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LANZA, Fernanda Cardoso. Indicadores Entomoldgicos e Epidemioldgicos da Doenca de
Chagas na Regido Metropolitana de Salvador. 2019. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundacédo
Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUCAO: A doenca de Chagas (DC) é causada pelo Trypanosoma cruzi. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que seis a sete milhdes de pessoas estejam
infectadas no mundo. Devido ao crescimento imobilidrio e ao desmatamento nos dos centros
urbanos, os triatomineos se aproximaram das populacdes humanas, resultando no encontro
frequente destes vetores nas residéncias. OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi identificar
as areas vulneraveis para transmissdo da doenca de Chagas na Regido Metropolitana de
Salvador (RMS) com base na analise dos indicadores entomoldgicos e epidemioldgicos.
MATERIAL E METODOS: Os dados entomoldgicos foram obtidos dos registros do Centro
de Controle de Zoonoses de Salvador (CCZ/SSA), Laboratério Central da Bahia (LACEN/BA)
e do Instituto Gongalo Moniz/Fundacdo Oswaldo Cruz (IGM/FIOCRUZ). Para o diagnostico
de infeccdo pelo T. cruzi foram realizados o exame parasitoldgico direto (microscopia) e o teste
da PCR nos triatomineos. Para identificar as areas com vegetacdo e as areas desmatadas,
utilizamos imagens de satélite da plataforma online MapBiomas. Os dados epidemioldgicos
foram obtidos mediante consulta do banco de dados da Diretoria de Vigilancia
Epidemioldgica/Secretaria de Salde do Estado da Bahia (DIVEP/SESAB) e da Fundacdo de
Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). Utilizamos as informacdes sobre as taxas
de dispensacdo de benzonidazol, autorizacdo de internacdo hospitalar por DC, ébitos por DC,
numeros de casos de DC por cadastro autorreferido do SIAB e registro de doadores de sangue
do HEMOBA. Para o geoprocessamento utilizamos os softwares Qgis® e ArcMap®.
RESULTADOS: A anélise dos dados referentes ao encontro de triatomineos foi realizada
apenas para 0 municipio de Salvador. A maioria das notificacdes foram do bairro de Patamares.
Foram registradas 1518 notifica¢fes de triatomineos, no periodo de 2007 a 2019, de todos 0s
estagios ninfais, e 99,53% foram da espécie Triatoma tibiamaculata e 0,47% da espécie
Panstrongylus geniculatus. A maioria dos triatomineos foram encontrados no ambiente
peridomicilio. No intradomicilio, s6 foram encontrados exemplares adultos. Observou-se que
56% dos insetos analisados por biologia molecular estavam infectados pelo T. cruzi. Em
Salvador, os triatomineos foram encontrados em areas que ainda apresentam remanescentes de
floresta e relacionado ao desmatamento recente. A analise dos dados epidemioldgicos foram
realizadas para todos os municipios da RMS. CONCLUSOES: Com base nos cinco
indicadores epidemioldgicos, 0s municipios mais vulneraveis para DC foram: Sdo Sebastido do
Passé, Mata de Sao Jodo, Simdes Filho e Dias d’Avila. Os dados indicam que mais aten¢io
deve ser dada e novas estratégias para controlar os vetores do T. cruzi devem ser desenvolvidas.
Ha necessidade de vigilancia entomoldgica e monitoramento dos locais mais vulneraveis.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Triatomineos; Regido Metropolitana
de Salvador.



LANZA, Fernanda Cardoso. Entomological and Epidemiological Indicators of Chagas Disease
in Metropolitan Region of Salvador. 2019. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundac¢do Oswaldo Cruz, Salvador,
2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Chagas disease (DC) is caused by Trypanosoma cruzi. It is estimated that
6 to 7 million people are infected worldwide. Due to the real estate growth and deforestation of
the urban centers, the triatomines approached the human populations, resulting in the encounter
of these vectors in residences. OBJECTIVE: The objective of this study was to identify
vulnerable areas for Chagas disease transmission in the Salvador Metropolitan Region (RMS)
based on the analysis of entomological and epidemiological indicators. MATERIAL AND
METHODS: The entomological data were obtained from the records of the Zoonoses Control
Center of Salvador (CCZ / SSA), Central Laboratory of Bahia (LACEN / BA) and Goncalo
Moniz Institute / Oswaldo Cruz Foundation (IGM / FIOCRUZ). For the diagnosis of T. cruzi
infection, direct parasitological examination (microscopy) and PCR were performed on
triatomines. In order to identify the vegetation areas and deforested areas we used satellite
images of the online MapBiomas platform. Epidemiological data were obtained by consulting
the database of the Department of Epidemiological Surveillance / Department of Health of the
State of Bahia (DIVEP / SESAB) and the Hematology and Hemotherapy Foundation of Bahia
(HEMOBA). We observed the rates of benzonidazole dispensation, authorization of hospital
admission for DC, deaths due to DC, numbers of DC cases by self-referenced SIAB registry
and registry of blood donors from HEMOBA.. For geoprocessing we used Qgis® and ArcMap®
software. RESULTS: The analysis of the data regarding the triatomine findings was performed
only for the city of Salvador. Most reports were of Patamares neighborhood. A total of 1518
triatomine notifications were recorded from 2007 to 2019, of all nymphal stages, and 99.53%
were found to be Triatoma tibiamaculata and 0.47% of the species Panstrongylus geniculatus.
Most triatomines were found in the peridomiciliary environment. In the home, only adult
specimens were found. It was observed that 56% of the insects analyzed by molecular biology
were infected by T. cruzi. In Salvador, triatomines were found in areas that still have remnants
of forest and that are related to recent deforestation. The analysis of epidemiological data was
performed for all municipalities of the RMS. CONCLUSIONS: Based on the five
epidemiological indicators, the most vulnerable municipalities for DC were: Sdo Sebastido do
Passé, Mata de S&o Jodo, Simdes Filho and Dias d'Avila.The data indicates that more attention
should be given and new strategies to control the vectors of T. cruzi should be developed. There
is a necessity for entomological surveillance and monitoring of the most vulnerable sites.

Key words: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Triatomines; Metropolitan Region of
Salvador
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) e
apresenta diferentes formas de transmissao: vetorial, por meio de insetos triatomineos; oral,
pela ingestdo de alimentos contaminados; por transfusdo de sangue ou transplante de 6rgéos;
transmissao transplacentaria, amamentacdo, por relacdes sexuais e por acidentes laboratoriais.
Recentemente, foi observado o aumento dos casos e surtos da DC por infecgdo oral em areas
rurais (NOBREGA et al., 2009; SOUZA-LIMA et al.,, 2013; DARIO et al.,, 2016) e,
principalmente, nas areas urbanas (BASTOS et al., 2010; NOYA et al., 2010; DOMINGUES
etal., 2015; NOYA et al., 2015).

Os triatomineos possuem habitos alimentares quase que exclusivamente hematéfago.
Eles se infectam ao se alimentarem de animal infectado pelo T. cruzi e eliminam as formas
infectantes do parasita nas fezes logo apds a realizacéo do repasto sanguineo. Apresentam cinco
estagios ninfais antes de se tornarem adultos e todos os estagios evolutivos sdo capazes de
transmitir o T. cruzi ao hospedeiro vertebrado (SCHOFIELD et al., 2009).

Estima-se atualmente que cerca de seis a sete milhdes de pessoas estejam acometidas
pela doenca em todo o mundo (WHO, 2019). No Brasil, estima-se existir 1,9 a 4,6 milhdes de
pessoas com DC (BRASIL, 2019). Na Bahia, sdo registrados, em média, 624 6bitos anuais
(SESAB et al., 2019).

O perfil epidemioldégico da DC estd mudando como consequéncia da transicéo
demogréafica das popula¢es rurais para as areas urbanas (DIAS et al., 2016). Por exemplo, na
Regido Metropolitana de Salvador, devido ao crescimento imobiliario e ao desmatamento, 0s
triatomineos se aproximaram das popula¢des humanas, resultando no encontro frequente destes
vetores nas residéncias. As construcbes em areas proximas aos remanescentes florestais
levaram ao aumento do nimero de triatomineos intrusivos no domicilio e peridomicilio, mesmo
em residéncias com estrutura fisica adequada, como ja descrito em Salvador, Bahia (DIAS-
LIMA et al., 2000; RIBEIRO JR et al., 2015).

