the extensive vector
control program that has been established for decadesin
Bambui. However. unlike T infestans. which is restrict-
ed to the household environment in Brazil. P megistus
has a wide distribution in nature and frequently moves

Fig. 2: natural ecotope of Panstrongylus megistus found in the mu-
nicipality of Bambui, state of Minas Gerais, Brazil (the white arrow
indicates the entrance of the hollow).

between natural ecotopes and dwellings (Dias 1982, Fer-
nandes et al. 1994). The low rates of re-infestation (10%)
and domiciliary colonies (20%) observed in residences
evaluated between 2004-2009 suggest that the sylvatic
environment 1s the main source of household recoloni-
sation. The expansion of monocultures such as beans.
corn and especially sugarcane has reduced the onginal
vegetation in the municipality over recent decades. Such
land use change has led to a reduction in the natural re-
sources used as shelter and food by the triatomines; these
resources previously supported high rates of domestic
invasion (Forattim et al 1978). In an epidemiological
study i Bambui, Fernandes et al. (1992) observed that
P. megistus captured inside dwellings showed higher
feeding preference for humans and dogs and warned that
vector-borne Chagas disease mn the mumcipality could
resurge if the triatomine control program were inter-
rupted. The data presented here suggest that even with a
low rate of infestation in sylvatic habitats. the colonisa-
tion of domiciliary environments has been extensive and
ongoing throughout the municipality. We conclude that
an active surveillance program 1s necessary to contain
household infestations.

g 00 S5 Lo

Fig. 3: map of Panstrongylus megistus distribution (area in gray}
[modified from Carcavallo et al. (1999)] and the principal findings
of sylvatic foct in different Brazilian states. 1: state of Rio Grande do
Sul (hollow trees) (Santos-Jr 2007); 2- state of Santa Catarina (hollow
trees and Bromeliaceae) (Leal et al. 1961, Schlempler-Jr et al. 1983,
Grizard et al. 2000); 3: state of 580 Paulo (hollow trees. anfractuosi-
ties, bromeliads. palms and rock shelters) (Barretto et al 1964, Bar-
retto 1967, Forattini et al 1970, 1977. 1978); 4: state of Rio de Janeiro
(hollow trees) (Miles et al. 1982); 5: state of Minas Gerais (hollow
trees, tree holes, palms and burrows in the floor) (Barretto etal. 1978,
Neves 1979, Santos-Junior et al. 2011. the present paper).
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