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RESUMO

A doenca de Chagas € uma doenca tropical negligenciada, associada ao baixo nivel
socioecondémico. A moléstia afeta cerca de oito milhdes de pessoas, principalmente aos latino-
americanos. Os casos de infeccdo, atualmente, sdo baseados em relatos de casos agudos, sendo
a maioria associados as transmissdes orais. Na regido semiarida do nordeste do Brasil, surtos
desse tipo de transmissdo tém aumentado nos Gltimos anos. No ano de 2016, na cidade de
Marcelino Vieira, no estado do Rio Grande do Norte, um total de 18 casos foram reportados,
causando dois 6bitos. Moradores de areas rurais de quatro municipios incluindo Marcelino
Vieira ingeriram caldo de cana — provavelmente triturado com insetos vetores da doenca de
Chagas infectados por Trypanosoma cruzi. As unidades domiciliares (UD) na area rural de
Marcelino Vieira foram investigadas para uma melhor compreensdo dos fatores relacionados
ao surto na regido. Também foram usados indicadores entomoldgicos, informacGes
socioecondmicas e sobre as condi¢des de moradia por meio de entrevistas domiciliares. Foram
encontrados triatomineos (principalmente Triatoma brasiliensis brasiliensis) em 54% (36/67)
das UD e em todos os afloramentos rochosos inspecionados (n = 7). No geral, 26% (119/458)
dos T. b. brasiliensis examinados estavam infectados por T. cruzi em ecétopos artificiais, com
prevaléncia semelhante no ambiente silvestre 23% (35/154). A variacgdo local na prevaléncia de
T. cruzi (0-100%) foi correlacionada com a presenca de determinados ecétopos onde 0s insetos
foram encontrados. As altas prevaléncias de infec¢do natural de triatomineos por T. cruzi
ocorreram principalmente em pilhas de madeira e telhas. Das pessoas entrevistadas, 95%
reconheciam os triatomineos e tinham o conhecimento sobre a rota classica de transmisséo
(infeccdo por vetores) da doenca. Porém, apenas 7,5% admitiram saber que a infecgdo por T.
cruzi também pode ser adquirida por via oral — 0 que representa um risco por essa Via.
Destacamos a proximidade fisica entre humanos e populagdes de vetores infectados como um
fator de risco adicional para infecgOes orais/vetoriais. Essa situagdo nao pode ser mudada, mas
deve se informar a populacdo sobre os riscos e reforcar as acdes executadas pelos servigos de

vigilancia.

Palavras-Chave: Vigilancia vetorial, Indicadores entomolégicos, Triatominae.



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected tropical disease strongly associated with low socioeconomic
status, affecting nearly 8 million people — mainly Latin Americans. The current infection risk
is based on acute case reports, most of which are typically associated with oral transmissions.
In the semi-arid region of Northeastern Brazil, serious outbreaks of this transmission type have
surged in the last years. Recently occurred in 2016 in the state of Rio Grande do Norte. Rural
residents of four municipalities surrounding Marcelino Vieira ingested sugar cane juice —which
was probably ground with Trypanosoma cruzi-infected insects. Eighteen cases of Chagas
disease were confirmed serologically, with two deaths reported. Socioeconomic information,
schooling of residents and the structure of peridomestic and domestic environments in the rural
area of Marcelino Vieira, along with entomological indicators, were investigated to understand
better the factors related to the outbreaks in this region. We found triatomines (mainly Triatoma
brasiliensis brasiliensis) in 54% (36/67) of domiciliary units and all rocky outcrops inspected
(n = 7). Overall, 26% (119/458) of examined T. b. brasiliensis were infected by T. cruzi in
artificial ecotopes, with almost the same prevalence in the sylvatic environment (23%; 35/154).
Among all ecotopes investigated, wood/tile/brick piles were the ones linked to high insect
infestations ad triatomine T. cruzi infection prevalence. Ninety-five percent of people
interviewed recognized the triatomines and knew the classic route of transmission of disease —
triatomine bite-dependent. However, only 7.5% admitted knowledge that Chagas disease can
also be acquired orally — which poses a risk this transmission route currently recognized. Here,
we highlight the physical proximity between humans and triatomine populations with high T.
cruzi infection prevalence as an additional risk factor to oral/vector contaminations. In sum,
residents have low income, low level of education, and/or a willful disregard for the routes of
Chagas disease transmission (specifically oral transmission), a combination of factors that may
have favored the Chagas disease outbreak. This situation cannot be changed, but the population

must be informed about the risks and reinforced the actions taken by the surveillance services.

KEYWORDS: Vector surveillance, Entomological indicators, Triatominae.
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INTRODUCAO

A doenga de Chagas (DC) esta entre as mais graves doencgas tropicais. Estima-se que
oito milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo com essa moléstia, principalmente na
Ameérica Latina, ocasionando cerca de 10.000 mortes por ano (WHO, 2020). Tal enfermidade
estd na lista de doencas tropicais negligenciadas, as quais sdo assim caracterizadas por
ocorrerem em populacdes com maior vulnerabilidade social, saneamento béasico inadequado e
proximidade fisica com os vetores (FUENTES-VICENTE et al., 2018). A infeccdo humana
apresenta risco de mortalidade na fase aguda, mas a principal causa de 0bito esta associada com
a cardiopatia nos casos cronicos (DIAS, 2007). O tratamento especifico com benznidazol ou
Nifurtimox é eficaz nos casos agudos e congénitos, diminuindo sua eficicia para 0s casos
crénicos (BRASIL, 2017). O agente etiolégico € o protozoario Trypanosoma cruzi, um
protozoario flagelado da familia Trypanosomatidae. Os vetores sdo insetos pertencentes a
subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) (LENT e WYGODZINSKY, 1979; COSTA
et al, 2021). S&o insetos hematdfagos em ambos os sexos e durante todos os estagios de
desenvolvimento ninfal (MOREIRA et al., 2017), tanto adultos quanto qualquer dos cinco
estadios ninfais do vetor pode transmitir o T. cruzi. Esses insetos possuem, metamorfose
hemimetabola, com uma expectativa de vida média de um a dois anos (GALVAO, 2014).

O Programa Brasileiro de Controle da Doenca de Chagas (PCDCh) foi implementado
nos anos 80 e final dos 90. Em 2006, o Brasil foi considerado livre da transmissdo vetorial por
Triatoma infestans — vetor introduzido e adaptado aos domicilios e que causou 0 maior numero
de casos de infeccdo chagasica no passado (FERREIRA e SILVA, 2006).

Ao final dos anos 80 T. infestans foi encontrado em 120 municipios (95 na BA, 15 em
PE, seis no Pl e quatro na PB), em 1994, estava limitada a 48 municipios mostrando reducéo
de 60% e, em 1996, houve 79,2% de reducio (BRANDAO et al., 2015). Hoje a espécie esta
controlada com poucos focos residuais na BA e esta considerada em vias de eliminacdo. E, de
maneira oposta, os taxons Triatoma brasiliensis brasiliensis e T. pseudomaculata tém sido
capturadas em inquéritos de 1979 até 1997. Triatoma infestans nunca alcangou o estado do Rio
Grande do Norte (RN) (COSTA et al., 2003a), onde focos hiperendémicos de transmisséo por
vetores nativos foram registrados no passado nesse estado (LUCENA, 1970). Assim, fica claro
que vetores tém papel importante na transmissao da doenca de Chagas no RN como vetores

primarios.
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No Brasil, as principais espécies de importancia epidemioldgica para a doenca de
Chagas sdo aquelas encontradas no peridomicilio e no domicilio, a saber: T. b. brasiliensis,
Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata, e T. sordida (COSTA et al., 2003a). O principal
vetor na regido do semiarido nordestino brasileiro € T. b. brasiliensis, encontrado nos estados
de Alagoas (AL), Bahia (BA) (acima do Rio S&o Francisco), Ceara (CE), RN e, com maior
predominio, no Piaui (PI), Paraiba (PA) e Pernambuco (PE) (COSTA et al., 2003a; COSTA et
al., 2014; GALVAO, 2014). No ambiente silvestre essa espécie pode ser encontrada em
afloramentos rochosos, ja& no ambiente antropico ela esta presente em abrigo de animais
domeésticos, entulhos, amontoados de materiais de construgéo, poleiros, locais de armazenagem
de diversos tipos de materiais, entre outros locais (COUTINHO et al., 2012). No domicilio, os
triatomineos podem ser encontrados em fendas nas paredes das casas, sob as camas, atras de
quadros e moveis, etc. (COURA, 2013). T. pseudomaculata também é comum no Nordeste em
ambiente peridomiciliar, onde ocupa os mesmos ecotopos que T. b. brasiliensis (DIOTAIUTI
et al., 2000; DIAS et al., 2001).

Vetores no Nordeste brasileiro

O Nordeste brasileiro possuiu no passado focos hiperendémicos de transmisséo
chagasica (DIAS et al., 2000). Foi a segunda regido do Brasil em nimero de infectados e indice
de infestacdo triatominica nos inquéritos nacionais entre 1975 e 1980, em municipios com
66,9% infestacdo por Panstrongylus megistus e 24,9% por T. b. brasiliensis (SILVEIRA, 2011).
Ainda existe a preocupagdo pelo risco de transmissdo, pois é uma regido com altos indices de
moradias precarias favorecendo a colonizacdo de triatomineos. A regido possui espécies de
dificil controle, entre as quais: T. b. brasiliensis e o T. pseudomaculata — por se tratarem de
vetores nativos e que podem invadir o domicilio a partir de seus focos silvestres (ALMEIDA et
al., 2008; ALMEIDA et al., 2016); somado a uma baixa cobertura de cuidados sanitarios do
PCDCh devido a infraestrutura precaria dos municipios (DIAS et al., 2000).

Considerando a infecgdo natural (IN) por T. cruzi bem como disperséo, infestagéo,
colonizagdo intradomiciliar e numero total de capturas, as espécies de triatomineos
responsaveis pela ocorréncia da doenca de Chagas no Nordeste brasileiro podemos mencionar:
T. b. brasiliensis, T. sordida, P. megistus, e T. pseudomaculata (NEIVA e LENT, 1940;
ALENCAR, 1987). A diversa distribuicdo das espécies de vetores pode ser explicada pelas
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caracteristicas ecologicas de cada regido, pela acdo antrépica e capacidade de colonizacéo e
domiciliacdo de cada espécie (ALMEIDA et al., 2004).

Muito embora a incidéncia de novos casos da doenca tenha diminuido (WHO, 2020),
observa-se alternancia por aquelas espécies com tendéncia a diminuicdo. No CE, a Fundacgéo
Nacional de Saude (FUNASA) avaliou os indices de infestacdo e IN de T. b. brasiliensis em
Quixeré. Por meio do controle quimico regular, de 1970 a 1994, a densidade de triatomineos
por domicilio reduziu de 18% para 4% e a IN passou de 1,37% para 0,16%, demonstrando a
necessidade da continuidade do controle domiciliar. Triatoma brasiliensis brasiliensis e T.
pseudomaculata tém respondido também ao controle — embora com menos resultados por
serem nativas da regido (DIAS et al., 2000). Segundo Galvao (2014) outros vetores estdo
presentes no semiarido nordestino, como R. nasutus, P. lutzi e T. petrocchiae, além de outros
membros do complexo T. brasiliensis.

O termo complexo Triatoma brasiliensis, se refere ao conjunto de espécies que no
passado foram consideradas apenas com variacdo cromaticas de T. b. brasiliensis s.I. Apos
abordagens moleculares e ecoldgicas, mostraram que tais diferencas de coloracéo representam,
na verdade quatro espécies distintas (COSTA et al., 2020; LILIOSO et al., 2020). Schofield e
Galvao (2009), baseados principalmente na morfologia e distribuicdo geografica, incluiram T.
lenti, T. melanocephala e T. petrocchiae, em um grupo que eles denominaram subcomplexo T.
brasiliensis. Mais detalhes sobre a evolucdo da taxonomia de T. b. brasiliensis s.l. sdo
abordados no ultimo paragrafo deste topico.

Os vetores autoctones do Nordeste brasileiro apresentam alta reinfestacdo domiciliar
apos os tratamentos com inseticidas e casas ja tratadas; e, em geral, iniciam o processo de
reinfestacdo em seis meses apos as borrifagcbes (DIAS et al., 2000). Isso acontece devido a
impossibilidade de erradicacdo de focos silvestres que mantém populagdes que continuamente
invadem os domicilios e com altos indices de IN (ALMEIDA et al., 2016), além dos focos
residuais de areas tratadas (ALMEIDA et al., 2008). Mesmo diante da expectativa da
eliminacdo da transmissao vetorial da doenca de Chagas, as secretarias de saude dos municipios
precisam sustentar atividades rotineiras e onerosas para a manutencdo de baixos indices de
infestacdo por T. b. brasiliensis, pois o deslocamento para &reas rurais (muitas vezes muito
distantes do centro das cidades e de dificil acesso) para inspecdes e aplicacfes de inseticidas
implica em alto consumo de combustivel e trabalho técnico. As inspecdes resultam em grande
dispéndio para o Estado em uma regido ja assolada pela seca e caréncia em todos os ambitos

sociais. Outro problema comum € a descontinuidade das operacGes, que é frequentemente
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observada quando o0s recursos repassados escasseiam ou quando outras endemias ou epidemias
se tornam prioridade (DIAS et al., 2000).

A maioria das espeécies de triatomineos pode se alimentar em uma ampla variedade de
mamiferos e esse ecletismo mantém complexos ciclos de transmissdo de T. cruzi, especialmente
no ambiente silvestre (FUENTES-VICENTE et al., 2018). As fontes alimentares primarias dos
triatomineos tém diminuido em decorréncia do desmatamento causado pela criagdo de gado,
agricultura e abertura de rotas para o transporte (KILPATRICK e RANDOLPH, 2012), por
exemplo casos relacionados com T. infestans em 2014 a 2016 se caracterizava por ocorrer em
regides recém desmatadas proximas a fronteira agricola (SILVA, 1986).

Desta forma, os triatomineos vém se aproximando do homem em busca por novos
recursos tréficos. Assim, humanos e animais domésticos passaram a entrar no ciclo
epidemioldgico da doenca de Chagas em areas rurais (SCHMUNIS e YADON, 2010). Devido
a essas mudangas sociais e ecoldgicas, surtos da doenca de Chagas tém sido observados com
maior frequéncia (NOYA e GONZALEZ, 2015). E provavel que os membros do complexo T.
brasiliensis estejam entre 0s vetores envolvidos em surtos no semiaridos brasileiro, por sua
ampla distribuicdo geografica (COSTA et al., 2014) e altos indices de infeccdo natural por T.
cruzi (LILIOSO et al. 2017; 2020).