As analises dos fatores que contribuem para o aumento da capacidade invasiva das
espécies de vetores sdo de grande importancia para avaliar e monitorar o processo de
domiciliacdo, e também para direcionar as medidas de controle contra os vetores da doenca de
Chagas (COSTA et al., 2003). Vale ressaltar ainda que o estudo da distribuicdo geografica de
vetores também € essencial para a compreensao do risco de transmissdo da DC (GURGEL-
GONCALVES et al., 2012).
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As informagdes obtidas neste estudo possibilitardo a identificagdo das areas vulneraveis
ao risco de transmissdo da doencga de Chagas na Regido Metropolina de Salvador. Esperamos
gerar informacbes que possam contribuir para melhoria das medidas de controle e
desenvolvimento de politicas de saude publica para o combate de triatomineos e prevencao da
doenca de Chagas nos municipios identificados como vulneraveis, levando beneficios a

populacéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS

A DC é causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Foi descrita em
1909 por Carlos Chagas, enquanto trabalhava na campanha antipalidica no municipio de
Lassance — MG (DIAS et al., 1945).

O T. cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e ao subgénero
Schizotrypanum. Possui uma regido chamada cinetoplasto, no qual se concentra 0 DNA
mitocondrial e sua posicdo em relacdo ao nucleo é utilizada para classificar a forma evolutiva
do protozoario. O T. cruzi apresenta trés formas evolutivas: epimastigota (forma de
multiplicacdo do parasita no vetor ou em cultura); tripomastigota (estagio infectante do
parasito); amastigota (estadgio evolutivo que se multiplica dentro das células hospedeiras)
(figura1). O ciclo evolutivo do T. cruzi esta associado a dois tipos de hospedeiros, invertebrados
(insetos vetores) e vertebrados (mamiferos principalmente). No ciclo no hospedeiro
invertebrado, o T. cruzi se transforma em epimastigosta e diferencia-se em tripomastigosta
metaciclico, o qual é eliminado pelas fezes do inseto vetor. No hospedeiro vertebrado, a forma
tripomastigota, apos penetrar as células, diferencia-se em amastigosta e se multiplica por
divisdo binaria intracelular. Os amastigotas se transformam em tripomastigostas, as células
parasitadas rompem-se infectando as células vizinhas ou vao para corrente sanguinea, e assim
o ciclo de repete ( BRENER, 1973; ROSSI et al., 2003).

@ / Amastigota
Flagelo
o
=24 Epimastigota
Cinetoplasto
Tripomastigota
Nucleo

Figura 1 — Formas evolutivas do T. cruzi.
Fonte: adaptado de (ROSSI et al., 2003).

A transmissdo do T. cruzi pode ocorrer de diversas maneiras, sendo a transmisséo

vetorial a principal forma de infeccdo aos humanos, sendo responsavel por aproximadamente
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80% dos casos no século XX registrados no Brasil (DIAS, 1987; DIAS et al., 1999). As outras
formas de transmissdo sdo: transfusional, oral, transplantes de 6rgdos, congénita, aleitamento
materno, sexual e acidentes laboratoriais (DIAS, 1989; HERWALDT, 2001; DIAS et al., 2011,
NORMAN et al., 2013; ARAUJO et al., 2017). Recentemente, foram relatados diversos casos
e surtos de transmissao oral da doenga através da ingestdo de alimentos contaminados, tanto em
areas rurais quanto urbanas (NOBREGA et al., 2009; BASTOS et al., 2010; NOYA et al., 2010;
SOUZA-LIMA et al., 2013; DOMINGUES et al., 2015; NOYA et al., 2015; DARIO et al.,
2016).

Os vetores da doenca de Chagas sdo insetos da ordem Hemiptera, Familia Reduviidae,
Subfamilia Triatominae (figura 2). Estdo distribuidos em cinco tribos e 18 géneros, totalizando
153 espécies reconhecidas (OLIVEIRA et al., 2017). Destes géneros, Panstrongylus, Rhodnius
e Triatoma apresentam as espécies, epidemiologicamente, mais importantes (SCHOFIELD,
1994). Os triatomineos sdo conhecidos popularmente no Brasil, de acordo com a regido do
pais, como barbeiro, chupanca, bicho-de-frade, bicho-de-parede, bicudo, cascudo, chupéo,
chupa-chups, fincdo, percevejdo, percevejo-do-sertdo, percevejo-gaudério, procotd, rondao,
vunvum (LENT, 1999).

A, T g—
-~

Figura 2 — Insetos triatomineos.
(A) Triatoma infestans (Klug, 1834); (B) Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835); (C) Panstrongylus
geniculatus (Latreille, 1811); (D) Triatoma tibiamaculata (Pinto, 1926). Fonte: FIOCRUZ/IGM/LPBM.

Estes insetos ocupam diversos nichos ecoldgicos, sendo encontrados no intra,
peridomicilio e ambiente silvestre (NOIREAU et al., 2009). Possuem héabitos alimentares
hemato6fagos, com cinco estadios ninfais antes de se tornarem adultos (figura 3). Todos os seus
estadios evolutivos sdo capazes de transmitir o T. cruzi ao hospedeiro vertebrado (SCHOFIELD
et al., 2009).
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Figura 3 — Ciclo evolutivo de um triatomineo.
Espécie Panstrongylus megistus.
Fonte: adaptado do Guia de Triatomineos da Bahia (GURGEL-GONCALVES, 2012).

2.2 HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS NA BAHIA

Os primeiros relatos da existéncia de triatomineos na Bahia surgiram na década de 1910,
guando o medico e pesquisador Manuel Augusto Piraja da Silva (figura 4) recebeu do estudante
de medicina Alvaro Edmundo Goncalves alguns insetos capturados em uma casa de palha no
municipio de Mata de Sao Jodo, Regido Metropolitana de Salvador, aproximadamente 60 km
da capital. Piraja da Silva foi até essa area e encontrou ninhos dos insetos nas casas e moradores
com marcas de picada nas faces (DA SILVA, 1911).

Figura 4 — Médico e pesquisador Manuel Augusto Piraja da Silva.
Fonte: acessado em http://www.historia-bahia.com/bibliografia/piraja-silva.htm

Piraja da Silva também recebeu e examinou triatomineos encontrados em Salvador pelo
Professor Anisio Circundes de Carvalho, no bairro de Brotas (Solar da Boa Vista — antigo Asilo
Sdo Jodo de Deus) e da cidade de Feira de Santana capturados pelo Prof. Anténio Bastos de
Freitas Borja. Nesta mesma época, ele teve informacoes através do Prof. Jodo Garcéz Froes da

existéncia de triatomineos na Estacdo de Parafuso (municipio de Camacari), que ligava a
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estacdo da Calgada em Salvador a de Sdo Francisco no municipio de Alagoinhas, e nos
municipios de Candeias e S&o Francisco do Conde (DA SILVA, 1911; BRUMPT et al., 1912;
FALCAO, 2008). Em 1912, Alvaro Edmundo Gongcalves continuou com as pesquisas e
registrou, pela primeira vez, a presenca de Panstrongylus megistus infectados pelo T. cruzi no
centro da cidade de Salvador (Beco dos Calafates, Fazenda Grande do Retiro) e nas localidades
de Mata de S&o Jodo, Candeias (Pitanga), Pojuca e Santo Amaro (Petinga) (GONCALVES,
1912).

Passados quase 40 anos, a DC, melhor conhecida por pesquisadores da regido, se
revelou como um sério problema de saude publica. Em 1942, os pesquisadores Rui Pondé,
Otévio Mangabeira Filho e Geth Jansen encontraram dois casos com xenodiagnostico positivo,
um c&o portador do T. cruzi e triatomineos infectados no municipio de Jacobina (PONDE et al.,
1942). Em 1944, o médico Adriano de Azevedo Pondé (figura 5) demonstrou o encontro de
triatomineos da espécie P. megistus nas cidades de Salvador, Cachoeira, Conceicdo de Feira,
Camagari, Senhor do Bonfim, Coracdo de Maria, Alagoinhas, Mata de S&o Jodo e Santo Amaro.
Em Salvador, os triatomineos foram encontrados nos distritos de Brotas (Acupe, Baixa do Silva,
Avenida Candeias, Engenho Velho, Quintas das Beatas, Brongo, Boca da Mata, Rua Machado
de Assis, Brongo da Boa Vista, Matatu Pequeno, Cruz da Redencdo, Alto do Saldanha e
Cabula), Mares, Nazaré (Toror6, Fonte Nova do Desterro e Largo de Nazaré), Sé (Edificio da
Cia. Linha Circular), Vitoria (Alto das Pombas, Caetano Moura, Baixa dos Gantois, Areia Preta
e Hospital Portugués), Santo Antonio (Boca do Rio, Curuzl e Progresso da Liberdade) Itapoa,
Praia da Cruz e Ilha de Maré. Neste mesmo trabalho, Pondé identificou a ocorréncia de casos
humanos nos municipios de Salvador, Cruz das Almas, Maragogipe, Coracdo de Maria,
Jaguaripe, Afonso Pena, Senhor do Bonfim, Santo Amaro, Mata de Sdo Jodo, Jaguaquara,
Castro Alves, Cachoeira e Mundo Novo (PONDE, 1946).

sl

Figura 5 — Médico Adriano de Azevedo Ponde.
Fonte: acessado em http://sociedades.cardiol.br/sbc-ba/adriano.asp



http://sociedades.cardiol.br/sbc-ba/adriano.asp

21

Nos anos de 1949 e 1950, Otdvio Mangabeira Filho realizou um inquérito sobre a
distribuicdo de triatomineos na &rea urbana de Salvador, demonstrando os principais bairros e
logradouros infestados por triatomineos, com alta taxa de infeccdo por T. cruzi: Brotas (Acupe,
Alto Formoso, Alto do Saldanha, Alto de Santa Rita, Baixa de Sdo Cosme, Beiju de Brotas,
Boa Vista, Campinas, Engenho Velho, Machado de Assis, Matati Grande, Matati Pequeno,
Pitangueiras, Quintas das Beatas, Socégo, Torre e Usina do Dique), Mares (Alto do Cacau,
Cabrito, Lobato, Tanque e Santa Luzia), Nazaré (Saude e Sdo Miguel), Rua do Passo (Taboéo
e Baixa dos Sapateiros), Penha (Boa Viagem, Caminho de Areia e Massaranduba), Santana
(Baixa do Dique, Campo da Pdlvora e Torord), Santo Antdnio (Baixa das Quintas, Barbalho,
Cabula, Caixa d’Agua, Cidade Nova, Cruz do Cosme, Estrada da Liberdade, Goméa, Pau
Miudo, Ramos de Queiroz, Soledade e Tanque da Conceic¢do), Sdo Pedro (Mercés), Sé (Ajuda,
Pelourinho e Terreiro) e Vitdria (Avenida Oceénica, Alto do Gato, Baixa do Canela, Calabar,
Camardo, Campo Santo, Chame-Chame, Federacdo, Garcia, Mirante, Rio Vermelho, Roca da
Sabina e Sdo Lazaro) (MANGABEIRA FILHO, 1952).

Em 1951 e 1952, o médico Gildo Aguirre, estando a frente do Servico Nacional de
Maléria, fez extensa investigacdo sobre a incidéncia de triatomineos nos domicilios e sua
infecgdo pelo T. cruzi em vérios bairros da capital e diversos municipios do interior, visando
medidas de profilaxia da doenca de Chagas. Devido a aplicacdo de inseticidas, como o
hexaclorobenzeno (BHC), o controle dos triatomineos foi alcangado, observando-se reducéo
acentuada em suas populacdes (ANONIMO, 1952: AGUIRRE, 1954).

Em 1954, para avaliar a eficacia das intervencdes realizadas em Salvador, 0 médico
Alexandre Leal Costa (figura 6A), fez uma busca desses insetos nas areas prioritarias da cidade,
tais como: Calabar, Mirante e Campo Santo; tendo observado a diminuicdo acentuada de
triatomineos. Ele também relatou o encontro de triatomineos no bairro da Sé, onde foram
capturados 113 insetos, todos da espécie Triatoma rubrofasciata (COSTA, 1955). Em 1964, o
também médico Guilherme Rodrigues da Silva (figura 6B) relatou infestacdes por
Panstrongylus megistus infectados por T. cruzi, que provavelmente transmitiu a doenca para

varias familias que viviam nas &reas de Acupe de Brotas e Federagdo (SILVA, 1966).
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Figura 6 — Médico Alexandre Leal Costa e médico Guilherme Rodrigues da Silva
(A) Alexandre Leal Costa. Fonte: acessado em https://cparg.ufba.br/dralexandre-leal-da-costae. (B) Guilherme
Rodrigues da Silva. Fonte: acessado em http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0036-
46652006000200013.

No inicio da década de 1970, em um dos dltimos trabalhos realizados na cidade de
Salvador, foram encontrados no Centro Histérico (Pelourinho) pelo pesquisador italo Sherlock
(figura 7), 149 exemplares da espécie P. megistus e 452 T. rubrofasciata. Destes, 16% estavam
infectados por T. cruzi (SHERLOCK et al., 1974).

Figura 7 — Pesquisador italo Sherlock.
Fonte: acessado em http://www.parasitologia.org.br/socioshonorarios6.php.

Da década de 1980 a 2000, vérios adultos de Triatoma tibiamaculata e T. rubrofasciata
foram capturados por habitantes dentro de suas casas e apartamentos nos bairros de
Pituacu/Patamares, Valéria, Barroguinha, Mussurunga, Castelo Branco, Sé, Fazenda Grande Il
e Brotas, em Salvador (DIAS-LIMA et al., 2000; RIBEIRO JR et al., 2015). Esses estudos
demonstraram a ocorréncia frequente de T. tibiamaculata infectados nas residéncias proximas
as areas desmatadas. As altas taxas de infeccdo e associacdo observada entre T. tibiamaculata
e marsupiais indicam uma intensa transmissao enzodtica de T. cruzi em remanescentes da Mata
Atlantica perto das residéncias (SHERLOCK et al., 1974; BARRETT et al., 1979). Nas ultimas
décadas, tem-se observado o aparecimento de triatomineos em andares elevados situados em

edificios da area urbana da cidade (dados nédo publicados).
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2.3 URBANIZACAO DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas esta associada, de forma geral, a pobreza, as condicdes precarias
de moradia nas habitacdes das populagOes sob risco e com a transmissdo ao homem ocorrendo
em ambientes rurais e peri-urbanos (DIAS et al., 2016). Porém, devido aos fenémenos
migratorios, o perfil epidemioldgico da doenca de Chagas esta mudando (MOSCATELLI et
al., 2013). Estudos recentes evidenciam que os triatomineos em grandes centros urbanos podem
oferecer risco de transmissdo do T. cruzi a popula¢do humana em cidades densamente povoados
e ter ciclos de transmissdo dosméstico (DYE-BRAUMULLER et al., 2019).

O crescimento significativo da populacdo nas areas urbanas, levou a mudangas no uso
da terra (OGUZ, 2005). Como consequéncia, 0 desmatamento e 0 aumento da urbanizacéo
causou mudancas na relacdo vetor-hospedeiro, como ja foi descrito para varios vetores
(ALLAN et al., 2003; SARKAR et al., 2010). Os triatomineos, comumente encontrados em
ambientes silvestres, tem sido encontrados em residéncias de areas urbanas (OBARA et al.,
2002; ALARCON DE NOYA et al., 2010; NOYA-ALARCON et al., 2011; DIAS et al., 2016).

Estudos no Texas, EUA, mostraram que uma em cada trés pessoas sem teto relata ter
visto o triatomineo na cidade (INGBER et al., 2018) e que os triatomineos podem estabelecer
um nicho ecoldgico em areas metropolitanas densamente povoadas (DIAS-LIMA et al., 2000;
RIBEIRO JR etal., 2015; DYE-BRAUMULLER et al., 2019). No Brasil, na regido amazonica,
a domiciliacdo ndo € comum, mas o numero de registros de intrusdo de triatomineos esta
aumentando entre os domicilios nas areas urbanas e peri-urbanas (FE et al., 2009). Em S&o
Paulo, esporadicamente, triatomineos sdo encontrados nos arredores da cidade, alguns em
situacbes incomuns, como estacGes de metrd (MYERS et al., 2000; RIBEIRO et al., 2016),
indicando a importancia da vigilancia entomoldgica desses vetores mesmo em grandes centros
urbanos (CERETTI-JUNIOR et al., 2018).