O complexo T. brasiliensis compreende um grupo de espécies que foram elevados a
niveis taxondmicos especificos e subespecificos, a partir de um estudo amplo, iniciado pela
Dra. Jane Costa, do Instituto Oswaldo Cruz, da Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro
(COSTA, 1997). A referida pesquisadora desenvolveu estudos multidisciplinares, sobre a
biologia, ecologia, distribuicdo geogréafica, estrutura genética e taxonomia (COSTA & FELIX,
2007; COSTA et al., 2003a,b; 2006; 2007a,b; 2009; 2013, 2014) das varia¢cdes cromaticas de
T. b. brasiliensis s.l. e verificaram que se trataram de unidades evolutivas independentes,
resultando em uma chave dicotdmica para a identificacdo de cada membro do grupo (DALE et
al., 2018): T. brasiliensis, T. bahiensis, T. juazeirensis, T. lenti, T. melanica, T. petrocchiae, e
T. sherlocki, dentre os quais T. brasiliensis foi dividido em duas subspécies T. b. brasiliensis e

T. b. macromelasoma.

Surtos de Doenca de Chagas

No Brasil, os surtos j& registrados ultimamente em humanos tém sido atribuidos a

transmissdo oral, em areas rurais, urbanas e periurbanas, envolvendo alimentos contaminados
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com fezes de triatomineos, como suco de cana-de-acUcar, acai, frutas, entre outros
(SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; PACHECO et al., 2021). Atualmente o principal
mecanismo de transmissao, € pela ingestdo acidental de alimento contaminado com fezes de
triatomineos, o0 que vem superando os nimeros de infeccdo classica dada pelo repasto sanguineo
sobre 0 hospedeiro — uma vez que os triatomineos tém o hébito de defecar durante sua
alimentacdo, liberando o parasito pelas fezes (DIAS, 2007; COURA, 2013, 2015). A
transmisséo vetorial, na maioria das vezes, esta vinculada a desigualdades sociais, acometendo
habitantes de casas precarias em areas rurais, o que facilita a colonizacdo do vetor (DIAS,
2007). Além disso, os pacientes apresentam dificuldade de acesso a rede de servicos de saude,
minimizando as notificacdes (DIAS et al., 2015).

Os surtos de doenca de Chagas ocorridos no Nordeste brasileiro ndo sdo priorizados se
comparados com surtos em outras areas do Brasil. Por exemplo, no ano de 1986, no municipio
de Catolé do Rocha, na PB, ocorreu um surto causado pelo consumo de caldo de cana
(SHIKANAI-YASUDA et al., 1991). Dias et al. (2008) reportaram um surto no estado da BA
— possivelmente associado com T. sordida, o que resultou em 6bitos; embora exista a suspeita
de que a infeccdo aconteceu pela via oral — mas evidéncias concretas ndo foram encontradas.
Outro surto com caracteristicas similares ocorreu em 2006, no estado do CE, nos municipios de
Aratuba e Redencédo — a suspeita da fonte de infec¢do foi 0 consumo de uma sopa de origem
vegetal (PAMPLONA, 2009). Recentemente, em 2019, um surto de doencga de Chagas ocorreu
no estado de PE. Para esse ultimo evento, as autoridades ndo conseguiram obter informacdes
ecoepidemioldgicas, porém se acredita que a fonte do surto foi o consumo de alimentos
contaminados em um evento religioso (GOES, 2019). Nos ultimos anos foi registrado um surto
chagésico no estado de RN, nos municipios de Tenente Ananias, Marcelino Vieira, Alexandria
e PilGes, dos quais dez casos ocorreram em Marcelino Vieira (VARGAS et al., 2018). Mais
oito casos foram confirmados nos demais municipios (totalizando 18 casos), havendo duas
mortes (VARGAS et al., 2018).

Em situacOes de surtos chagéasicos é importante realizar o levantamento dos possiveis
fatores: (i) sociais, associados com comportamentos humanos que propiciaram Seu
acontecimento, tendo em vista que tais surtos recentes aconteceram via infeccao oral e (ii) em
um contexto ecoepidemioldgico é necessario realizar o levantamento dos vetores que ocorrem
naregido, bem como da prevaléncia de IN por T. cruzi na fauna de vetores encontrada (COURA,
2015). Esse trabalho é classicamente realizado através da microscopia optica (MO), que é um

método amplamente usado e de baixo custo, mas cuja sensibilidade e especificidade € limitada
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em insetos com baixa carga parasitaria (LARDEUX et al., 2016). Além disso, existe a
dificuldade para diferenciar T. cruzi de outros tripanosomatideos (PIZARRO et al., 2007,
MOREIRA et al., 2017). A técnica molecular é outro método usado, especialmente na pesquisa.
A Polymerase Chain Reaction (PCR) apresenta maior exatiddao, embora seja um método mais
trabalhoso e caro (PIZARRO et al., 2007).

As propriedades da MO devem ser comparadas com um padréo de referéncia para
avaliar sua acuracia (neste caso, a PCR), através de testes estatisticos que expressam 0s acertos
e os erros desse método ao estimar o diagnostico. A sensibilidade e a especificidade indicam a
proporcéo de identificacOes corretas em relacdo a um padréo e sdo ajustadas a um instrumento
de medida (ROZENFELD, 2000).

Avaliac&o da sensibilidade e especificidade da Microscopia Optica

A sensibilidade de um teste diagnostico (como a MO) é definida como a propor¢éo de
espécimes positivos para T. cruzi, fornecendo um resultado chamado de verdadeiro positivo.
Sensibilidade é a propriedade do teste de detectar o parasito em espécimes quando
verdadeiramente esta presente. A especificidade é definida como a propor¢édo de espécimes ndo
infectados por T. cruzi quando o teste foi negativo. Fornecendo o resultado de verdadeiro
negativo. E a propriedade de um teste diagnostico de detectar a auséncia da doenca quando
verdadeiramente ndo esta presente no individuo (ROZENFELD, 2000). Uma alta sensibilidade
implica em poucos casos verdadeiros e que deixaram de ser classificados como positivos. Por
outro lado, a baixa especificidade implica em falsos positivos entre os selecionados como
infetados. Uma baixa sensibilidade detecta muitos casos verdadeiros que podem deixar de ser
classificados como tal e uma alta especificidade serdo incluidos poucos casos falsos entre 0s
selecionados como infectados (ROZENFELD, 2000).
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OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Avaliar os indicadores entomolégicos dos vetores na area de surto recente de doenca de

Chagas, descrevendo o perfil socioeconémico e nivel de conhecimento da populagao residente

na area do surto chagasico, no municipio de Marcelino Vieira, RN.

Objetivos Especificos

v

Descrever o perfil socioeconémico da populacdo com residéncia na area do surto
chagasico.

Avaliar o conhecimento da populagéo sobre a doenca de Chagas, com enfoque nas vias
de infecgdo.

Examinar estrutura das casas e anexos do peridomicilio.

Identificar as espécies de vetores circulantes na area do surto e sua distribuicéo ecotipico-
espacial.

Verificar a prevaléncia da IN nos vetores usando dois métodos diagnosticos de T. cruzi:
MO e PCR.

Mapear a distribuicdo das espécies vetores de T. cruzi na area de estudo.

Estimar a sensibilidade e especificidade da MO em relacdo ao teste molecular.
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MATERIAIS E METODOS

Questoes éticas
Para desenvolver as entrevistas com os moradores, esse projeto foi submetido a

Plataforma Brasil, sendo aprovado sob o protocolo n® 2.631.532 (Anexo 1).

As coletas foram feitas com o auxilio de técnicos da Secretaria de Sadde de Marcelino
Vieira. Os coletores solicitaram a permissdo dos moradores para coletar insetos em suas casas.
As coletas tiveram a autorizacdo do IBAMA (Licenca No 58373-1) e todo o procedimento foi
cadastrado no SISGEN (A5C8D0D) (Anexo 2).

Area de estudo

O municipio de Marcelino Vieira, RN foi escolhido porque foi onde a maioria (n=10)
dos casos da doenca de Chagas foram registrados. Além disso, ele alberga a moenda de cana-
de-acucar que suspeita-se ser fonte do surto (VARGAS et al., 2018). Este municipio esta
situado na microrregido de Pau dos Ferros e mesorregido do Oeste Potiguar, distante 400
quilémetros da capital do estado (Natal) nas coordenadas geograficas: latitude: 6° 17' 38" Sul,
longitude: 38° 10" 4" Oeste (Figura 1) e sua altitude é de cerca de 230 m. Ele ocupa uma area
de aproximadamente 346 km?, e sua populagéo no censo de 2010 foi de 8.265 habitantes, sendo
40,79% na zona rural. Marcelino Vieira esta dentro do bioma da Caatinga e faz parte do
semiarido nordestino, caracterizado por um baixo volume pluviométrico que, em um periodo
chuvoso de fevereiro a maio, pode alcangar os 750 mm. Os afloramentos rochosos sdo comuns
no municipio, principalmente na area rural (IBGE, 2019). O estudo foi realizado no més de
fevereiro do ano 2018. O més de fevereiro esta caracterizados por ter temperatura maxima de
31,8 e minimas de 22,2 °C. Os maiores acumulados de precipitacdo em 24 horas registrados no
més de fevereiro sdo 120 mm no ano 2000, a umidade relativa do ar é de 66% e tempo de
insolacdo chega a 2700 horas anuais. As principais atividades econémicas sdo a criacdo de
animais como galinhas, bovinos, ovinos, suinos, caprinos e equinos. As lavouras podem ser
temporarias ou permanentes. As temporarias produzem cana-de-agucar, tomate e milho, ao

passo que as permanentes produzem coco da baia, banana e goiaba (IBGE, 2019).
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Mapa politico do Brasil
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Figura 1. Municipio de Marcelino Vieira, Rio Grande do Norte, Brasil Este 0 municipio de
Marcelino Vieira foi escolhido, pois teve o maior numero de infeccdes registradas do surto e
esta localizado na fonte potencial: o0 engenho para moenda de caldo de cana (VARGAS et al.,
2018).

Perfil demografico e socioecondmico dos moradores

Foi realizado um estudo transversal com 67 residentes de unidades domiciliares (UD)
(termo usado para a combinacdo de ambientes peridomiciliares e intradomiciliares) na area rural
de Marcelino Vieira. As UD foram selecionadas visando abranger todas as localidades da area
rural. Assim, todas as UD contendo moradores acima dos 18 anos da area rural do municipio
foram visitadas.

Apdbs a assinatura (ou impressdo digital) do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, um morador maior de 18 anos de cada residéncia foi entrevistado. Com a
participacdo de agentes da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), as perguntas visaram
investigar caracteristicas socioecondémicas da populacdo e o conhecimento sobre a doenca de
Chagas. Também foram realizadas observaces sobre a estrutura da casa e anexos do
peridomicilio na area de estudo.

As variaveis coletadas foram: nimero de moradores no domicilio, sexo, idade e anos de
estudo de cada um dos moradores. As idades foram agrupadas em faixas etarias de 18 a 30, 31
a 59 e 60 anos ou mais. As caracteristicas socioeconémicas foram as sugeridas pelo Critério de
Classificacdo Econdmica Brasil 2018 (KAMAKURA e MAZZON, 2018), baseadas na
pontuacdo da posse de itens e o0 nivel de escolaridade. Realizou-se uma adaptacédo de acordo
com a realidade dos residentes redistribuindo os pontos, e definindo as categorias segundo a



21

renda familiar mensal: Classe A R$954; B1 R$715,15; B2 R$536,6; C1 R$402,4; C2 R$301,9;
D e E R$226,7 (Anexo 3).

Conhecimento dos moradores sobre a doenca de Chagas e fontes de informacéo

Foi aplicado questionario com perguntas que objetivaram determinar o conhecimento
dos moradores sobre a doenga de Chagas, o vetor, fatores de risco para a colonizacao vetorial,
vias de infeccdo e as fontes de informacao da doenca. Algumas perguntas foram direcionadas
a avaliacdo do risco de infeccdo classica — via repasto sanguineo do vetor e posterior defecacédo
do inseto.

Foram avaliados os conhecimentos dos moradores com perguntas que abordavam o
reconhecimento do vetor (foi mostrado um mostruario com 5 triatomineos de diferentes
espécies e outros insetos, como besouros), a identificacdo dos ecdtopos associados a infestacgéo,
0 nome correto da doencga, 0 conhecimento da transmissdo pela via classica e formas
alternativas (como a via oral), se tiveram contato com o vetor e, por ultimo, a fonte de
informacao sobre a doenca, tais como como escolas, radio, TV, agentes de saude, entre outros
(Anexo 4).

Caracteristicas da construcdo de moradias

Foi avaliada a construcdo de cada moradia por meio de inspecdo e cada UD foi
classificada pela sua probabilidade de colonizacdo por triatomineos. Foi registrado se as paredes
eram revestidas e se o telhado tinha forro para evitar a colonizac¢do do inseto. Essa avaliacdo
foi adaptada de uma pesquisa produzida pela FUNASA para orientar programas de melhoria de
moradias (FUNASA, 2017) (Anexo 5).

Investigacdo de vetores da doenca de Chagas

Para conhecer o perfil entomoldgico da fauna de triatomineos e os ec6topos onde se
encontravam, foram vistoriados 67 domicilios na area rural de Marcelino Vieira, nos quais
foram investigados o ambiente domiciliar e o peridomicilio. Esta busca abrangeu todos os
domicilios rurais de Marcelino Vieira com moradores presentes no ato da visita. Também foram
realizadas capturas em afloramentos rochosos da area silvestre mais proximas as casas. Outros
ecotopos naturais foram investigados, como cactos. Os insetos foram identificados de acordo
com chaves taxondmicas desenvolvidas por Lent & Wygodzyinsky (1979), Galvao (2014) e
Dale et al., (2018).
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Todas as coletas foram acompanhadas pelos agentes das secretarias municipais de
salde. Em cada local de captura de triatomineos foram registradas as coordenadas geograficas
(X,Y) por meio de aparelho marcador de posicionamento global (mais conhecido por GPS -
Global Positioning System). As coletas foram manuais por exaustao no periodo diurno nas UD.
Com ajuda de pincas, os exemplares foram armazenados vivos em recipientes de plastico (Fig.
2) rotulados com todas as informacdes da procedéncia do material (ex: data, ecétopo, coletor,

etc.), bem como com a coordenada geografica obtida pelo GPS.