Embora a possibilidade de transmissdo vetorial da doenca de Chagas nestas areas
urbanas seja muito pequena, ela ndo pode ser ignorada. Se infectados, os triatomineos que
invadem as residéncias, para 0s quais sdo atraidos por varios fatores, inclusive a luz, podem
transmitir o T. cruzi para os humanos e animais domésticos. Também é importante considerar
0 risco de transmisséo oral, sendo esta a forma de transmissdo do T. cruzi mais frenquentemente
observada na regido amazonica do Brasil (AGUILAR et al., 2007). Acidentes como resultado
do manuseio do inseto por seres humanos ou ingestdo por animais domésticos também podem
ocorrer em grandes centros urbanos, onde as pessoas geralmente ndo estdo familiarizadas com
a aparéncia desses vetores (DARIO et al., 2016; CERETTI-JUNIOR et al., 2018).
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2.4 VARIABILIDADE GENETICA DO T. CRUZI

Diversos trabalhos demonstraram que o T. cruzi apresenta uma grande variabilidade
genética, com varias subpopulagdes circulantes, tanto no ambiente domeéstico como no
silvestre. (SOUTO et al., 1996; ZINGALES et al., 1997; MACEDO et al., 1998; MACEDO et
al., 2001; YEO et al., 2005; MILES et al., 2009; ZINGALES, 2018).

Em 1996, Souto e colaboradores, estudando o gene que codifica 0 RNA ribossomal
(24Sa rDNA) e o gene de miniexon de varias cepas de diferentes regides, sugeriram a divisao
do T. cruzi em duas linhagens principais, T. cruzi | (TCI) e T. cruzi 1l (TCII), e indicaram a
existéncia de linhagens hibridas (TC1/2) (SOUTO et al., 1996). A divisao das cepas de T. cruzi
em duas linhagens foi evidenciada através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), demonstrando amplificacGes de dois produtos distintos: um fragmento de 125 pares de
bases (pb) e outro de 110 pb para o gene 24Sa. rDNA e um fragmento de 300 pb e outro de 350
pb para o gene de miniexon. Os autores observaram uma associacdo entre as cepas que
produziam amplificagdes de 125 pb e 300 pb, sendo definido como TCI. Da mesma forma, foi
observada uma correlagéo entre as cepas que geravam fragmentos de 110 pb e 350 pb, definido
como TCII. A presenca de ambos os produtos de amplificagdo do 24So. rDNA com o produto
de amplificacdo do miniexon do TCI, definiu-se o TC1/2, correspondente a perfis hibridos
(ZINGALES et al., 1997).

Posteriormente, baseado em andlises de outros marcadores genéticos, foi proposta a
subdivisdo do grupo TCIl em cinco subgrupos, denominados TClla-TClle (BRISSE et al.,
2000; BRISSE et al., 2001).

Atualmente, cada subgrupo passou a ser classificado como um grupo independente,
referido como Discrete Typing Units I-VI (DTUs I-VI) (TIBAYRENC, 2003; ZINGALES et
al., 2009). DTU é um conjunto de isolados geneticamente semelhantes e que € identificado por
marcadores moleculares ou imunoldgicos comuns (TIBAYRENC, 1998). Os grupos TCI e
TClIb correspondem, respectivamente, as DTUs TCI e TCII. Os subgrupos TClla, TCllc,
TClld e TClle correspondem as DTUs TCIV, TCIll, TCV e TCVI, respectivamente
(ZINGALES et al., 2009). Uma nova linhagem de T. cruzi associada a morcegos foi descrita
mais recentemente. Este novo gen6tipo foi denominado TChat ou DTU TCVII, e foi encontrado
em morcegos de ambientes antropicos das regides Centro e Sudeste do Brasil (MARCILI etal.,
2009). Foi descrito pela primeira vez em humanos, na Colémbia, em uma menina de cinco anos

e a via de transmiss&o mais provavel foi a vetorial (RAMIREZ et al., 2014).
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2.5 EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Chagas é um problema médico—social grave mundial, especialmente, na
América Latina, com sérias consequéncias para a saude publica e economias nacionais. E uma
doenca endémica em 21 paises latino-americanos (Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile,
Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras,
México, Nicardgua, Panamd, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela), sendo a
transmissdo vetorial a principal forma de infeccdo (PAHO, 2016; WHO, 2019). Nas tltimas
décadas, devido a globalizacdo e migracdo de populacGes da Ameérica Latina para o resto do
mundo, a DC foi registrada em paises ndo endémicos, como os Estados Unidos, Canada,
diversos paises da Europa, Asia e Oceania. A principal forma de transmissdo nestes paises
ocorre por transfusdo de sangue, transplante de érgdos e por via vertical (HOTEZ et al., 2012;
WHO, 2019).
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100.000-999.999
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[] Transmissdo vetorial recorrente

Figura 8 — Distribuicdo dos casos de infecgdo pelo T. cruzi, com base em estimativas oficiais e status de
transmisséo vetorial.
Fonte: adaptado de (WHO, 2010).

Na figura 8, observa-se 0 nimero absoluto estimado de casos da DC por transmissao
vetorial recorrente na América Latina, por transmissao vetorial acidental em outros paises da
América e sem transmissdo vetorial em paises da Europa, Asia e Oceania.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de seis a sete milhdes de
pessoas encontram-se infectadas pelo T. cruzi em todo o mundo (WHO, 2019) e 70 milhdes de
pessoas estdo sob risco de transmissdo (PAHO, 2016). Calcula-se que o nimero de pessoas

infectadas em paises ndo endémicos distribuidos entre quatro continentes (América do Norte,
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Europa, Asia e Oceania) seja superior a 390 mil pessoas (COURA et al., 2010; RASSI et al.,
2010).

Na América Latina, estima-se uma incidéncia anual de 28 mil a 30 mil casos agudos da
doenca e cerca de 12 mil obitos a cada ano (WHO, 2015; PAHO, 2019). No Brasil, estima-se
existir 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas com DC (BRASIL, 2019). Na Bahia, séo registrados, em
média, 624 dbitos anuais (SESAB et al., 2019).

2.6 ASPECTOS CLINICOS

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase aguda ocorre
logo apds a infecgdo. E assintomatica na maioria dos casos (98%), porém, quando sintomatica
pode ser caracterizada pela presenca de febre, adenopatia, edema, hepatoesplenomegalia,
podendo apresentar chagoma de inoculacao e/ou edema inflamatdrio oftalmo-glanglionar (sinal
de Romafia) (figura 5) (DIAS, 1997). Esta fase dura em média de um a quatro meses e €

caracterizada por elevada parasitemia (RASSI JR et al., 2000).

Figura 9 — Sinais clinicos da DC na fase aguda.
(A) Chagoma de inoculacéo e (B) Sinal de Romafia. Fonte: acessado em
http://chaguismo.blogspot.com/2013/08/sinais-e-sintomas.html

Apbs a fase aguda, a maioria dos individuos evolui naturalmente para a fase crénica,
que pode durar por toda a sua vida (RASSI JR et al., 2000; PRATA, 2001; RASSI JR et al.,
2009; RASSI et al., 2010). Esta fase € marcada por parasitemia subpatente, sendo impossivel
isolar o parasita na grande maioria dos casos (PRATA, 1994). Mais da metade dos infectados
(60-75%) apresenta a forma indeterminada da doenca, caracterizada pela auséncia de sinais e
sintomas clinicos e; alteracdes radiogréficas e eletrocardiogréficas (DIAS, 1989; RIBEIRO et
al., 1998). Entretanto, 30-35% dos infectados evoluem para a fase cronica sintomatica,
desenvolvendo as formas cardiaca e/ou digestiva (RASSI, 1982; DO CRUZ, 1987).

Na fase crénica, a forma cardiaca pode ser do tipo arritmica ou congestiva. Na arritimica

ocorre mal-estar passageiro com término espontadneo durante repouso ou esforco fisico,
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taquicardia ventricular, bradiarritmias por bloqueio atrioventricular. A congestiva, por sua vez,
caracteriza-se pela presenga acentuada cardiomegalia (figura 10A), flacidez, dilatacdo das
camaras, presenca de trombose intracavitaria, podendo apresentar ainda aneurisma e fibrose na
ponta do ventriculo esquerdo (TANOWITZ et al., 1992; MARIN-NETO et al., 1999; BRENER
et al., 2000; RASSI JR et al., 2009). Na forma digestiva, 0s 6rgaos digestorios apresentam um
aumento, principalmente o esdfago e coélon, devido ao desenvolvimento de megaes6fago e
megacolon (figura 10B), respectivamente (BRENER et al., 2000; COURA, 2007).

Figura 10 — Sinais clinicos da DC cronica.
(A) Cardiomegalia e (B) Megacdlon. Fonte: acessado em https://www.microbiologybook.org/Portuguese/para-
ort-chapter3.htm

2.7 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

De acordo com o Il Consenso Brasileiro em doenca de Chagas, o diagndstico
laboratorial da DC depende da fase clinica. Na aguda, o diagndstico pode ser realizado por
exame direto através de esfregaco sanguineo; por exame indireto atraves do xenodiagndstico e
hemocultura; ou ensaios de PCR. Na fase cronica, assim como na aguda, podem ser utilizados
o xenodiagnostico, hemocultura e PCR, mas o diagnéstico comumente utilizado € o sorolégico,
baseado na deteccdo de anticorpos imunoglobulina G (IgG) no soro dos portadores da DC
(DIAS et al., 2016). De acordo com as recomendacfes da OMS, dois testes sorolégicos de
metodologias distintas devem ser utilizados para realizar o diagndstico da DC. Entre eles, 0s
testes mais utilizados séo: a hemaglutinacéo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta (IFA),
imunoensaio enziméatico (ELISA) e quimioluminescéncia (CMIA). A confrmacgdo do caso
ocorre quando pelo menos dois testes (distintos) sio reagentes (PRATA, 1994; MULLER et
al., 2014).


https://www.microbiologybook.org/Portuguese/para-port-chapter3.htm
https://www.microbiologybook.org/Portuguese/para-port-chapter3.htm
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O diagndstico parasitologico da doenga da Chagas na fase aguda consiste na observacéo
do parasito, ja que nessa fase 0 numero de parasitos na corrente sanguinea é elevado. O esfegaco
sanguineo e a gota espessa sdo realizados com uma gota de sangue entre lamina e laminula
(figura 11A) e observado diretamente com o auxilio de um microscopio (DIAS et al., 2016).
O xenodiagnostico consiste em verificar se barbeiros ndo infectados, ap6s sugarem sangue de
um portador suspeito, irdo infectar-se (figura 11B) (DIAS, 1940). A hemocultura consiste na
transferéncia de uma amostra de sangue para um meio de cultura favoravel a multiplicacdo do
T. cruzi (figura 11C). Uma pequena quantidade do parasito é capaz de produzir uma populagéo
grande o suficiente para ser detectado através de observagéo direta no microscopio (BEZERRA
etal., 2010).

{ A
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Figura 11 — Métodos diagnéstico para DC na fase aguda.
(A) Esfregago sanguineo. Fonte: acessado em http://soranadia.blogspot.com.br/2015/10/esfregaco-
sanguineo.html. (B) Xenodiagnéstico. Fonte: acessado em
http://www.expedientesx.es/2008/11/expediente-xs02e022f-emasculata/. (C) Hemocultura. Fonte:
acessado em https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/neonatologia/sepse-
neonatal-o-estado-da-arte/attachment/hemocultura-analise-diagnostica/

Na fase crbnica, o xenodiagndstico e hemocultura apresentam baixa sensibilidade
devido ao nimero reduzido de parasitas circulantes. Nessa fase, em virtude da elevada titulacédo
de anticorpos anti-T. cruzi, o diagnostico é essencialmente soroldgico, utilizando um teste com
elevada sensibilidade e outro de alta especificidade (DIAS et al., 2016). O ELISA (figura 12A)
mostra-se um ensaio adequado para o diagnoéstico indireto do T. cruzi, por ter alta sensibilidade
e especificidade. J& o teste de HAI (figura 12B) ndo é tdo sensivel, pois apresenta, com
frequéncia, resultados falso-negativos. As metodologias IFA (figura 12C) e CMIA sdo muito
utilizadas atualmente, sendo consideradas testes de referéncia. Os testes de deteccdo de
anticorpos sdo suscetiveis a problemas de especificidade por causa de rea¢fes cruzadas em caso
de infeccdo por outros parasitos da familia Trypanosomatidae (ex: Leishmania spp.)
(CARVALHO etal., 1993; BRITTO et al., 1995). Além disso, sdo de uso limitado para avaliar
a eficécia do tratamento e nas infecces congénitas (MULLER et al., 2014).


http://soranadia.blogspot.com/2015/10/esfregaco-sanguineo.html
http://soranadia.blogspot.com/2015/10/esfregaco-sanguineo.html
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https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=&url=https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/neonatologia/sepse-neonatal-o-estado-da-arte/attachment/hemocultura-analise-diagnostica/&psig=AOvVaw0CE-LkQL4I5k6V3EsQuOZC&ust=1564193682428766
http://soranadia.blogspot.com.br/2015/10/esfregaco-sanguineo.html
http://soranadia.blogspot.com.br/2015/10/esfregaco-sanguineo.html
http://www.expedientesx.es/2008/11/expediente-xs02e022f-emasculata/
https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/neonatologia/sepse-neonatal-o-estado-da-arte/attachment/hemocultura-analise-diagnostica/
https://www.portalped.com.br/especialidades-da-pediatria/neonatologia/sepse-neonatal-o-estado-da-arte/attachment/hemocultura-analise-diagnostica/
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Figura 12 - Métodos diagndstico para DC na fase cronica.
(A) ELISA. Fonte: acessado em http://www.gmotesting.com/Testing-Options/Immuno-analysis/ELISA. (B)
HAI. Fonte: acessado em http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/cd07_08.pdf. (C) IFA. Fonte:
acessado em http://www.liaccentralsorologica.com.br/noticias_chagas.html.

Atualmente, a PCR é uma alternativa promissora para o diagnéstico da DC. Este ensaio
basea-se na amplificacdo de sequéncias alvo do DNA (figura 13) do T. cruzi em amostras de
sangue e/ou tecidos dos portadores, reservatorios e triatomineos (MULLER et al., 2014). O
diagnédstico molecular é importante para a identificacdo precoce de transmissdo congénita em
recém-nascidos, quando a presenca de anticorpos anti-T.cruzi podem produzir resultados falso-
negativos e a observacdo microscéopica € pouco sensivel; diagnostico de infeccdes orais;
deteccdo precoce de infeccdo em receptores de Orgdos de doadores portadores da DC;
monitoramento da reativagdo em doentes cronicamente infectados e imunossuprimidos;

avaliacdo da resposta ao tratamento (SCHIJMAN, 2018).

[~ G \

~ T ——
; ¢ A P l 95°C - Strands separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides

——————
. D] OI l $5°C - Primers bind template 2. Annealing

Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube /

:

\

| G l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension
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Figura 13 - PCR.
Fonte: acessado em http://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-genetics/35-genetic-modification-

and/pcr.html.

A necessidade de desenvolver testes rapidos para diagndstico existe. Recentemente,
varios testes para detectar a infecgdo por T. cruzi estdo sendo comercializados e utilizados para

diagnosticar a DC, diminuindo o tempo entre diagnostico e inicio do tratamento,


http://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-genetics/35-genetic-modification-and/pcr.html
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principalmente, em ambientes com recursos limitados, sem a necessidade de um laboratdrio e
de técnicos especializados (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014).