Figura 2. Armazenamento de triatomineos capturados

Considerou-se o intradomicilio, todos os ambientes fechados por portas, onde foram
examinadas as frestas das paredes, atrds de quadros, colchdes, arméarios, embaixo de moveis
como camas e cadeiras (ALMEIDA, 2008), (Fig. 3). Foi considerado como peridomicilio 0s
anexos no entorno (<200 m) das casas, onde foram revistados currais, chiqueiros, casinhas de
cachorro, poleiros e gaiolas. Além dos abrigos de animais € comum encontrar materiais
empilhados (ec6topos artificiais) como telhas, tijolos, lenha, entulhos, entre outros, os quais
também foram considerados anexos peridomiciliares. No que se refere as coletas de
triatomineos nas areas silvestres, foram pesquisados todos os afloramentos rochosos (sete) a

distancias entre 100 e 200 metros das UD.
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Figura 3. Buscas de triatomineos no domicilio de UD, Marcelino Vieira, RN

Figura 4. Busca de triatomineos em afloramentos rochosos area rural de
Marcelino Vieira, RN

Os ambientes silvestres se diferenciam do peridomiciliar por estar afastados das UD a
uma distancia de mais de 100 metros (Fig. 4). Os afloramentos rochosos sdo os principais
habitats de T. b. brasiliensis (LENT e WYGODZINSKY, 1979), também os cactos conhecidos
no Nordeste como xiquexique (VALENCA-BARBOSA et al., 2014). As coletas foram
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divididas em quatro localidades (A, B, C e D) e fora das localidades em pontos silvestres (O).
As buscas nos ambientes silvestres foram desenvolvidas nos horéarios noturnos com ajuda de
lanternas (MARCONDES, 2011).

As populacdes de insetos foram definidas como o grupo de triatomineos que foram
coletados em um mesmo ponto, ecétopo e data. Os indicadores entomoldgicos foram
calculados, incluindo (i) indice de infestacdo domiciliar (ID) = (nimero de UD com
triatomineos x 100/nimero de UD vistoriadas), (ii) densidade triatominica domiciliar (DTD) =
(ndmero de triatomineos capturados/nimero de UD vistoriadas), (iii) indice de colonizacao
domiciliar (ICD) = (ndmero de UD com ninfas x 100/nimero de UD vistoriadas) e (iv) o
indice/prevaléncia de infeccéo natural por T. cruzi (IN) = nimero de triatomineos infectados x
100/numero de triatomineos examinados (OPS, 2003).

Foi avaliada a prevaléncia de ecétopos presentes nas UD (PEU) = (presenca de ecotopos
/ UD investigadas) e a prevaléncia de colonizagdo dos ec6topos (PCE) = (Eco6topos
inspecionados / ecdtopos com triatomineos).

O indice de infeccdo natural por T. cruzi no ambiente silvestre (INS) foi calculado
separadamente da IN. A densidade triatominica no ambiente silvestre (DTS) foi estimada de
acordo com Almeida et al. (2009), usando a seguinte equacdo: DTS = triatomineos totais
coletados / total de coletores / horas de trabalho no ambiente silvestre.

Investigacdo da infec¢do natural

O diagndstico de IN do vetor pela via classica foi feito por MO, apds extracao das fezes
de cada vetor por meio da compressdao abdominal, diluidas em 50 pl de solucdo salina sobre
uma lamina. Em seguida, os tripanosomatideos foram procurados no campo 6ptico (GOMES,
1996; LILIOSO, 2015). Tal procedimento é o mesmo utilizado rotineiramente pelas secretarias
de salde sob orientacdo do Ministério da Saude.

Dentre as populacGes de vetores investigados para infeccdo por T. cruzi, 163 espécimes
foram examinados por ambas as técnicas de MO e PCR. Os 163 espécimes foram selecionados
aleatoriamente de 13 populagdes coletadas na area de estudo.

Para o diagnostico molecular de T. cruzi foram escolhidos entre cinco e 10 espécimes
de populagdes aleatorias, das quais trés eram de T. pseudomaculata. A extracdo de DNA foi
realizada a partir do contetido abdominal dos insetos vetores, os quais foram colocados por 10
minutos em agua destilada para amolecer, e retirar o conteddo intestinal (10 a 25 mg) com o

uso de pincas e tesouras. Foi usado o kit de extracdo da Qiagen® DNA Isolation: DNeasy Blood
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& Tissue seguindo as recomendac@es do fabricante. As amostras extraidas foram armazenadas
a-20 °C.

O diagnostico da infeccao natural foi feito com a amplificacdo de fragmentos do DNA
do cinetoplasto (kDNA) de T. cruzi (quando presente) pela PCR usando o primer KDNA 121
(Forward) AAATAATGTACGGG (T/G) GAGATGCATGA e 122 (Reverse)
GGTTCGATTGGGGTTGGTGAATATA (STURM et al,. 1989; WINCKER et al,. 1994). As
condicdes da PCR foram as seguintes: 80 ul de DNA, 10x tampao Taq com KCI, 3,5 mM de
MgCI2, 0,2 mM dNTPs de 10 pmol de cada primer, 1U Taq polimerase em um volume final de
20 pl. A ciclagem de temperatura foi: 95°C por 5 minutos; seguida por 35 ciclos a 95°C por 45
segundos, 65°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos e uma extensdo final a 72°C por 10
minutos. Para diminuir a acdo de inibidores contidos nas fezes e no sangue na reacdo de PCR
foi usado BSA 0,003% (Bovine Serum Albumine). O produto da PCR foi visualizado em gel de
agarose 2%. A auséncia da banda especifica de 330 pares de bases no gel foi interpretada como
inexisténcia de infecgdo por T. cruzi na amostra. Todas as PCR foram realizadas com um
controle positivo T. cruzi Dm28c (Tcl) e um controle negativo: reagentes da PCR sem DNA +

1 ml de &gua destilada.

Relacédo entre a infeccdo por Trypanosoma cruzi, habitat e locais ocupados por Triatoma
brasiliensis brasiliensis

Foram examinados 612 espécimes de T. b. brasiliensis por MO de modo a mostrar a
relacdo entre a prevaléncia de T. cruzi, entre 0s ecotopos e localidades. Na localidade A, 21,8%
(60/275) das amostras foram coletadas em galinheiros; o restante foi coletado em pilhas de
lenha no ambiente peridomiciliar e de afloramentos rochosos (n = 10) os quais foram todos
positivos para T. cruzi. Exceto para galinheiros, os habitats peridomiciliares restantes (pilhas
de madeira, pilhas de tijolos e pilhas de madeira combinado com pilhas de tijolos) exibiram alta

proporcéo de insetos infectados (> 45%).

Sensibilidade e Especificidade da Microscopia Optica frente ao teste molecular

Foi comparada a prevaléncia da infeccdo natural pela MO e PCR para 159 espécimes de
T. b. brasiliensis. Posteriormente foi avaliada a sensibilidade (S) e especificidade (E) da MO
considerando a PCR como padrdo ouro para diagnosticar a presenca de T. cruzi nos
triatomineos. Para esse fim, foram calculadas a S e E segundo as relagdes explicitadas na tabela
1
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Tabela 1: Sensibilidade e Especificidade do teste de Microscopia Otica (MO) em relagio ao
teste molecular PCR (padrdo ouro) para deteccédo de infegdo natural por T. cruzi.

Infeccdo (PCR)
Positiva Negativa
Positiva VP(A FP (B
MO (A) (B)
Negativa FN (C) VN (D)
VP-verdadeiro positivo; VN-verdadeiro negativo; FP-falso positivo; FN- falso
negativo

Sensibilidade = A/ (A + C)
Especificidade =D/ (B + D)

Mapeamento e a relacéo entre infec¢do por Trypanosoma cruzi, habitat e localidades para
Triatoma brasiliensis brasiliensis

As coordenadas geogréficas (X,Y) obtidas em campo por meio de GPS foram projetadas
no mapa da regido de estudo disponibilizado pelo IBGE. Os mapas de distribuicdo espacial das
espeécies de vetores, da infeccdo por T. cruzi e dos ecotopos foram elaborados utilizando-se o
software ARC-Map 10.5.

Para explorar a interacdo entre fontes de habitat, prevaléncia de T. cruzi e localidades,
foi utilizado o software Cytoscape 3.7.2 (SHANNON et al., 2003) para construir uma rede.

Para isso, usamos apenas insetos positivos para infeccdo natural por T. cruzi via MO.

Anélises Estatisticas

Para avaliar a relacdo entre os indicadores entomoldgicos obtidos e as localidades foi
usado o teste Qui-quadrado e para avaliar a detec¢do do Trypanosoma cruzi entre as técnicas
tradicional e molecular foi utilizado o teste Qui-quadrado de McNemar. A significancia
estatistica foi avaliada usando 95% de confianca intervalos e um alfa de 0,05. Todas as anélises
foram conduzidas usando o R (R Development Core Team, versdo 3.6.3; https://www.r-
project.org/).


https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/
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RESULTADOS

Perfil sociodemografico e socioeconémico dos moradores
Foi entrevistada uma pessoa por cada UD (total 67), com 18 anos de idade ou mais. As

faixas etarias encontradas foram 18 a 30 anos (17,9%), 31 a 59 (43,3%) e 60 anos e mais

(38,8%). A maioria possuia menos de cinco anos de estudo ou era analfabeto (Tabela 2).

Tabela 2. Nivel de escolaridade dos 67 residentes entrevistados na area rural proximos a
surto chagésico ocorrido em Marcelino Vieira. Rio Grande do Norte. Brasil, 2018.

Nivel de escolaridade N Anos de estudo %
Analfabeto /fundamental | mcor(‘)npleto/ fundamental | 37 <5 anos 5.2
completo | (1-5° ano)
Fundamental incompleto IIO/ Fundamental completo 11 29 6-8 anos 328
(6-9° ano)
Médio incompleto / Médio completo 8 9 anos ou mais 11,9

Para quem tem rendimentos mensais as principais fontes de renda provem da
aposentadoria por idade ou incapacidade (55,2%) e programas sociais governamentais (6,0%),
atividades pecuarias (31,3%) (Fig. 5 e 6) e outras 7,5%. A maioria das familias (30,3%) recebem

uma renda mensal de R$301,9 (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicéo das familias de Marcelino Vieira, segundo o Critério de
Classificagdo Econdmica Brasil, (ABEP, 2018), com adapta¢do segundo o salario
minimo para 2018.

Classe Renda média familiar (R$) NUmero de familias %
A 954,00 1 15
Bl 715,5 2 3,0
B2 536,6 8 12,2
C1 402,4 18 27,3
C2 301,9 20 30,3

25,7

D-E 226,7 18
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Figura 5. Criacdo de galinhas no peridomicilio, de UD no municipio de Marcelino
Vieira, RN

Figura 6. Criacdo de cabras no peridomicilio de UD no municipio de Marcelino Vieira,
RN

Conhecimento dos moradores sobre a doenga de Chagas e fontes de informacéo

Quanto ao conhecimento dos residentes sobre a doenca de Chagas, 95% dos
entrevistados (Fig. 7) reconheceram o inseto vetor, conheciam o ecotopo que ocupa nas UD, e
amaioria dos entrevistados (92,5%) sabe que o triatomineo transmite uma doenga. Apenas 7,5%
relataram conhecer a transmissdo da doenca pela via oral. Nos ultimos trés anos, 30% dos
moradores acreditam ter sido picados pelo vetor (Tabela. 4). A maioria deles perceberam pelo
fato de achar insetos ingurgitados de sangue ao redor de onde estavam dormindo (por exemplo,

debaixo das camas, atrds de mdveis, cortinas, etc.).
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Figura 7. Entrevista moradora do municipio de Marcelino Vieira (a foto foi publicada com a
permissdo do morador).

Tabela 4: Respostas de moradores da area de estudo (n = 67 entrevistados) sobre a
doenca de Chagas, Marcelino Vieira, Rio Grande do Norte, Brasil, 2018.

Perguntas Frequéncia (sim/total) %
Conhece o vetor (barbeiro/procoto) 64/67 95,0
Sabem onde pode-se esconder o vetor 52167 77,6
Se transmite doenca 62/67 92,5
Conhece 0 nome correto da doenca 44/67 71,0
Sabe como se transmite 62/67 92,5
Conhece outra forma de transmissdo além da cléssica 5/67 75

Ja teve contato com o inseto nos ultimos 3 anos 20/67 30




30

As principais fontes de informacdo sobre a doenga de Chagas vieram da comunidade
(vizinhos) (49,3%), (Tabela 5).

Tabela 5. Fontes onde a populacdo obteve informagéo sobre
a doenca de Chagas, Marcelino Vieira, Rio Grande do Norte,

2018.

Fonte de informacéo n=67* %

Vizinho 33 49,3
Familia 13 19,4
Escola 9 13,4
TV 9 13,4
Agente de saude 5 7,5
Quando foi picado 1 15

*um entrevistado pode ter mais de uma resposta

Caracteristicas da construcdo de moradias

Verificamos que 97% (65/67) das casas pesquisadas ndo possuiam telhados com forro;
no entanto, apenas 12% (8/67) ndo possuiam paredes rebocadas (Fig. 8 € 9).

Figura 8. Casa na area rural de Marcelino Vieira, RN sem reboco completo
e teto sem forro
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Figura 9. Casa na area rural de Marcelino Vieira, RN rebocada e teto
sem forro

Investigacéo de vetores da doenca de Chagas

Capturas de insetos

No levantamento entomoldgico, foi notado que 35% (24/67) das casas tinham
triatomineos no peridomicilio. Dentro das moradias, foram capturados seis espécimes de T. b.
brasiliensis em duas casas (uma Unica fémea adulta em uma UD e cinco ninfas em paredes
rebocadas em outra). T. b. brasiliensis foi a espécie mais capturadas em todos os ecotopos (98-
100%), exceto por um galinheiro com uma importante infestacdo de (n = 251) T.
pseudomaculata e R. nasutus (n = 7). A espécie mais capturada neste estudo foi T. b. brasiliensis
o qual tem maior relevancia epidemioldgica por estar envolvido em surtos no passado (COSTA
et al., 2003a).

Ecbtopos

Foi calculada a prevaléncia dos ecotopos presentes nas UD (PEU) e a prevaléncia de
colonizacdo dos ecotopos (PCE). No geral, galinheiros (Fig. 10) foram os ec6topos mais
comuns encontrados nas UD (PEU = 85%). No entanto, encontramos uma maior colonizacao
de insetos em pilhas de madeira (PCE = 47,1%) (Fig.11, 12 e 13). Tanto o PEU quanto o PEC
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variaram entre as localidades (Tabela 6). Para ambos os indicadores, a distribuicdo foi
significativa entre localidades em p <0,05.