Para o tratamento da infeccdo causada pelo T. cruzi, o medicamento utilizado no Brasil
é 0 benzonidazol. Apos indicacdo médica, 0 medicamento € fornecido gratuitamente pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) mediante solicitacio das Secretarias Estaduais de Sadde. Deve
ser utilizado em pessoas que tenham a doenga aguda assim que ela for identificada. Nos casos
de doenca cronica, a indicacdo restringe-se aos portadores que ndo apresentam sintomas e
com exames sem alteracdes (forma indeterminada) ou em formas clinicas iniciais, devendo
ser avaliados caso a caso. Em ambos os casos, ndo ha garantia de eficacia total do tratamento.
Em casos de intolerdncia ou que ndo respondam ao tratamento com benzonidazol,
especialmente casos agudos e de reativacdo da doenca de Chagas em imunossuprimidos, o
Ministério da Saude disponibiliza o nifurtimox como alternativa de tratamento (BRASIL,
2019).

2.8 FATORES AMBIENTAIS E SOCIOECONOMICOS ASSOCIADOS A DOENCA DE
CHAGAS

Na DC, assim como em outras doencas transmitidas por vetores, 0s determinantes
sociais e os fatores ambientais exercem total influéncia sobre o nimero de casos da doenca.
Segundo a OMS, determinantes sociais estdo associados com as condigdes dos locais onde as
pessoas vivem e trabalham, tais como moradia, alimentagéo, escolaridade, renda e emprego,
podendo influenciar na ocoréncia de problemas de satde e fatores de risco a populacdo (BUSS
et al., 2007). O Brasil € um pais diverso em seu contexto socioeconémico, demonstrando um
cenario desigual, com vérias regifes com baixos niveis socioeconémicos e baixo indice de
desenvolvimento humano (IDH). Historicamente, estas areas apresentam altas taxas de
infestacdo de triatomineos e pupulacdes vivendo em condi¢cbes de vulnerabilidade
(DIOTAIUTI et al., 1995).

As alteracGes climaticas, tais como distribuicdo das chuvas, temperatura e umidade,
influenciam na expancdo das areas de transmissdo de doencas relacionadas a vetores (OPAS et
al., 2008), mas, raramente, € o principal determinante para o aumento da prevaléncia e alcance
geogréfico destas doencas. No entanto, 0s impactos nos ecossistemas provocados por atividades
humanas mostraram ser mais impactantes (ROGERS et al., 2000; REITER, 2001). As
mudangas ambientais, tais como o desmatamento pra construcdo de condominios e expansao

de fronteiras agricolas, contribuem para substituicdo das areas de mata atlantica por areas
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degradadas, favorecendo a migracdo e adaptacdo de vetores e consequente emergéncia de
doencas e/ou sua expansdo para novos ecotopos (VASCONCELOQOS et al., 2006).

O desmatamento aliado ao movimento migratério de populagc6es da zona rural para zona
urbana consiste no principal motivo para o aumento dos casos de DC. Existem relatos na
literatura demonstrando o risco da transmissdo da DC nas areas desmatadas recentemente
(RIBEIRO JR et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2017). Com o desmatamento, mamiferos
silvestres (hospedeiros vertebrados), que eram a fonte de alimento para triatomineos, foram
removidos do seu habitat e novas fontes de alimento comecaram a aparecer em areas
peridomesticas. Assim, os triatomineos silvestres tendem a colonizar progressivamente 0s
domicilios e formar o ciclo doméstico da DC (COURA et al., 2014). Analises das camadas de
cobertura do solo, obtidas atraves de imagens de satélite, podem ser usadas para monitorar
mudancas de habitat de espécies, permitindo avaliar as condi¢des favoraveis para a dispersao

dos vetores, seu desenvolvimento e sobrevivéncia (OMUMBO et al., 2002).
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3. JUSTIFICATIVA

Os dados histéricos e 0s encontros recentes de triatomineos por moradores da Regido
Metropolitana Salvador (RMS), demonstram a necessidade de estudos para identificagdo de
indicadores entomoldgicos, epidemioldgicos, ambientais e socioecondmicos associados a
ocorréncia destes vetores e sua distribuicdo geografica para determinar 0s municipios mais

vulneraveis a transmissao do T. cruzi.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar as areas vulneraveis para transmissdo da doenca de Chagas na Regido
Metropolitana de Salvador (RMS) com base na analise dos indicadores entomoldgicos e

epidemioldgicos.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as espécies de triatomineos, verificar ataxa de infeccdo pelo T. cruzi e determinar
as areas de ocorréncia dos vetores;

Avaliar os indicadores associados a ocorréncia de triatomineos;

Classificar os municipios da RMS com base nos registros epidemioldgicos referentes a: (1)
dispensacédo de Benzonidazol, (2) Autorizacdo de Internacdo Hospitalar (AIH), (3) atestado
de 6bito, (4) dados autorreferidos do Sistema de Informacdo da Atencdo Bésica (SIAB), (5)
dados da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado da Bahia (HEMOBA).
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5. METODOLOGIA
5.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo descritivo do tipo corte transversal, retrospectivo, desenvolvido a partir de uma
andlise histdrica de informag6es entomoldgicas e epidemiolégicas, no periodo de 2007 a 2019.

5.2 AREA DE ESTUDO

Este estudo foi desenvolvido em areas urbanas da Regido Metropolitana de Salvador
(RMS) que compreendem os municipios de Camagari, Candeias, Dias d'Avila, Itaparica, Lauro
de Freitas, Madre de Deus, Mata de S&o Jodo, Pojuca, Salvador, S&o Francisco do Conde, S&o
Sebastifo do Passé, Simdes Filho e Vera Cruz (figura 14). E a segunda maior aglomerac&o
urbana do Nordeste e a sétima do Brasil, com uma area de 4.375,123 km? e 4.015.205
habitantes. O Produto Interno Bruto (PIB) é de R$ 107.670.081, além de uma renda per
capita de R$ 27.235,56 (IBGE, 2018).
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Figura 14 - Mapa da Regido Metropolitana de Salvador.
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Camagari: possui a quarta maior populagéo do Estado com estimativa de 293.723 habitantes
e densidade demografica de 309,65 hab/Km? de acordo com o Gltimo censo. Possui 784,558
Km? de area da unidade territorial e terceiro maior PIB per capita do Estado (R$71.012,33)
(IBGE, 2018).

Candeias: possui uma estimava de 86.677 habitantes e densidade demografica de 321,87
hab/Km?. A area da unidade territorial é de 251,628 Km? e PIB per capita é de R$38.121,89
(IBGE, 2018).

Dias d’Avila: possui uma estimativa de 79.685 habitantes ¢ densidade demografica de
360,64 hab/Km?. A area da unidade territorial é de 184,230 Km? e PIB per capita ¢ de
R$42.670,66 (IBGE, 2018).

Itaparica: possui uma estimativa 22.114 habitantes e densidade demografica de 175,58
hab/Km?. A area da unidade territorial ¢ de 118,040 Km? e PIB per capita é de R$8.854,52
(IBGE, 2018).

Lauro de Freitas: possui uma estimativa 195.095 habitantes e densidade demografica de
2.833,38 hab/Km?. A area da unidade territorial é de 57,664 Km? e PIB per capita é de
R$29.516,68 (IBGE, 2018).

Madre de Deus: possui uma estimativa 20.737 habitantes e densidade demogréfica de
539,61 hab/Km?2. A area da unidade territorial é de 32,201 Km? e PIB per capita é de
R$24.350,15 (IBGE, 2018).

Mata de S&o Jodo: possui uma estimativa 46.014 habitantes e densidade demogréfica de
63,46hab/Km?. A érea da unidade territorial é de 604,292 Km? e PIB per capita é de
R$22.153,50 (IBGE, 2018).

Pojuca: possui uma estimativa 39.045 habitantes e densidade demogréafica de 113,97
hab/Km?. A area da unidade territorial ¢ de 308,702 Km? e PIB per capita é de R$25.494,19
(IBGE, 2018).

Salvador: ¢ a capital do Estado, possui a maior populagdo com estimativa de 2.857.329
habitantes e densidade demogréafica de 3.859,44 hab/Km?. A éarea da unidade territorial é
de 692,818 Km? e PIB per capita é de R$19.812,07 (IBGE, 2018).
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e Sdo Francisco do Conde: possui uma estimativa 39.338 habitantes e densidade demografica
de 126,24 hab/Km?. A érea da unidade territorial é de 269,609 Km? e o PIB per capita é 0
maior do Estado (R$219.845,83) (IBGE, 2018).

e S&0 Sebastido do Passe: possui uma estimativa 44.164 habitantes e densidade demografica
de 78,30 hab/Km?. A area da unidade territorial ¢ de 536,584 Km? e PIB per capita é de
R$14.725,24 (IBGE, 2018).

e Simdes Filho: possui uma estimativa 132.906 habitantes e densidade demogréafica de
586,65 hab/Km?. A area da unidade territorial ¢ de 201,577 Km? e PIB per capita ¢ de
R$34.293,63 (IBGE, 2018).

e Vera Cruz: possui uma estimativa 42.706 habitantes e densidade demografica de 125,33
hab/Km?. A area da unidade territorial € de 299,734 Km? e PIB per capita é de R$11.815,02
(IBGE, 2018).

5.3 INDICADORES DE VULNERABILIDADE DA TRANSMISSAO DA DOENCA DE
CHAGAS

5.3.1 Entomolégicos

Os dados entomologicos foram obtidos dos registros do Centro de Controle de Zoonoses
de Salvador (CCZ-SSA), Laboratério Central da Bahia (LACEN-BA) e do Laboratério de
Patologia e Biologia Molecular do Instituto Gongalo Moniz/Fundagdo Oswaldo Cruz
(LPBM/IGM/FIOCRUZ).

Para a analise, foram considerados os seguintes indicadores entomoldgicos: numero de
triatomineos capturados (adultos, ninfas e infectados); numero de triatomineos encontrados no
intradomicilio, peridomicilio e extradomicilio e indice de infeccdo natural (IFN) (nGmero de

triatomineos infectados/nimero de triatomineos examinados x 100).
5.3.2 Ambientais

Um dos indicadores ecoldgicos mais associados a ocorréncia domiciliar dos triatomineos
é 0 desmatamento e a vegetacdo. Para identificar as areas desmatadas nos municipios da RMS,
utilizamos informacdes de sensoreamento remoto através de imagens de satélite da plataforma

online MapBiomas (http://mapbiomas.org/). O processamento das imagens foi feito a partir da
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plataforma Google Earth Engine® (https://earthengine.google.com/), que disponibiliza séries
historicas anuais de cobertura e uso da terra, bem como modelos de transi¢éo da cobertura vegetal
entre diferentes periodos. Obtivemos os mapas de uso e ocupac¢do da terra nos municipios da
RMS no periodo de dez anos, entre 2007 e 2017. As classes selecionadas para este mapeamento

foram: florestamento, desmatamento, infraestrutura urbana e populacao.
5.3.3 Epidemioldgicos

Os registros de dispensacdo de benzonidazol (2008 a 2018), autorizagdo de internagao
hospitalar (AIH) por DC (2007 a 2017), certificados 6bitos por DC (2007 a 2017) e dados do
Sistema de Informacdo de Atencao Basica (SIAB) (1998 a 2015) foram obtidos mediante consulta
do banco de dados da Diretoria de Vigilancia Epidemioldgica/Secretaria de Saude do Estado da
Bahia (DIVEP/SESAB). Os dados referentes aos doadores de sangue ndo negativos para DC foram
obtidos através dos registros da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA).

A analise dos dados e os calculos das taxas de dispensacdo de benzonidal, internagdes,
mortalidade, pessoas que se autorreferem com DC e de doadores sangue nao negativos para
infecgdo pelo T. cruzi, foram realizados considerando o nimero estimado de habitantes em cada
municipio [(soma do n° de casos/ n° de habitantes) x 100000], desta forma, obtivemos a taxa para

cada 100 mil habitantes.
5.4 COLETA E IDENTIFICACAO DOS TRIATOMINEOS

Em Salvador, no ano de 2019, possuem 29 Postos de Informacdo de Triatomineos
(PITs) distribuidos pela cidade, no entanto, 3 encontram-se desativados. A populacdo entrega 0s
exemplares nestes PITS para serem encaminhados ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ). O
CCZ examina o material e identifica a espécie flagelada. Os triatomineos capturados pela
populacdo e/ou profissionais das Secretarias Municipais de Salde (SMS) devem seguir as
orientagdes, conforme o fluxograma abaixo (figura 15):


https://earthengine.google.com/
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Figura 15 — Fluxograma de obtencao de triatomineos.

Os triatomineos recebidos foram categorizados quanto ao local de coleta na Unidade
Domiciliar (UD), intradomicilio (dentro do domicilio); peridomicilio (area em um raio de até 50
metros em torno do domicilio) e extradomicilio (ambiente silvestre), identificados por sexo, estagio
ninfal e caracterizacdo morfologica utilizando chaves taxonémicas (LENT et al., 1979).

As informacbes de cada vetor foram registradas em formulario padronizado de
levantamento entomoldgico e foram realizadas dissec¢do abdominal e isolamento do contetdo

intestinal para analises parasitoldgicas posteriores.
5.5 EXAMES PARA DIAGNOSTICO DE INFECCAO PELO T. CRUZI
5.5.1 Exame parasitologico direto

Foi realizada compresséo abdominal dos triatomineos para analise do conteudo intestinal e
coleta de fezes. O material coletado foi diluido em PBS (Phosphate Buffer Saline) e, em seguida,
retirados aproximadamente 20 pL desta solugcdo para realizacdo do exame com auxilio do

microscopio optico (SILVA et al., 1993).
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Apds o0 exame, 0s espécimes positivos para flagelado foram acondicionados, isolamente,

em tubos eppendorf de 2mL contendo alcool 70% para posterior exame parasitologico molecular.
5.5.2 Exame parasitolégico molecular

Para realizacdo do exame molecular, foi feita extragdo de DNA do contetdo intestinal dos
triatomineos utilizando o kit comercial DNAzol® (Invitrogen, CA, EUA) modificado (anexo 1). A
concentracio do DNA foi determinada por espectrofotdmetro Nanodrop-1000® (Nanodrop, CA,
EUA). A pureza das amostras foi avaliada pela razdo entre as densidades das absorbancias
observadas a 260 e 280 nm. Para as analises moleculares, a concentracdo de DNA foi ajustada para
cerca de 100 ng/uL e mantida a -20°C.

Posteriormente, foi realizada uma PCR convencional utilizando os primers de deteccdo com
trés  oligonucleotideos TCC  (5>-CCCCCCTCCCAGGCCACACTG-3’), TCI (5
GTGTCCGCCACCTCCTTCGGGCC - 3%), TCIl (5-CCTGCAGGCACACGTGTGTGTG-3%),
capazes de detectar T. cruzi utilizando como alvo genes de miniexon (miniexon gene intergenic
spacer) (SOUTO et al., 1996) (anexo 2). As amplificacBes foram realizadas no termociclador
MasterCycle® Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Com o intuito de confirmar as amplificacdes, foram feitas eletroforeses em gel de agarose
a 2%, corados com brometo de etidio, visualizados sob luz UV e fotodocumentados no MultiDoc-
It™ [maging Systems (UVP, CA, EUA). Foram utilizados com referéncia de tamanho marcadores

de pares de bases com 100bp (Invitrogen, CA, EUA).
5.6 ANALISE ESTATISTICA E ESPACIAL DOS DADOS

Apo6s a checagem e revisdo das informagfes, os dados foram compilados e analisados
descritivamente através do programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) verséo 10
(Chicago, IL, EUA). Para verificar a associacdo entre a distribuicdo do nimero de triatomineos
capturados e as localidades de estudo, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Em
relacdo a identificacdo de diferenca significativa dos indices entomologicos entre as localidades do
estudo, foi utilizado o teste ANOVA. Para comparagdes entre propor¢des utilizamos o teste de
ou o teste exato de Fisher, quando apropriado. Em todos os testes, adotamos um nivel de

significancia de 5% (p <0,05).
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5.6.1 Geoprocessamento

Utilizamos o sistema de informac&o geografica do software QGIS® versdo 3.8 e ArcMap®
versdo 10.5 para a visualizagdo, analise e determinacdo dos padroes das informacGes analisadas. A
forma de exibicao dos dados foi por quebras naturais com cinco classes.