Figura 10. Busca de triatomineos em pilhas de telha ao lado do galinheiro no
peridomicilio de UD no municipio de Marcelino Vieira, RN.

Figura 11. Busca de triatomineos em pilhas de madeira no peridomicilio de UD
no municipio de Marcelino Vieira, RN.



Figura 12. Amontoado de madeira proximo a engenho onde foi moido o caldo de
cana suspeito de originar o surto no municipio de Marcelino Vieira, RN.

Figura 13. Amontoado de madeira proximo a engenho no municipio de
Marcelino Vieira, RN.
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Tabela 6. Ecotopos susceptiveis e infestados com Triatoma brasiliensis brasiliensis em Marcelino Vieira, RN, 2018.

34

Ecotopo (n) Localidades
A C Total
UDs pesquisadas 39 14 67
%EPD %PEC %EPD %PEC %EPD %PEC %EPD %PEC %EPD %PEC
. . 30,8 417 77,8 42,9 57,1 12 60 33,3 45 43,3
Pilha de telha/tijolo
(12/39) (5/12) (7/9) (3/7) (8/14) (1/8) (3/5) (1/3) (30/67) (13/30)
. . 30,8 333 333 100 7 100 20 0 254 471
Pilha de madeira
(12/39) (4/12) (3/9) (3/3) (7/14) 717) (1/5) (0/1) (17/67) (8/17)
o 87,2 26,1 66,7 0 93 385 80 100 85,1 31,6
Galinheiro
(34/39) (9/34) (6/9) (0/6) (13/14) (5/13) (4/5) (4/4) (57/67) (18/57)
) 51 20 100 15 100
Cocheira 0 0 0 0
(2/39)* (1/5)* an)* a/67)* (1/1)*
2,6 100 1 100
Armazém - - - -
(1/39) (1/2) (1/67) (/1)

% prevaléncia de ecdtopos em UD (%PEU) = presenga de ecotopos/ UD investigadas. Prevaléncia de colonizagdo dos ecotopos (%PCE) = Ecétopos inspecionados com triatomineos. *nimero insuficiente para ser

considerado
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Indicadores entomolégicos para ambientes antropicos

No geral, o valor de infestacdo domiciliar (ID) foi (35,8%), o indice de colonizacao
domiciliar (ICD) foi 32,8%, a densidade triatominica domiciliar (DTD) foi 7,7, refletindo o
numero de triatomineos coletados em relacdo ao numero de casas inspecionadas. Em geral, a
prevaléncia de IN por T. cruzi em habitats antropogénicos foi de 25%. Esses indicadores
variaram entre localidades. Como a localidade A (0%) e a C (100%). As localidades B e C
estavam um pouco mais proximas aos afloramentos rochosos e mostraram ID, DTD e ICD mais
elevados. A DTD apresentou variacdo 3,1 (A) a 16,9 (C). Para todos os indicadores, a

distribuicéo foi significativa entre as localidades em p <0,05.

Indicadores entomolégicos para ambientes silvestres

Todas as localidades tinham focos silvestres (afloramentos rochosos) proximas das UD
(<250 m), com alguma localidade tendo mais de um foco (localidade C), (Fig. 14). No geral,
coletamos 1.096 insetos em ambientes silvestres, variando de 29 (C2) a 287 (D). S¢ foi possivel
testar a IN para T. cruzi em alguns individuos em ambientes silvestres (INS) pois, a maioria dos
insetos estavam magros demais para serem analisados ou morreram logo apds a coleta. A IN
teve variacbes nos ambientes antropogénicos, mesmo dentro da mesma localidade - por
exemplo, na localidade A, onde nenhum inseto no peridomicilio estava infectado; no entanto,
encontramos 100% (10/10) de IN em insetos no ambiente silvestre onde foram achadas fezes
de Galea spixii (Rodentia: Caviidade) conhecido como pred (Tabela 7). A densidade
triatominica silvestre (DTS) foi de 9,7. DTS variou de 1,8 (C2) a 17,9 (D). Para os indicadores,
a distribuicdo foi significativa entre localidades a p <0,05.



lino Vieira

. Unidades domiciliaries infestadas com
Triatoma brasiliensis

(_) Unidades domiciliares no infestadas

/N Ambiente silvestre com T. brasiliensis

25 5 7.5 10km

Figura 14. Localidades Marcelino Vieira. Rio Grande do Norte.

Tabela 7. Indicadores entomolégicos baseados nas capturas de Triatoma brasiliensis
brasiliensis nos afloramentos rochosos no municipio de Marcelino Vieira, RN

Localidades  n (coletados) INS (infec/an) DTS
A 119 100% (10/10) 74

B 127 NA 7.9

C1* 237 0% (0/6) 17,9
c2* 29 9% (3/34) 18
C3* 104 0% (0/6) 6,5

D 287 24% (23/98) 17,9

o) 193 NA 121
Total 1,096 25,5% (35/154) 97

INS = indice de infec¢do natural Silvestre de T. cruzi; Infec= n insetos
infectados; an= n insetos analisados. *devido a localidade C tinha trés
ambientes silvestres, n6s os indicamos no mapa. NA = ndo analisado

36
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Estatisticas para os indicadores entomoldgicos
Foi realizado o teste Qui quadrado para os indicadores entomoldgicos e as localidades
onde foram coletados os quais evidenciaram que existe significancia entre eles (todos y2>

100,6, df = 3-6, p<0,0001).

Comparacéo da deteccdo de Trypanosoma cruzi em insetos via microscopia optica

Selecionamos aleatoriamente 159 amostras de T. b. brasiliensis analisadas pela MO e
PCR para identificar a infeccdo por T. cruzi. O nimero de espécimes variou entre as amostras
coletadas dentro das localidades, de modo que mais amostras foram incluidas de areas com
maior importancia epidemioldgica. Por exemplo, analisamos 30 insetos no engenho de cana-
de-agucar (e provavel local do surto - populagdo "vii" na localidade B), e 34 insetos de um local
com numerosas infestacdes (n = 191 insetos coletados). No entanto, em locais onde havia menos
infestagBes (n <70), analisamos menos amostras (5-20). Os insetos das populag¢des “vii” e “ix”
apresentaram a maior prevaléncia por T. cruzi, considerando o tamanho da amostra, utilizando
tanto MO (93% e 100%, respectivamente) e PCR (100% para ambas populacées) (Tabela 8).
N&o encontramos diferenca estatistica na prevaléncia identificada pelos métodos de MO e PCR
(x2=3,03,df=1, p=10,081).
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Tabela 8. Deteccdo de Trypanosoma cruzi em Triatoma brasiliensis brasiliensis em
populacBes analisadas pela microscopia Optica (MO) e reacdo em cadeia da polimerase

(PCR), capturados em locais em Marcelino Vieira, Rio Grande do Norte

T. b. brasiliensis local
de coleta

Vi

Vii

Viii

Xi

Xii

Xiii

Xiv

Total

Ecétopo

Silvestre

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Silvestre

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Silvestre

Peridomicilio

Peridomicilio

Localidade

)

OM%

100
1)

0
(0/5)

0
0/7)
0
(0/10)
0
(0/8)
100
(8/8)
93,3
(28/30)
100
(4/4)
100
(34/34)
100
(10/10)
0
(0/4)
46,2
(6/13)
100
(5/5)
75
(15/20)
69,8
(111/159)

PCR%

100
(1/1)
40
(2/5)
42,9
(317)
0
(0/10)
0
(0/8)
100
(8/8)
100
(30/30)
100
(414)
100
(34/34)
90
(9/10)
75
(3/4)
57,1
(8/13)
100
(5/5)
75
(15/20)
76,7
(122/159)
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‘ Afloramentos rochosos

- Pilhas de tijolo A
‘ Pilhas de tijolo e madeira

* Pilhas de madeira

A Galinheiros

Figura 15. Rede de relagOes entre os habitats, localidades e Infeccdo natural por
Trypanosoma cruzi em Triatoma brasiliensis brasiliensis (n = 612). A largura das
conexdes indica o tamanho da amostra. A cor da conexdo indica localidade. Os nés
centrais representam os ecétopos, enquanto os da direita e 0s polos esquerdos indicam
a infec¢do positiva e negativa de T. cruzi nos insetos.

Relacdo entre a infeccdo por Trypanosoma cruzi, habitat e localidades de Triatoma
brasiliensis brasiliensis

A presenca de pilhas de tijolos parece ser mais suscetivel de abrigar triatomineos
infectados. Insetos infectados foram identificados em todas as localidades que tiveram
afloramentos rochosos, com um total de 22% (35 /154) (Fig. 15).

Sensibilidade e especificidade da microscopia éptica para o diagnostico de infeccédo natural
de Trypanosoma cruzi

A prevaléncia da infeccdo natural pela MO foi estimada em 67,3% (107/159) e pelo
PCR 76,1% (121/159) (Tabela 9). Considerando-se a PCR como método padrdo ouro na
identificacdo da infeccdo a da PCR a sensibilidade da MO foi 85% e a especificidade 89%.



Tabela 9. Caélculo da Sensibilidade e especificidade da
microscopia Optica para o diagnostico de infeccdo natural de
Trypanosoma cruzi

Triatomineos investigados PCR (+) PCR (-) Total
Microscopia Optica (+) 103 4 107
Microscopia Optica (-) 18 34 52

Total 121 38 159

VP-verdadeiro positivo, VN- verdadeiro negativo, FP- falso negativo;
FN- falso negativo

103
Sensibilidade = ——————x100=85,1%  Especificidade = = x100=189.5%
103 + 18

40
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DISCUSSAO

Embora, desde 1980, a transmissdo vetorial da doenca de Chagas tenha diminuido
drasticamente no Brasil, casos agudos continuam sendo reportados (COURA et al., 2002). A
maioria dos moradores proximos a area do surto chagasico estava na faixa etaria dos 31 a 59
anos, possuia menos de cinco anos de estudo, sendo isto confirmado na hora de assinar o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido. Isso pode ser explicado pelas dificuldades do transporte
dos moradores das areas rurais até a escola mais proxima. Varios estudos sugerem que ha uma
forte associacdo entre baixo nivel de escolaridade e infeccdo por T. cruzi (OLIVEIRA-
MARQUES et al., 2005; BORGES-PEREIRA et al., 2021; AGUILAR et al., 2007). Condigdes
econdmicas que estdo vinculadas ao nivel de escolaridade, também estdo relacionadas a taxas
de transmissdo, como o observado por Marques et al., (2010).

A principal fonte de renda é a aposentadoria, que € coerente com a faixa etaria observada
e com a alta incidéncia de pessoas com comorbidades — 0 que as deixa dependente da renda
governamental. S6 4,5% das familias ttém um rendimento mensal maior do que o salario minimo
no Brasil (R$ 954). Neste estudo, a renda permanente dos moradores entrevistados foi dificil
de avaliar, uma vez que a renda dos trabalhadores rurais ndo é permanente devido aos ciclos
produtivos das lavouras e dos animais.

O conhecimento da populacao sobre a via de transmissdo de T. cruzi também pode afetar
positivamente a taxa de infeccao entre os residentes. A maioria dos entrevistados conhece a via
classica de transmissdo da doenca de Chagas por meio da defecacdo do vetor apds o repasto
sanguineo, mas s6 7% conhece o risco da infeccao pela via oral (que também é dependente do
vetor). De acordo com Colosio et al. (2007), em Paicandu, estado do Parand, a maioria da
populacdo desconhece as formas de transmissdo da doenca. Maeda & Gurgel-Gongalves,
(2012) registram que em areas rurais do Distrito Federal, os habitantes desconhecem os habitos
de alimentacéo do vetor.

O estudo de Daflon-Teixeira et al., (2019) sugere que a estrutura das moradias, como
paredes sem cobertura podem ser um fator de risco para a colonizacdo de triatomineos, pois as
fendas podem funcionar como refugios. Os tetos sem cobertura (12%), podem facilitar a
circulacdo do vetor.

Foram encontrados triatomineos da espécie T. b. brasiliensis no intradomicilio em duas
casas. Esse achado é similar com o estudo de Barbosa-Silva et al., (2016), no estado de RN
(DAFLON-TEIXEIRA et al., 2019) e no CE (VASCONCELOS et al., 2013). Nestes estudos
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foi comum encontrar insetos em paredes com cobertura. Contudo, deve-se considerar o
encontro de adultos como uma possivel invasdo acidental pois os insetos alados tém destacada
capacidade de disperséo e séo atraidos pela luz artificial. No entanto, foram encontradas cinco
ninfas em um intradomicilio em paredes de alvenaria — 0 que pode indicar o encontro de
domiciliados devido a sua inferior capacidade de disperséo, pois ainda ndo possuem asas. A
Organizagdo Pan-Americana da Satde (2003) aponta que o encontro de ninfas no intradomicilio
indica colonizacéo pois triatomineos sdo capazes de voar apenas na fase adulta, portanto, séo
residentes e ndo invasores. Esse achado é importante, pois 0 PCDCh envolveu melhorias nas
moradias, com alteracdes no material de construgéo das casas e substituicdo de casas de pau a
pique por de alvenaria (VINHAES e DIAS, 2000). Entretanto, s6 isso parece ndo ter sido
eficiente para evitar a colonizacdo de T. b. brasiliensis, o que pode resultar em risco de
transmisséo da doenca de Chagas aos humanos (DIAS et al., 2000; COURA, 2013). A presenca
de triatomineos no domicilio é um indicador para que as vigilancias entomologicas e
epidemioldgicas intervenham na moradia através da busca e borrifagdo com inseticida apés o
encontro de mais espécimes, associadas a medidas educativas especificas para a prevencao de
colonizacdo do vetor, mesmo que seja capturado um Unico exemplar adulto (OPS, 2003).

Com relacdo a vigilancia entomoldgica, a espécie de triatomineo mais coletada em todos
os ecotopos foi T. b. brasiliensis, seguido de T. pseudomaculata e R. nasutus, as quais sao
espécies nativas do Nordeste brasileiro (DIAS et al., 2000). Estudos similares apontam também
T. b. brasiliensis como o triatomineo mais frequente nos domicilios, a saber: Lilioso, (2015)
na PA e RN, Coutinho et al., e Sarquis et al., (2012) no estado de CE. Além de T. b. brasiliensis
foram encontradas no intradomicilio no RN espécies como T. pseudomaculata, T. petrochiae,
P. diasi, P. megistus, P lutzi, e R. nasutus (COSTA et al., 2003a).

As localidades com altos valores de DTD também tiveram alta infestacdo nos
peridomicilios, o que sugere gque a densidade triatominica pode influenciar positivamente na
infestagcdo. Com respeito as distancias entre os afloramentos rochosos e as UD, a maioria das
casas se localizavam proximas a uma formacéo rochosa dentro do alcance capacidade de voo
dos triatomineos (~500 metros) (CECERE et al., 2004). Exceto para a localidade D cujo nimero
de casas investigadas (n=5) foi insuficiente fazer uma deducéo robusta sobre o papel dos focos
silvestres como fonte de infestacdo domiciliar.

Em relagcdo com os anexos presentes nas UD os galinheiros foram os ecétopos mais
comuns, presentes em 85,1% das UD investigadas, das quais s6 31,6% estavam infestados. As

pilhas de telhas foram as menos prevalentes (25,4-45%) das quais 43-47% estavam infestadas
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por triatomineos. No entanto, as populac@es coletadas nestes Gltimos ecotopos mostraram uma
alta prevaléncia de infecgdo por T. cruzi. E muito comum encontrar materiais de construgio
empilhados no peridomicilio sem previsdo de uso, 0s quais se tornam ecotopos artificiais
adequados para infestacdes dos triatomineos. Essa constatacdo também verificada por Coutinho
et al., (2012) no estado de CE. De acordo com Lilioso et al., (2020), esses ecotopos podem ser
potenciais refugios para o encontro dos vetores e reservatorios de T. cruzi.

Existem muitos fatores que influenciam a infestacdo das UD por triatomineos, como a
proximidade dos animais domésticos dos afloramentos rochosos. Embora a maioria das pessoas
ndo possa realocar suas casas para mais longe do habitat natural para triatomineos, os residentes
devem ser informados sobre fatores de risco que possam determinar positivamente as
infestacBes triatominicas (DIAS et al., 2007). Ou seja, entender a relacdo entre infestacdo e
ecétopos pode reduzir o risco de transmissao de doencas. A prevaléncia dos insetos infectados
nos peridomicilios foi maior que na area silvestre, com excecdo dos galinheiros. Portanto,
programas educativos seriam de grande utilidade para informar aos residentes acerca do risco
associado ao ecotopos artificiais nos peridomicilios.

A MO apresentou 85% de verdadeiros positivos (sensibilidade) e 89% de verdadeiros
negativos (especificidade) para a deteccdo de T. cruzi. No que se refere ao confronto das
técnicas PCR e MO para diagnosticar a prevaléncia de IN nos triatomineos, foi achada uma
diferenca de 8% — que néo foi significativa estatisticamente. Nos resultados de Lima-Oliveira
et al., (2020), Moreira et al., (2017), Vinhaes et al., (2014) foi enfatizado que a infec¢do por T.
cruzi pode ser subestimada pela MO. Além disso, Vinhaes et al., (2014), reportaram que a
prevaléncia por T. cruzi, identificada pela MO pode apresentar um viés causado pelo estado
nutricional dos insetos. Segundo esses autores isso esta geralmente associado ao pouco
conteddo intestinal para ser extraido de insetos mantidos por longos periodos em jejum até a
analise ou também no caso de morte em que o inseto esta seco. Esses autores também reportam
a dificuldade na diferenciacdo de T. cruzi de outro tripanosomatideo com caracteristicas
morfoldgicas similares ao T. cruzi, como Blastocrithidia triatomae e T. rangeli. E importante
ressaltar que T. rangeli ja foi encontrado em T. b. brasiliensis no RN (LIMA-OLIVEIRA et al.,
2020). No entanto, dada a falta de evidéncias estatisticas, a MO ainda é valida para estimar a
prevaléncia de T. cruzi se 0s insetos forem frescos e vivos.

O estado de RN apresenta uma alta circulacdo de T. cruzi (BARBOSA-SILVA et al.,
2016; LIMA-OLIVEIRA et al., 2020) comparados com os estados de CE e PA (DAFLON-
TEIXEIRA et al., 2019; COUTINHO et al., 2012), onde a prevaléncia pode variar de (2,9—
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20,3%). A alta circulagéo de T. cruzi no estado de RN, evidenciou-se no estudo de Vicente e
Camara (2019), que identificou a positividade para T. cruzi em 16 dos 40 cées investigados.
Esses estudos ressaltam o risco de transmissdo do parasita ao homem e a necessidade de
monitorar as infestacGes domiciliares de T. b. brasiliensis para prevenir surtos - principalmente

no estado do RN.
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CONCLUSOES

Existem elementos que ndo podem ser mudados como a proximidade dos afloramentos
rochosos e os anexos das residéncias humanas. Triatoma brasiliensis brasiliensis é a espécie
preponderante na localidade com base em outros estudos prévios e nos atuais resultados. Outras
especies foram coletadas nas areas de estudo e dada a atracdo dos triatomineos por fontes
luminosas, ndo € possivel afirmar com precisdo qual das espécies ou quais as espécies foram
responsaveis pelo surto. A area estudada € compativel com a possibilidade de vetores terem
sido triturados nas moendas de caldo de cana como ja evidenciado anteriormente em outros
estudos. Triatoma. brasiliensis brasiliensis apresentou indices de infeccdo natural compativeis
com a manutengdo dos ciclos domiciliares e silvestres de T. cruzi. Deste modo, as
recomendacdes para 0 controle dos vetores sdo a inspecdo regular das casas e anexos, a
educaco dos moradores e a pulverizagio apds encontro das espécies no domicilio. E necessario
aprimorar o conhecimento da populacao na area do surto no tocante aos riscos de infeccéo por
via oral. Entretanto, um fator agravante foi o baixo nivel de escolaridade geral da populacéo.
Deve-se usar recursos para que essa populacdo tenha acesso a informacéo de maneira simples.
Sabe-se que a comunidade pode ser forte aliada no combate aos vetores. Por outro lado, as
vigilancias epidemioldgicas e entomoldgicas devem também ser permanentes, além do
diagndstico precoce e tratamento adequado dos pacientes infectados, visando diminuir o
impacto da infec¢do na morbidade e mortalidade nas areas de risco.
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PERSPECTIVAS PARA ESTUDOS COMPLEMENTARES

O surto se estendeu aos municipios de Tenente Ananias, Alexandria e Pildes além de
Marcelino Vieira (VARGAS et al., 2018). Esses municipios estdo localizados ao sudeste do
estado e entre eles tem uma distancia de 17 a 30 km. As atividades da moenda da cana comegam
as trés da manha quando ainda ndo amanheceu, sob luz artificial, o que atrai os triatomineos, 0s
quais possuem habitos noturnos, facilitando a contaminagdo dos alimentos ali processados
(NOIREAU e DUJARDIN, 2001). Neste estudo foi observado a existéncia de entulhos
infestados por T. b. brasiliensis positivos para T. cruzi proximos ao local de moenda de cana-
de-agUcar, que possivelmente gerou o surto chagésico (VARGAS et al., 2018). O numero de
entrevistados que tiveram contato com o vetor é fator preocupante; portanto deve-se aumentar
0S monitoramentos triatominicos para interromper a transmissao chagasica. Os resultados deste
estudo ressaltam a necessidade urgente de se fazer um estudo soroldgico na area de surto,
especialmente onde foram encontrados triatomineos infectados nos peridomicilios. De acordo
com dados publicados por WHO (2020), € necessario um diagndstico amplo para tratar

pacientes infectados por T. cruzi na fase especifica da doenca (aguda e crénica).
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1. Introduction

The protozoan parasite, Trypanosoma crugi, is the etiologic agent of
Chagas disease — one of the most relevant neglected tropical diseases in
Latin America (WHO, 2020). Classic transmission occurs via excreta
from blood-sucking bugs that are eliminated during or shortly after the
blood meal of infected insects. These blood-sucking bugs belong to the
Triatominae subfamily (Hemiptera: Reduviidae) (Lent and Wygodzin-
sky, 1979). Trigtoma infestans, the primary vector, was likely introduced
from the Bolivian Andes and adapted to households across Brazil —
probably during a period known as “the sugar age™ (1530-1700), during
the exploration of sugar cane, coffee, and ores in Colonial Brazil (Gurgel
et al., 2009). The Southern Cone countries (Argentina, Brazil, Chile,
Uruguay, Paraguay, Bolivia and Peru) joined efforts in 1991 to combat
transmission by T. infestans and to control the transmission via blood/-
organ donations (Schmunis and Yadon, 2010). As a result, Brazil was
effectively free of T. infestans by 1996, and has eliminated transfusional
Chagas disease transmissions nearly completely (Dias, 2007). However,
native vectors, such as T. brasiliensis and T. psendomaculata, currently
challenge control measures by invading and colonizing human domi-
ciles in endemic regions in northeastern Brazil (Dias et al., 2000; Lima
et al., 2015). Additionally, outbreaks by oral contamination have been
reported in several Brazilian regions (Dias et al., 2016). The oral route is
recognized currently as the main source of infection, especially in the
Brazilian Amazon, and most likely the result of the consumption of fresh
acai berries and juice in this region (Dias et al., 2001; WHO, 2020).

Chagas disease outbreaks in the Amazon region have been inten-
sively investigated from epidemiological, ecological, and molecular
perspectives. Such work has led to the genotyping of the parasite from
vectors, T. cruzi reservoirs, and humans (e.g. Coura et al., 2002; Mon-
teiro et al., 2012; Jansen et al., 2018) as well as studies that detailed
additional eco-epidemiologic features of the outbreaks (Bricefio-Ledn,
2007; Coura et al., 2013). Outside Amazonia, as in the state of Santa
Catarina (southern Brazil), an oral Chagas disease outbreak in 2005 lead
to research that tracked the parasite through molecular techniques in its
reservoirs (Didelphis aurita and D. albiventris). The results of this study
suggest that T. tibiamaculata was the responsible vector (Steindel et al..
2008). In the municipality of Guarapari, in the state of Espirito Santo
(southeastern Brazil), an oral case of Chagas disease transmission
resulted in the death of a two-year-old child (Dario et al., 2016). From
this incident, the sylvatic (rodents) and domestic (dogs) reservoirs of
T. cruzi were examined. Through genotyping the parasite (DTUs I, I, 111
and IV) in the human, fatal case they found the same genotypic com-
bination harbored by the vector (T. vitficeps) (Dario et al., 2016).

In the Brazilian Northeast, research on Chagas disease outbreaks is
not prioritized compared with other areas of Brazil, even though
outbreak events are also serious. For example, in 1986 in the munici-
pality of Catolé do Rocha in Paraiba, an outbreak occurred from oral
infection via sugarcane juice ingestion (Shikanai-Yasuda et al., 1991).
Dias et al. (2008) reported an outbreak in Bahia possibly associated
T. sordida with fatal cases; however direct evidence for the oral infection
was not found. Another outbreak with similar characteristics occurred in
the state of Ceard, in the municipalities of Aratuba and Redencio in
2006. This event was thought to be caused by the consumption of
contaminated vegetable soup (Pamplona De Godes Cavalcanti et al.,
2009). Finally, a recent (2019) Chagas disease outbreak occurred in the
state of Pernambuco, (Goes, 2019). Authorities could not obtain detailed
eco-epidemiologic information, although it is believed that this outbreak
was a result of contaminated food or beverage associated with a reli-
gious event. Each of these events exemplifies the connection with out-
breaks and oral infection as a result of food or beverage contamination
in semiarid region of Brazilian Northeast.

This study examines factors surrounding another recent outbreak in
the state of Rio Grande do Norte in 2016 documented by Vargas et al.
(2018). In total, 18 cases were confirmed serologically in the munici-
palities of Tenente Ananias, Marcelino Vieira, Alexandria and Piloes (10
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in Marcelino Vieira alone), and two deaths were reported. Based on the
patient reports, Vargas et al. (2018) suggested that infections oceurred
from a single event involving the consumption of sugarcane juice —
probably obtained by the grinding of sugar cane with T. cruzi infected
insects. Triatoma brasiliensis were found infected by the parasite in the
same location of the sugar cane mill in Marcelino Vieira (Vargas et al.,
2018). Considering the high T. cruzi prevalence in domestic and peri-
domestic T. brasiliensis populations in Rio Grande do Norte, Lilioso et al.
(2017) proposed that this species is the likely vector involved in the
outbreak. Our objective was to understand the factors related to Chagas
disease outbreaks in northeastern Brazil, and more specifically on the
case of Marcelino Vieira. Because this municipality was the center of this
outbreak, we concentrated our efforts on this location. We described the
eco-epidemiological conditions, the sociceconomic status of the resi-
dents, and the housing structures in the rural area. Also, we evaluated
the knowledge of people regarding the risk factors related to Chagas
disease, including the potential for oral infections. To determine addi-
tional factors possibly linked to the outbreak, we mapped the distribu-
tion of infected/non-infected insect populations and their foci - in both
sylvatic and peridomestic ecotopes.

2. Materials and methods
2.1. Ethics statement

This research was approved by the UNICAMP Research Ethics
Committee (protocol No. 2631,532). The collection and transportation
of triatomines were conducted with the assistance of technicians from
the municipal and state health departments and had the Sishio IBAMA
License N° 58,373-1 approval. We obtained permission from home-
owners/residents to collect insects from all dwellings and properties,
and all interviewed residents signed (or printed digitally) a Free and
Informed Consent Form (FICF). The SISGEN register is ASCEBDOD.

2.2, Smdy area and environments

We conducted the study in the municipality of Marcelino Vieira (6°
17' 38" §, 38° 10" 01"W), located within the Caatinga biome in North-
eastern Brazil. The region is characterized by seasonally dry forests with
a mosaic of thormy shrub vegetation (IBGE, 2017). We chose this site
because (i) it had the most recorded infections of the outbreak, and (ii) it
is the location of the sugar cane mill - the potential source of the
outbreak. Inspections for triatomine infestations were conducted in the
following environments: the sylvatic (rocky outcrops), the peri-domes-
tic, and the intra-domestic. Although peri-domestic and intra-domestic
environments are markedly different (see topic “2.4"), we employed
the term domiciliary unit (DU) for the combination of peri-domestic and
intra-domestic environments from each house to apply the entomolog-
ical indications (see topic “2.4").

2.3. Surveys with rural property residents

We conducted a cross-sectional study through interviews with resi-
dents of 67 DUs from our rural localities of Marcelino Vieira by using a
questionnaire. These DUs included patients affected by the Chagas dis-
ease outbreak. One resident (over the age of 18) from each dwelling was
interviewed to obtain socioeconomic and educational information.
Specifically, we collected data on age, gender and years of schooling of
residents. We grouped them into the following age groups: 18-30, 31—
59 and over 60 years. To establish the socioeconomic characteristics, we
followed the Brazilian Association of Research Companies (ABEF),
which is based on a proprietorship score and level of education. We
classified the total income per household based on Kamakura and
Mazzon (2016), but it was adapted to the reality of the local residents
from the rural and poor site studied, as follows: monthly family income
(in USD) for 5 classes (A-E) of more than $270.7 (A), $203.2 (B1),
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$152.4 (B2), $114.3 (C1), $85.7 (C2), $226.7 (D), and $64.4 (E).

2.3.1. The resident’s knowledge regarding Chagas disease-related risk
transmissions

We evaluated the Chagas disease and vector knowledge of each
resident. Specifically, the questions focused on the (i) recognition of
triatomine by morphology; (ii) identification of ecotopes associated with
DU infestation; (iii) recognition of the disease name; (iv) knowledge of
classic disease transmission; (v) knowledge of alternative forms of dis-
ease transmission (as oral); (vi) potential contact with triatomines; and
(vii) source of knowledge regarding Chagas disease (e.g. schools, TV,
technicians from the health departments, etc.). To test vector recogni-
tion, we presented each respondent with a selection of immature and
adult triatomines and non-hematophagous insects (e.g., beetles).

2.3.2. Characteristics of dwellings construction

We evaluated the construction of each dwelling via home inspection
and classified it by its probability of triatomine colonization. For
example, we recorded whether walls were coated and whether the roof
had a ceiling to prevent the insect colonization. The survey conducted
here was adapted from a survey produced by FUNASA (Brazilian Health
Foundation) to guide house improvement programs (FUNASA, 2017).

2.4. Insect captures and entomological indicators

We searched for triatomines inside homes (intra-domestic), which
includes all areas closed by doors where humans live or work (Almeida
et al., 2008). In these environments, we examined cracks in the walls,
the back of paintings, mattresses, cabinets, curtains, and under/behind
furniture. We also searched peridomestic environments, represented by
spaces surrounding homes. In these environments, several man-made
structures are found — mainly shelters for domesticated animals (e.g.,
chicken, goats, cows, and dogs). Besides livestock shelters, it is common
to find woodpiles and brick/tile piles (i.e., artificial ecotopes) to store
material for rudimentary ovens and to build houses, walls, roads, fences
and other purposes. We took note of all ecotopes found in each house
visited.

We also examined the primary and native sylvatic ecotopes of
T. brasiliensis (e.g., rocky outcrops; Lent and Wygodzinsky, 1979) as well
as alternative natural ecotopes (e.g., xique-xique cacti, lower tree
trunks, downed trees, and animal dwellings; Valenca-Barbosa et al.,
2014). We identified these locations using Google Earth Pro-software
(Wuthrich, 2006) or by consulting the residents. We divided sampling
into four groups of localities (A, B, C and D) — distributed according to
their geographic proximity. Sylvatic points that were not around DUs
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were also considered, named “O” (outside localities; Fig. 1). In this
environment we performed searches in beginning at sunset (—~17:00
local time) and continued collection for approximately five hours. All
insects were collected using cap lamps, gloves, and tweezers.

2.5. Ecotypic indicators

The Ecotypic Prevalence in DUs (EPD) reflects the prevalence of a
given ecotope in each locality. It is represented by the presence of eco-
topes/houses investigated. The Prevalence of Ecotypic insect coloniza-
tion (PEC) considers the EPD / ecotopes with triatomines.

2.6. Entomological indicators in anthropic habitats

All collected triatomines were kept alive after the capture. We
assessed species, evolutionary stage, and gender (if adults) of each
sample in the laboratory. Entomological indicators were calculated ac-
cording to Pan American Health Organization (OPAS, 2003), as follows:

i) Domiciliary infestation index (DI) = number of DU with adult

triatomines x 100 / number of DU inspected;

ii) Domiciliary triatomine density (DTD) = number of captured tri-
atomines / number of DU inspected;

iii) Domiciliary colonization index (DCI) = number of DU with
nymphs x 100 / number of DU inspected;

iv) Matural Infection index by T. cruzi (NI) = the number of infected
triatomines x 100 / number of examined triatomines.

2.7. Entomological indicators in sylvatic habitats

The natural infection index/prevalence by T. cruzi in the sylvatic
environments (NIS) was calculated apart from NI. The triatomine den-
sity in the sylvatic environment (TDS) was estimated according to
Almeida et al. (2009), using the following equation: TDS = total tri-
atomines collected / total collectors/work hours in the sylvatic
environment.

2.8. Trypanosoma cruzi natural infection

We developed our procedure using traditional optical microscopy
techniques (OM). We obtained triatomine feces using abdominal
compression and deposited the sample on a slide, adding SpL of saline
solution. We then covered the slide with a 22 x 22 mm glass coverslip.
We examined the intestinal content using a binocular optical microscope
with a 400x magnification by screening all fields for T. cruzi. We

Fig. 1. Survived localities (A, B, C and D) in Marcelino Vieira,
Rio Grande do Norte, Brazil. Black dots show domiciles posi-
tive for triatomine captures. Open circles show domiciles
where triatomines were not found. Triangles are sylvatic lo-
cations surveyed for Triatorna brasiliensis. The point O was a
sylvatic environment outside any locality. Because locality C
had three sylvatic éenvironments they are indicated as C1-3.
Asterisks indicate points where we found concomitant infes-
tation by T. brasiliensis and Rhodnius nasutus (*) or by
T. brasiliensis and T. pseudomaculata (**).

Infested domiciliary units with
® Trigtorna brasiliensis

() Neninfested domiciliary units

Syhvatic enviranmentwith
I. brasiiiensis

10km
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conducted the molecular diagnosis simultaneously using Polymerase
Chain Reaction (PCR), for comparative purposes, to assure that the
trypanosomatids observed were T. cruzi. We macerated the gut of a
portion of collected insects using a sterile crusher and liquid nitrogen.
We then used The DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) to isolate the
DNA, following the manufacturer’s protocol. We used PCRs the primers
121 and 122 (T. cruzi kDNA), as previously described by Sturm et al.
(1989) and Wincker et al. (1994), with termocycles described by Mor-
eira et al. (2017). For all insects that tested positive for T. cruzi, we
amplified the 330 bp fragment. If positive for T. cruzi, an amplicon could
be seen in 2% (w,/v) agarose gels by electrophoresis at 80 V for 40 min.
We used samples with water as controls for comparison with the DNA
Dm28 strain from T. cruzi culture (Tel). An additional PCR was con-
ducted to verify intestinal DNA did not have inhibitors for amplification;
therefore, for the same samples, we amplified the mitochondrial CytB
gene as the target. For this purpose, we amplified the insect Cyt B gene as
the target, by using the cybTprR /CYTBR (Oliveira et al., 2017) and
7432F primers (Monteiro et al., 2003), with PCR conditions previously
described.

2.9, Sraristics

We used chi-square analysis to evaluate the significance among
entomological indicators obtained among localities and McNemar’s chi-
square to compare traditional and molecular techniques for T. cruzi
detection. We evaluated statistical significance using 95% confidence
intervals and an alpha of 0.05. All analyses were conducted using the R
(R Development Core Team, version 3.6.3; https://www.r-project.org/).

2.10. Relationships among Trypanosoma cruzi infection, habitar and
localities for Triatoma brasiliensis

To explore the interaction among habitat sources, T. cruzi prevalence
and localities, we used the software Cytoscape 3.7.2 (Shannon et al.,
2002) to build a network. For this purpose, we used only insects that
tested for the T. cruzi natural infection via OM.

3. Results
3.1. Surveys with rural property residents

We interviewed 67 people — composed of cne person per DU
inspected. Respondents varied among age groups: (i) 17.9% were 18-30
years old, (ii) 43.3% were 31-59 years old and (iii) 38.8% were 60 years
old or older. Most respondents were women (76.1%). The majority of
people also had less than five years of schooling or were illiterate
(Table 1).

For the ones who have a formal monthly salary, the main source of
income derived from retirement related to age or disabilities (55.2%),
governmental social programs (6.0%), from livestock and subsistence
farming activities (31.3%) and other activities 7.5%. According to so-
cioeconomic parameters, families should receive a minimum monthly of
USD 197.91 (see: https://www.gov.br/; dollar quotation in September
16, 2020); but 25% lived with on less than USD 40.5. Therefore, family

Table 1

Level education of 67 residents interviewed in the rural area from the munici-
pality where the Chagas disease outbreak occurred: Marcelino Vieira. Rio
Grande do Norte. Brazil. 2018,

Education level N Years of %
schooling
Nliterate / Incomplete elementary | / Complete 37 < Syears 552
Elementary 1
Incomplete Elementary II / Complete Elementary 22 68 years 328

i

Incomplete High School / Complete High school a ‘9 years or maore 119
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income is mostly dependent on self-subsistence agricultural activities
(Table 2).

Regarding the knowledge of the residents on Chagas disease, 95% of
those interviewed recognized the insect vector, knew the ecotope it
occupies in DUs, and most of the respondents (92.5%) understood that
the triatomine transmits a disease. Only 7.5% reported that they knew
the disease could be transmitted by contaminated food/drink (oral
route). Thirty percent of the interviewees said they believe to have been
bitten by the vector in the last 3 years. Most of them supposed to have
been bitten by the finding of blood-engorged insects around where they
were sleeping (e.g. under beds, behind furniture, curtains, etc.)
(Table 3). The main sources of information on Chagas disease came from
within the community (i.e., neighbors) according to 49.3% of re.
spondents (Table 4).

3.2. Characteristics of dwellings construction

We found that 97% (65,/67) of the houses surveyed did not have
covered roofs; however, only 12% (8/67) did not have plastered walls (i.
e., walls without a coating).

3.3. Insect captures

In the entomological survey, we found 35% (24,/67) of houses had
triatomines in the peridomiciles. Inside dwellings, we captured six
specimens of T. brasiliensis in two houses (a single adult female in one DU
and 5 nymphs in coated walls in a second DU). Triatoma brasiliensis was
also the most captured species in all ecotopes (98-100%), except for a
chicken coop — which exhibited an abundant (N = 251) infestation by
T. pseudomaculata. Rhodnius nasutus (N = 7) were also found in a chicken
crop. Because T. brasiliensis has greater epidemiological relevance (Costa
et al.. 2003) and was more abundant, in this study, we will only report
on findings associated with this species.

3.3.1. Ecotopes
We measured the prevalence for the finding of key-ecotopes (Eco-

typic Prevalence in DUs; EPD) and the proportion of those with tri-
atomine infestations (Prevalence of Ecotypic Colonization; PEC).
Overall, henhouses were the most common ecotope found in DUs
(EPD=85%). However, we found greater insect colonization in wood-
piles (PEC=47.1%). Both EPD and PEC varied among localities
(Table 5). For both indicators, the distribution was significant among
localities at p <0.05 (see details in topic 3.4.1)

3.4. Entomological indicators for anthropogenic environments

Overall, the value of domiciliary infestation (DI) (35.8%) was
slightly, yet not significantly, higher than the overall domiciliary colo-
nization index (DCI) (32.8%). Domiciliary triatomine density (DTD) was
7.7, reflecting the number of triatomines collected relative to the
number of houses inspected. Overall, natural T. cruzi infection preva-
lence in anthropogenic habitats (NI) was 25%. These indicators varied
among localities; and the most remarkable variation was in the NI,

Table 2

Distribution of monthly income, according to ABEP (2018), with adaptation
according to the minimum salary for 2018. Data from people interviewed in
Marcelino Vieira, RN, Brazil.

Class Average family monthly income (USD*) Mumber of families %

A 707 1 1.5
Bl 203.2 2 3.0
B2 152.4 8 122
Cl1 1143 18 n3
c2 857 20 303
D-E 64.2 18 257

" 1 BRL = 0.18 USD (average dollar for September 2020).
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Table 3

Responses from residents form the study area (n = 67) on Chagas disease
transmission and vector identification. Answers were recorded as yes or no.
Marcelino Vieira. Rio Grande do Norte. Brazil. 2018,

Questions n= Percent
a7 YES

Do you know the vector? (barbeiro/procotd) 647 955
&7

Do you know where it hides? 52/ 7.6
&7

Do you know whether the insect transmits any disease? 62/ 925
&7

Do you know the name of the disease? 447 710
&7

Do you know how the disease is transmitted?* 62/ 92 5%
&7

Do you know another form of infection? (as orally) 5767 75

Do you think you have had contact with “barbeiros” or have 20/ 30

been bitten by these insects in the last 3 years? a7

People who answered they knew the disease is transmitted only via the insect’s bite

Table 4
Sources where the residents obtained information about Chagas disease in
Marceling Vieira, Rio Grande do Norte, Brazil, 2018,

Source of information n=&7" L]
MNeighbor 33 493
Family 13 19.4
School 9 13.4
i 9 13.4
Vector control surveillance agents 5 7.5
When it was bitten 1 1.5

" an resident may have had more than one answer.

ranging from 0% (A) to 100% (C). Localities B and C were slightly closer
to rocky outcrops and exhibited higher DI, DTD, and DCIL DTD also had
high variation, ranging from 3.1 (A) to 16.9 (C) (Table 6). For all in-
dicators, the distribution was significant among localities at p <0.05 (see
details in topic 3.4.1).

3.4.1. Entomological indicators for sylvatic environments

All localities had sylvatic foci (rocky outcrops) physically close to
DUs (<250 m), with some locality having more than one focus (e.g., C;
Fig. 1). Overall, we collected 1,096 insects in sylvatic environments,
varying from 29 (C2) to 287 (D). We had only a few specimens for which
to test the natural index of T. cruzi infection in the sylvatic environments
(NIS) because most of the insects either were too emaciated to be
analyzed or died shortly after collection. For indicators in anthropogenic
environments, the natural infection also ranged among sylvatic envi-
ronments, even within the same locality. For example, in the locality A,
where no peridomestic insects were infected; however, we found 100%
(10/10) infection in bugs from the sylvatic environment. In the sylvatic
habitat, overall triatomine density (TDS) was 9.7. TDS ranged from 1.8

Table 5
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(C2) to 17.9 (D) (Table 7). For indicators, the distribution was signifi-
cant among localities at p < 0.05 (see details in topic 3.4.1).

3.4.1. Statistics for the entomological indicators

Chi-squared tests evidenced that the composition of entomaological
indications among localities were all significant (all y*>100.6, df=3-6,p
<0.0001).

3.5. Comparison of Trypanosoma cruzi detection on insects via
traditional and molecular methods

We randomly selected 159 samples of T. brasiliensis for PCR analysis
to identify infection by T. cruzi. We based the criterion on ecotypic/

Table 6
Entomological indicators based on the search for Triatoma brasiliensis in the 67
domiciliary units inspected.

‘Capture points
A B C o Total
Entomological Numberof 39 9 14 5 &7
indicators houses
inspected
Dl 28.2% 55.6% 42.9% 40% 35.8%
(11/ (5/9) (6/14)  (2/5) 24/
39) &7
DTD 31 14.1 16.9 T35/ 77
(1197 (1zz {237/ 3) 518/
39) q9) 14) &7
DCl 231% 55.6% 42.9% 40%: 32.8%
(9/39) (5/9) (6/14)  (2/5) (x2/
&7
NI 0% (0  82.5% 23 8% 100% 25.4%
163) (33 {30/ (28/ 91y
400 128) 28) 357)

DI = Domiciliary infestation index; DTD = Domiciliary triatomine density; DCI
= Domiciliary colonization index; NI = Natural Infection index by T. cru=i

Table 7
Entomological indicator based on the search for Triatoma brasiliensis in the rocky
outerops Marcelino Vieira, Rio Grande do Norte. Brazil 2018,

Localities n MIS (Infected, TDS Dist. from the nearest
(collected) analyzed) residence

A 119 100% (10/10) 7.4 50 m

B 127 NA 7.9 100 m

c1* 237 0%(0/6) 179  100m

[ 29 996(3/34) 1.8 50 m

car 104 0%(0/6) 6.5 100 m

D 287 24%(23,/98) 179  250m

4] 193 NA 121 740m

Total 1096 25.5%(35/154) a7

NIS = natural index of T. crumi infection in the sylvatic environments; *because
the locality C had three sylvatic environments, we indicated them in the map.
NA = not analyzed. TDS = triatomine density in the sylvatic environment.

Ecotopes susceptible and infested with by Triatoma brasiliensis in Marcelino Vieira, RN, 2018. Values below the localities indicate number of DUs surveyed.

Ecotope (n) Localities

A B C (] Total

39 9 14 5 &7

SWEPD WPEC WEPD WPEC WEPD WPEC %EPD WPEC WEPD WPEC
Piles of tiles/bricks 30.8(12/39) 41.7(5/12) TTB(79) 42.9(3/7) 57.1(8/14) 12(1,/8) B0(3/5) 33.3(1/3) 45(30/67) 43.3(13,/30)
Woodpiles 30.8(12/39) 33.3(4/12) 33.3(3/9) 10003/3) F(7/14) 100(7/7) 20(1/5) 0{0/1) 25.4(17/67) 47.1(8/17)
Hen house 87.2(34/ 39) 26.109/34) 66.7(6/9) 0(0s8) 93(13/14) 38.5(5/13) BO(4/5) 100{4/4) 85.1(57/67) 31.6(18/57)
Pigsty 5.1(2/39)* 1] o L] 1] o 20(1,/5)* 100(1/1)* 1.5(1/67)* 100(1/1)*
Food storage 2.6(1/39) 100(1/1) - - - - 1(1/67) 100(1/1)

% Ecotypic Prevalence in DUs (%EPD) = presence of ecotopes /houses investigated. Prevalence of Ecotypic insect’s colonization (%PEC) = Ecotopes inspected/

ecotopes with triatomines. *insufficient number for consideration.
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geographical balancing. The number of samples varied across sampling
spots within localities, such that more samples were included from areas
with greater epidemiological importance. For example, we analyzed 30
insects from the site of the sugar cane mill (and probable outbreak site;
population “vii” in locality B), and 34 insects from a site with reportedly
numerous infestations (n = 191 insects collected). However, in sites
where there were fewer infestations (n<70), we analyzed fewer samples
(5-20). Insects from populations “vii” and “ix™ had the highest T. crusi
prevalence, considering their sample size, using both Optical Micro-
scopy (OM) (93% and 1008, respectively) and PCR (100% for both
populations) methods (Table 8). We found no statistical difference in
prevalence identified by the OM and PCR methods (3 = 3.03,df =1, p
= 0.081).

3.6. Relationships among Trypanosoma cruzi infection, habitat and
localities for Triatoma brasiliensis

We used a total of 612 specimens analyzed via OM method. From this
analysis, we demonstrate the relationship among the T. cruzi prevalence,
ecotopes, and localities. At locality A, 21.8% (60,/275) of the analyzed
sample was collected in henhouses; the remainder of the sample origi-
nated from woodpiles in the peridomestic environment (all of which
were negative for T. cruzi natural infection) and from rocky outcrops (n
= 10) — of which were all positive for T. cruzi. Except for henhouses, the
remaining peridomestic habitats (woodpiles, tile piles and woodpiles
combined with tile piles) exhibited high proportion of infected insects
(=>45%). The presence of tiles seems to be more likely to shelter T. crusi
infected bugs, as higher T. cruzi prevalence is observed for tile alone and
for the combination of wood and tile piles. Infected insects were iden-
tified in all localities that had rocky outcrops, with an overall 22% (35/
154) (Fig. 2).

4. Discussion

Although vector-borne Chagas disease transmission has declined
dramatically in Brazil since 1980, acute cases of the disease continue to
be reported (Coura et al., 2002). More importantly, outbreaks, like those
in the northeastern region of Brazil, have appeared in the recent decades
(Pamplona De Gdes Cavalcanti et al., 2009; Vargas et al., 2018). In this
study, we focused our analyses on the municipality of Marcelino Vieira
in the Rio Grande do Morte State, in light of the recent Chagas disease
outbreak (Vargas et al., 2018). We employed an integrative approach,

Table 8

Trypanosoma cruzi detection in Trintoma brasiliensis populations analyzed by
Optical Microscopy (OM) and Polymerase Chain Reaction (PCR), captured in
{sub) locations in Marcelino Vieira, Rio Grande do Norte, 2018.

Triatoma brasiliensis Ecotope Locality — OM% PCRY%

sampling spot

I Sylvatic o 100(1/1) 100(1/1)

Ii Peridomicile A W0s5) 40 2/5)

Tii Peridomicile oo/ 4293/7)

Iv Peridomicile 0(0/10) a{0/10)

v Peridomicile 0/8) DO#B)

Vi Sylvatic 100(8/8) 100(8/8)

vi Peridomicile B 93.3(28/ 100(30/
a0) a0)

il Peridomicile 10004/4) 100(4/4)

Ix Peridomicile  C 100(34/ 100(34/
34) 34)

x Peridomicile 100010/ O9r10)
10)

x Peridomicile oos4) T5(3/4)

i Sylvatic 46.2(6/13)  57.1(8/13)

il Peridomicile € 100(5/5) 100(5/5)

xiw Peridomicile TE(15/20) To{15/20)

Total 6O.8(111/  TeF(12%/
159) 159)
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Fig. 2. Network showing the relationships among the habitats, localities, and
Trypanosoma cruzi natural infection in Triotoma brasiliensis (N = 612) The
thickness of the connections indicates sample size. The color of the connection
indicates locality. The central nodes represent the ecotopes, whereas the right
and left poles indicate the positive and negative infection of T. cruzi in
the insects.

combining sociceconomic and entomological surveys, to identify factors
potentially associated with the outbreaks (e.g., triatomine infestation
and T. cruzi infection prevalence).

Most of the surveyed residents were 31 to 59 years old and had only
minimal formal education (<5 years of schooling), as evident in the
difficulties expressed by respondents when completing the informed
consent form (FICF). Social conditions may explain this lack of formal
education (e.g., transportation difficulty to schools in rural areas).
Current research suggests that these factors (specifically literacy rates)
are strongly associated with Chagas disease infection (Oliveira-Marques
et al., 2005; Borges-Pereira et al., 2002; Aguilar et al., 2007). Economic
conditions (especially those tied to level of education) also may be
related to transmission rates. Marques et al. (2010) found that the
highest prevalence of chronic Chagas disease was observed in people
with low levels of education who also lived in poverty, as we have shown
in our study. Retirement is an important source of income, which is
consistent with the elderly population found and the ones with dis-
abilities — probably caused by extreme poverty conditions. Moreover,
only 4.5% of families have an income higher than the Brazil Minimum
Monthly Wage (USD 197.91). In this study, the permanent income of
surveyed residents was difficult to assess, since the income of rural
waorkers is not permanent due to the productive cycles of crops and
animals.

Awareness of transmission risk and mode may also affect infection
rates among residents. Most of the respondents in our study reported
that they understood the classic vector-borne transmission; however,
only a small percentage of these respondents (7%) were aware of the risk
of transmission through oral contamination. According to Colosio et al.
(2007), in Paicandu-PR, the greatest knowledge gap in the population
was a contributing factor to disease transmission.

Previous research suggests that dwelling structures may create
habitat for, and increase colonization risk of, triatomine infestations
because walls without coating can work as shelters for triatomines in
their cracks, and the roofs without ceilings present a direct pathways
between the house and the external area — facilitating the circulation of
the vector. We found that 12% of the houses are without coating or
ceilings, which is slightly higher than houses in both urban and rural
areas across northeast in Brazil (8%) (IBGE-PNADC/T, 2019). Only
T. brasiliensis was found inside DUs (intradomestic populations). Our
results support the findings of other surveys in the Rio Grande do Norte
State (Barbosa-Silva et al., 2016), and in the state of Ceara (Vasconcelos
et al., 2018; Daflon-Teixeira et al., 2019) regarding the prevalence of
T. brasiliensis in anthropogenic habitats. What is more, we found a fe-
male T. brasiliensis inside a dwelling with coated walls. Although this
individual could be an accidental invasion, we also found five nymphs
inside a different dwelling with coated walls. The Pan American Health
Organization (OFAS 2003) defined the finding of nymphs as indicators
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of colonization because insects in this stage are unable to fly, and thus
were likely residents rather than invaders.

The localities with the highest values of wild triatomine density were
also those with the highest dwelling infestation, suggesting that tri-
atomine density may act positively on infestations. Regarding the dis-
tances between rocky outcrops and DUs, all localities had sylvatic
environments (<250 m) within the estimated range (550 m) of flight
capacity (Cecere et al., 2004) for triatomines.

Chicken coops were present in 85.1% of the houses inspected, but of
this, only 31.6% was infested. Although tile, brick and woodpiles were
less prevalent in DUs (25.4-45%), 43-47% of these ecotypes were
infested. Additionally, insect populations collected in these piles
exhibited much higher T. cruzi prevalence, which was evidenced in the
network. It is common to find piles of building materials and wood in
proximity to structures and dwellings. These piles are readily used as
artificial ecotopes by triatomines, as also observed by Coutinho et al.
(2012) in Ceara. According to Lilioso et al. (2020), these ecotopes can
shelter potential T. cruzi reservoirs, which are rodents of Caviid family
(Galea spixii and Kerodon rupestris).

There are many factors that influence triatomine infestation in DUs
(e.g., proximity of houses to rocky outcrops, debris piles near houses,
and proximity of domesticated animals to living spaces). Although most
people cannot relocate their houses further from the natural habitat for
triatomines, educating residents about other factors in their control may
reduce local infestation (Dias et al., 2000). That is, understanding the
relationship between infestation and ecotopes may reduce transmission
disease risk. We found that, with the exception of henhouses, the
prevalence of infected insects in peridomestic environments was even
larger than that for the sylvatic environment. Thus, educational pro-
grams could be used to inform residents about the risks associated with
creating artificial ecotopes in the peridomestic environment.

We found no difference between the technique used to detect
T. cruzi-infected triatomines. There as only an 8% difference between
PCR and OM. Our results provide negligible support for the findings of
Vinhaes et al. (2014), Moreira et al. (2017), and Lima-Oliveira et al.
(2019) that T. cruzi infection can be underestimated by OM. Further-
more, Vinhaes et al. (2014) reported that prevalence of T. crugi, as
identified by OM by those involved in vector control measures, may be
biased by the nutritional status of the insect at the time of capture and by
exanimating dead insects (a result of low intestinal content). These last
authors also reported difficulty of differentiating T. cruzi from other
morphologically similar protozoa (Blastocrithidia trisfomae and
T. rangeli). It is important to note that T. rangeli has already been found
in T. brasiliensis in the Rio Grande do Norte (Lima-Oliveira et al., 2019].
However, given the lack of statistical evidence, we suggest the OM is still
valid to estimate T. cruzi prevalence if insects are kept healthy and alive
until analysis.

The state of Rio Grande do Norte appears to be an area of intense
circulation of T. cruzi (Barbosa-Silva et al., 2016, 2019 Lima-Oliveira
et al., 2019) if compared to the states of Ceara and Paraiba (Coutinho
et al., 2012; Daflon-Teixeira et al., 2019), where the prevalence may be
more variable (2.9-20.3%). These high T. cruzi circulation in Rio Grande
do Norte State was also evidenced by Vicente and Camara (2019), who
identified 40% (16/40) of dogs that were analyzed tested positive for
T. cruzi. These studies underscore the risk of T. cruzi transmission to
humans and the need to monitor T. brasiliensis domiciliary infestations to
prevent outbreaks — particularly in the Rio do Norte state.

The outbreak extended to three municipalities beyond Marcelino
Vieira: Tenente Ananias, Alexandria and Pildes (Vargas et al., 2018).
These municipalities are located in the southwestern region of the state
and are within a distance of 17 to 30 km from each other. We believe
that the extent of the outbreak was underestimated because it was based
on symptomatic patients that sought health assistance. Futhermore, the
number of respondents that had contact with triatomines raises concern
and should be a focus of future monitoring efforts if health officials seek
to interupt transmission. The results of our study highlight the need fora
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human serological survey in the affected area, where peridomestic tri-
atomine infestation by T. crusi infected insects is high. According to
WHO (2020), widespread diagnosis is required to treat patients infected
by T. cruzi in the specific phase of the disease (acute and chronic), and in
a timely fasion.

Concluding remarks

Thirteen percent of people reported they may have been bitten by
triatomines in the last three years. Twelve percent of dwellings were
found to be suitable for triatomine colonization (e.g. those living in a
dwelling without coating or covered roof). Educational programs may
change the way residents deal with spaces surrounding homes to avoid
creating sites that attract T. cruzi infected insects. The proximity of
infected bugs and humans is worrisome for both vector-borne and oral
transmissions. We demonstrated that the population sampled in our
study has all the characteristics of those affected by Chagas disease: low
income, low level of education, and a willful disregard for the routes of
Chagas disease transmission (specifically oral transmission). We re-
ported that information about the disease usually comes from word of
mouth in the community and still covers only the classic transmission
route (via insect bites). Together, these factors present a situation that
leads to increased risk of infections or new outbreaks because this sce-
nario is probably similar for other points non investigated. Oral route
transmission will be a challenge to public health programs working to
combat Chagas disease; however, such programs that specifically target
oral transmission and include community education and participation
must be funded and administered in Northeastern Brazil.
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Anexo 2. Formulario. Dados demograficos

Levantamento de dados socio-demomograficos sobre

05 moradores

I. [Sexo
M | F | |U‘Ll'r1'0
2. Ha quanto tempo reside nesta moradia?
3. |A casa é propria?
51m I:\]'ﬁo |
4. |Anos de estudo|
Pontos
Analfabeto / Fundamental I ncompleto (Primario e )| (0)
Fundamental (primario) I completo 7/ Fundamenial (1)
(Ginasio) II incompleto
Fundamental IT completo / Medio mecompleto {Ginasio] (2)
Completo/Colegial Inc)
Medio completo / Superior mecompleto (Colegal 4]
Completo/Superior iic.)
Superior completo (Superior Completo) (7}
2. |Qual é a fonte de renda da familia?
Bolsa familia foposentadmia ||Dut:ra
6. |Numero de habitantes e 1dades |
7. |Qual meio de comunicagio que a familia utiliza?
TV TV parabolica \Computador ou cel com internet |
Outro
Pontos
Aol I [ 23] 4+
3. |Quantidade de automoveis de passeio exclusrvamente 0y 3] (3) 3)H[(1L)
para uso particular
9. |Empregados domesticos 0y 3] (7)) (B)[(13)
10. |maquinas de lavar roupa, exclundo tanquinho 0y 2)] (4) (6)] (6)
11.|Banheiros (0) (3)] CDH[(10)(14)
12.[IDVD (O)_(1)] G) (4)] (6)
13 |Freezers (O ) (@[ (6) (6)
14 |Laptops, notebooks desconsiderando tablets, palms ou| (0)] (3)] (6)] (B)[(11I)
smartphones
15 [Lavadora de loucas (0)f (3) (6)] (6)] (6)
16. [Micro-ondas 0y 2 (@) (] &)
17.[Motocicleta de passeio exclusivamente particular (O (1) 3) 3)] (3)
15.[Secadora roupa 0y 2 2) 2) 2)
I9.|A agua utilizada neste domicilio € proveniente de?”
20_|Rede geral de
distribuicao

Poco ou nascenie

Outro meio

Total pontos|
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Anexo 3. Formulario. Conhecimento dos moradores

1. Vocé conhece o inseto barbeiro?
Sim __  Nao
2. Ja teve contato com este inseto?
Sim ___Nao
3. Sabe onde este inseto se esconde?
Sim ___ Néo
4, Sabe do que este inseto se alimenta?
Sim ___Nao
5. Ja foi picado ou alguém da familia?
Sim ___Nao
Quando? - O que aconteceu?
6. Sabe o que fazer no caso de achar um barbeiro
Mata _ G rarda _ Nao sabe
Qutra
7. Vocé tem conhecimento se o barbeiro/procoté transmite alguma doenca?
Sim ___Nao
Que doenca?
3. Como pode-se transmitir a doenca de Chagas?
Picada _ Alimento contaminado
Outro
9. Como aprendeu sobre o inseto?
Agente de
Escola _ Familia _ Comunidade ___ Salde
Meios de comunicacdo __ Qual?
Foi realizada alguma
10. dedetizacdo Sim ___Néo ___Data -
Agente de Saude Sim ___ Nao _

Observacoes




Anexo 4. Formulario. Caracteristicas dos domicilios

Caracteristicas do domicilio e

73

Peridomicilio
Data Municipio Localidade N Casa
Estacdo Seca( ) [Chuva ()

] Coordenadas Presenca de L. . ]
Ecotopo triatomineos Domicilio |Perido | Silvest.
vistoriado X Y Sim Nio

Casa
Animais domeésticos no
domicilio
Sim Nio Distancia da casa em metros aos anexos
Cachorro/gat Casinha
o
Galinhas ?alinhei:m Galinheiro 2
Boi/ Vaca Curral 1 Curral 2
Cabras Curral 1 Curral 2
Porco Curral 1 Curral 2
Oufros
Animais silvestres vistos com frequéncia no domicilio
Sim Nio
Prea
Moco
Lagarto
Cobra
Ratos
Outros
Paredes Tyolo Reboco () |Semreboco ( )
Qutro material
Telha Forro () [Sem forro ()
Material Telha () [Madewra () [Tyolos ( )
empilhado

Em quanto tempo pensa usar esse material empilhado
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.631.532

Apresentagdo do Projeto:

Mo passado, o semiarido nordestino apresentou focos hiperendémicos de transmissao vetorial da doenca de
Chagas, no entanto, o cenario de transmissao vem mudando em todo o Brasil. Em 2016, foram oficialmente
registrados surtos de transmissao chagasica em quatro municipios do Rio Grande do Morte. Tais surtos
ocorrem geralmente pela via oral, estando associados com habitos de vida da populagao local. Dentre os
fatores de risco, tanto para a infeccao vetorial quanto oral, destaca-se a prevaléncia de Trypanosoma cruzi
nos vetores da area e a proximidade entre estes insetos e o homem. A identificagdo dos gendtipos de T.
cruzi em vetores pode ser util para o rastreamento de surtos. Objetivo: o presente estudo pretende avaliar a
infeccdo natural de T. cruzi nos vetores da regido do evento, desenvolvendo a genotipagem e quantificacdo
do parasita via PCR em tempo real além do perfil sociodemografico dos moradores. Método: serao
identificados os fatores que propiciam as infestagdes triatominicas nos ambientes onde circulam humanos,
com base no que se conhece sobre a biologia das espécies da regido. Serdo também levantados
determinados habitos dos moradores que possam propiciar surtos, como aqueles associados ao consumo
de alimentos sem a devida higienizagdo, bem como os de manter ambientes propicios para a multiplicacdo
de vetores nos arredores das habitacdes. Em seguida, sera ajustado um modelo de regressao logistica
para analisar a associa¢do da presenca de vetores em domicilios e as variaveis de interesse. Os
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sitios de risco serdo apontados espacialmente por meio de mapas tematicos, utilizando-se estimador de
densidade Kernel. Resultados esperados: Com a abordagem transdisciplinar aqui apresentada
pretende-se obter informacgdes acerca da origem do surto, reconhecer variaveis ambientais e sociais
associadas a presenca de colénias de vetores em unidades domiciliares e mapear areas de risco.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Investigar a diversidade de vetores e do parasita (T. cruzi) que eles albergam em
unidades domiciliares na area onde o surto da doencga de Chagas foi registrado no Rio Grande do Morte,
identificando e mapeando os fatores associados ao risco de infeccdo chagasica nos municipios.

Objetivo Secundario: « Avaliar a diversidade e relevancia epidemioldgica dos triatomineos coletados na area
de estudo por meio de indicadores entomologicos; * Aplicar PCR em tempo real do material do tubo
digestivo dos insetos para detectar a infeccao natural, quantificar a carga parasitaria, e genotipar o parasita;
* |dentificar variaveis ambientais que possam propiciar (i) as infestagdes triatominicas, (ii) as altas
prevaléncias de T. cruzi no peri e intradomcilio e (ii) @ ocorréncia de surtos Chagasicos; * Canhecer o perfil

epidemioldgico da populacdo em risco.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

"Riscos: Mao apresenta riscos

Beneficios: Habitos da populagdo local que propiciam a infecgdo oral chagasica, se levantados, podem ser
usados para prevenir novos surtos através de medidas socioeducativas. O reconhecimento de tais habitos
pode também ser usado para a construcdo de mapas identificando situacdes de risco. Tais mapas podem
ser forte aliados na prevencao de novos surtos, servindo como fontes de alerta para as secretarias de
salde—encarregas do controle vetorial." A pesquisadora confunde os beneficios cientificos com os
beneficios para os participantes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Mao sao tecnicamente convincentes os argumentos para o modelo proposto nem por que o tamanho
amostral & 270.

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

O TCLE é bastante curto, fora do que encontra normalmente em projetos junto ao CEP. Em particular, falta

uma analise dos riscos previsiveis. A analise de beneficios & adequada e informativa. O uso de termos com
T.cruzl', 'gendtipos’, 'vetores', ‘chagasicas' e 'parasito’ ndo ajuda
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pessoas que vivam em situacdo de risco para a Doenca de Chagas a tomar uma decisdo livre e esclarecida.
Mo quesito, confidencialidade, I&-se que "As informacdes obtidas através dessa pesquisa serao
confidenciais e

asseguramos o sigilo sobre sua participacdo uma vez que ndo havera nenhum registro que o

vincule a sua residéncia" mas nos beneficios |&-se " Caso a busca do barbeiro seja positiva em sua
residéncia efou anexos, agentes de salde do municipio realizardo borrifacdo do domicilio e anexos
infestados". Portanto, a confidencialidade dos dados sera quebrada em caso de necessidade de agdo dos
agentes de salde. O TCLE tem que ser claro nisso.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Pendéncias: (1) Escrever o TCLE de forma menos técnica, explicitando riscos associados a participacio; O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) é o documento que, além de explicar os detalhes da
pesquisa (justificativa, objetivos, procedimentos, desconfortos, riscos, beneficios, grupos de alocacao, entre
outros aspectos), também deve informar e assegurar os direitos dos participantes. O TCLE deve ser conciso
e de facil compreensao por um individuo leigo. Mao & desejavel que o documento seja longo, com
procedimentos excessivamente detalhados e com construgées gramaticais complexas. ltens importantes
que devem ser contemplados no TCLE: Justificativa,objetivos procedimentos (neste item devera constar as
informacdes sobre o destino dos audios gravados: Serdo armazenados? Se sim, por quanto tempo? Como
serao descartados? Pretende-se usar em projetos futuros ou sera utilizado exclusivamente para este
projeto?),desconforto (em termos de desconfortos, acrescentar uma frase com a estimativa do tempo
necessario para a coleta de dados),riscos (toda pesquisa com seres humanos envolve riscos em tipos e
gradacgdes variadas, caso ndo consiga dimensionar o risco da pesquisa descreva que nao ha riscos
previsiveis), beneficios (diretos e indiretos),sigilo e privacidade, ressarcimento e indenizacao (Colocar no
TCLE sobre ressarcimento das despesas ou informacédo de que ndo havera ressarcimento pela participagdo
e informar o motivo(o pesquisador vai se deslocar até o participante? A coleta de dados sera feita durante a
rofina do participante?. O pesquisador DEVE SEMPRE informar se havera ou nao ressarcimento de
despesas, para 0s casos de comparecimento em dias ndo previstos na rotina do participante), contato,
consentimento, responsabilidade do pesquisador. As paginas devem ser numeradas e rubricadas. Consultar
o TCLE segundo a estrutura basica apresentada na pagina do comité de Etica da UNICAMP
hittps://www_prp.unicamp.br/sites/default/files/3_estrutura_basica_tcle-versao_09outubro2015-
disponivel_site.docx  (2) O TCLE tem que ser claro quanto as condigbes de confidencialidade, caso haja
barbeiros numa residéncia; (3) Tanto o projeto como o TCLE devem apresentar como Riscos "N&o ha riscos
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previsiveis" e os beneficios descritos de vem ser apenas os diretos para os participantes, isto &, segundo os
colocados no TCL, que estdo adequados e informativos;(4) segundo os critérios de inclusdo, o projeto de
pesquisa prevé a inclusdao de menores de idade, nestes caso a pesquisadora devera inserir um TCLE
direcionado ao responsavel legal pelo menor e acrescentar um termo de assentimento livre e esclarecido
para anuéncia dos adolescentes participantes da pesquisa. Tais participantes devem ser esclarecidos sobre
a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incémodo que
esta etapa possa |lhe causar, na medida da sua compreens3o e respeitados em suas singularidades. (5) Em
relacdo ao documento anexado "Folha_rosto.pdf 24/10/2017 13:46:08" a pesquisadora assinou no local do
patrocinador, quem deve assinar este campo & o patrocinador e ndo a pesquisadora, mas no caso da

Fapesp, CAPES e CMPqg esse campo deve ficar sem assinatura. Solicitamos adequacoes.

As adequacdes e recomendacdes citadas acima devem ser respondidas, em carta resposta (com resposta
pontual a cada um dos questionamentos) anexada a Plataforma Brasil, com concomitantes corregoes nos

respectivos documentos, apresentadas em destaque (tarja amarela).

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramos ao pesquisador que o estudo s6 pode ser iniciado apos a aprovacdo pelo CEP, conforme
compromisso assumide pelo mesmo com o cumprimento da resolugdc 466/2012, item X1.2 letra a. Quando
for submeter respostas as pendéncias, verificar se o cronograma de realizacao da pesquisa, descrito na
plataforma Brasil e no projeto anexado, esta contemplando o inicio da coleta de dados APOS a liberagdo do
projeto pelo CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1015733.pdf 05:49:53
Outros AnexosecoepidemiologiaChagas pdf 04/04/2018 |Jackeline Monsalve Aceito

05:45:02 |lLara
Projeto Detalhado / | Ecoepidemioligachagas. pdf 04/04/2018 |Jackeline Monsalve Aceito
Brochura 05:42:11 Lara
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE pdf 04/04/2018 |Jackeline Monsalve Aceito
Assentimento / 05:40:12 |Lara
Justificativa de
Auséncia
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Qutros Carteirinhaestudante.pdf 03/04/2018 |[Jackeline Monsalve Aceito
2153145 |lara

Declaracao do Patrocinador.pdf 03/04/2018 |[Jackeline Monsalve Aceito
| Patrocinador 21:49:05 |lara

Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 24/10/2017 |Jackeline Monsalve Aceito
13:46:08 |lLara

Situagao do Parecer:
Pendente

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 02 de Maio de 2018

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
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UF: SP Municipio: CAMPINAS
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Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertac8o/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
O RISCO DE TRANSMISSAO ORAL NO MUNICIPIO DE MARCELING VIEIRA - AREA
DE SURTO DA DOENCA DE CHAGAS NO NORDESTE BRASILEIRO - AVALIADO
POR MEIO DE INDICADORES ENTOMOLOGICOS, SOCIOECONOMICOS E
EDUCACIONAIS, ndo infringem os dispositivos da Lei n.” 2.610/98, nem o direito autoral
de qualquer editora.

Campinas, 20 de agosto de 2021
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