A unidade espacial utilizada para o georeferenciamento foi o ponto de coordenada
geografica obtido através de GPS, ou o ponto de coordenada obtida recursivamente a partir do
endereco disponivel no formulério de dados de triatomineos, ou ainda a partir do centroide da rua
do bairro, caso ndo houvesse informacéo especificas do endereco.

Os arquivos.shp com os limites geograficos dos municipios da RMS foram obtidos a partir
do IBGE. Os arquivos “raster” resultante foram convertidos para “.shp” com o auxilio da
ferramenta “Conversor”, no Arcmap®, e entdo determinada e calculada a area de influéncia para
cada classe de feicdo do indice de vegetacdo de diferenca normalizado (NDVI), que € um indicador
grafico simples que pode ser usado para analisar medicdes de sensoriamento remoto, tipicamente,
mas ndo necessariamente, de uma plataforma espacial, e avaliar se o alvo sendo observado contém
ou ndo vegetagéo viva.

A ferramenta de Hot Spot Analysis (Getis-Ord Gi Statistic) do ArcMap® 10.5 demonstra os
bairros com hotspots de ocorréncia dos vetores com significancia estatistica, através da estatistica
espacial.

Para identificar as areas de vegetacdo, desmatamento e infraestrutura urbana por bairro do
municipio de Salvador utilizamos as informacdes de sensoriamento remoto disponibilizado pelo
sistema MapBiomas (http://mapbiomas.org/) cujo processamento das informacdes € feito a partir
da plataforma Google Earth Engine®, que disponibiliza séries historicas anuais de cobertura e uso
da terra, bem como modelos de transicdo da cobertura vegetal em diferentes periodos, para todo o
territério Brasileiro. Os dados obtidos foram classificados através da NDVI e foram selecionadas
as seguintes variaveis: (a) vegetacdo, (b) desmatamento e (c) infraestrutura urbana e de (d)
populacgéo. Esses dados foram utilizados para classificar os bairros de Salvador, e analisar a relagéo
de influéncia sobre a ocorréncia dos triatomineos. Para avaliar-se 0 grau de interacdo entre as
variaveis utilizamos o coeficiente de correlacdo (R), que gera uma matriz de correlacdo entre as

varidveis independentes e a varidvel dependente (nimero de triatomineos). Para a avaliagcdo dos


http://mapbiomas.org/
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modelos ajustados em regressdo linear simples e mdltipla, nos niveis de defasagem entre as
variaveis, utilizou-se o coeficiente de determinacédo (R?).

Através do método dos minimos quadrados ordinarios foram ajustados modelos lineares
simples, analisando as combinacGes das varidveis de vegetacdo, populacionais e a varidvel
dependente. O coeficiente de correlacdo linear varia de -1 a 1 e quanto maior o coeficiente de
correlacdo, maior € a relacdo direta e proporcional existente entre o nimero de triatomineos,
quando o coeficiente se apresenta positivo. Caso o valor seja negativo a relagdo mostra-se
inversamente proporcional, e maior tanto quanto maior for o valor apresentado. Também foram

ajustados todos os modelos lineares simples e multiplos possiveis (equacdes 1, 2, 3 e 4).

(1) }}:a+b)%]+c)32+d)?3+e)?4+g
@ Y=a+bX,+cX,+dX,+¢

@) Y=a+bX, +cX, +¢

(4) ff=a+b/%1+g

Em que: Y € 0 nimero de triatomineos; e X1, X2 , X3 e X4 sdo as variaveis climaticas; “a”,
“b”, “c”, “d” e “e” sdo os parametros dos modelos.

Para as variaveis epidemioldgicas foi feita uma analise de agrupamento. A ferramenta
Grouping Analysis (Spatial Statistics) do ArcMap® 10.5 foi utilizada para associar os municipios
com maior prevaléncia, sem considerar o efeito da associacdo espacial nos modelos matematicos

aplicados.
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISE DOS INDICADORES ENTOMOLOGICOS E AMBIENTAIS
6.1.1 Identificacdo das espécies de triatomineos e areas de ocorréncia

As andlises entomoldgicas foram realizadas apenas para 0 municipio de Salvador. A partir
da andlise dos locais de encontro dos triatomineos, obteve-se as coordenadas geograficas para o
georreferenciamento de 1511 (99,53%) dos 1518 registros (figura 16).

Legenda
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Figura 16 — Notificagdes de triatomineos no municipio de Salvador, no periodo de 2007 a 2019.

Apos o georreferenciamento, observou-se que os insetos foram capturados em bairros da

zona urbana da cidade, e 78,97% foi proveniente do bairro de Patamares (tabela 1).

Tabela 1 — Bairros com notificacdo de triatomineos na cidade de Salvador entre 2007 e 2019

Bairro Total de triatomineos %

Boca da Mata 11 0,73
Cajazeiras VI 1 0,07
Cajazeiras VIII 1 0,07
Cajazeiras X 16 1,06
Cajazeiras XI 2 0,13
Canabrava 18 1,19
Cassange 93 6,15
Castelo Branco 1 0,07
Centro Administrativo da Bahia 2 0,13
Fazenda Grande | 19 1,26
Fazenda Grande |1 21 1,39
Fazenda Grande |11 9 0,60
Fazenda Grande IV 3 0,20

Itinga 2 0,13
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Jardim das Margaridas 1 0,07
Mussurunga 32 2,12
Palestina 8 0,53
Patamares 1194 78,97
Trobogy 52 3,44
Vale dos Lagos 3 0,20
Piatd 4 0,26
Nova Brasilia 4 0,26
Sdo Cristovao 4 0,26
Pituacu 3 0,20
Jardim Nova Esperanca 3 0,20
Sao Rafael 2 0,13
Itapud 1 0,07
Nova Esperanca 1 0,07
Jaguaribe 1 0,07
Total 1512 100

Conforme dados obtidos do CCZ/SSA, LACEN/BA e LPBM/IGM/FIOCRUZ, foram
registradas 1518 notificacdes de triatomineos de todos os estagios ninfais, no periodo de 2007 a
2019. Os dados dos anos de 2014, 2015 e 2019 ndo foram fornecidos (tabela 2).

Tabela 2 — Ocorréncia de triatomineos na cidade de Salvador entre 2007 e 2019.

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Total

Adulto 102 161 172 121 7 58 51 2 1 84 160 222 1 1212
Ninfa 1° estadio 8 4 1 1 1 15
Ninfa 2° estadio 17 11 7 1 3 4 43
Ninfa 3° estadio 19 35 12 24 8 98
Ninfa 4° estadio 8 21 23 9 4 65
Ninfa 5° estadio 12 43 17 7 1 1 82
Nao informado 1 1 1 3
Total 166 275 232 163 94 58 53 2 1 85 165 223 1 1518

Dentre os triatomineos notificados, a maioria, 99,53% (n=1511), foram da espécie Triatoma
tibiamaculata e os demais, 0,47% (n=7) foram da espécie Panstrongylus geniculatus.
Considerando apenas a espécie T. tibiamaculata, foi observado o padrdo de encontro destes
triatomineos, predominantemente, no ambiente peridomiciliar e os encontrados no ambiente

intradomiciliar eram todos adultos (figura 17).
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Figura 17 — Notificacdes de ocorréncia de triatomineos na cidade de Salvador entre 2007 e 2019, por
ambiente de coleta.

6.1.2 Taxa de infeccdo dos triatomineos pelo T. cruzi

Dos 1518 triatomineos, 737 (48,55%) foram analisados por exame parasitologico direto
atraves de compressao abdominal. O IFN foi 54% (n=398) para flagelados. O exame parasitoldgico
molecular foi realizado em 157 (39,44%) amostras de DNA extraidas dos triatomineos positivos
no exame direto. O DNA do T. cruzi foi detectado em 56% (n=88) das amostras (figura 18). Para
as demais amostras, ndo foi possivel a realizacdo do exame parasitolégico molecular em virtude

das condic¢des desfavoraveis de analise dos insetos através da compressdo abdominal.

EXAME
TOTAL DE -
T : PARASITOLOGICO 398/737 EXAME POSITIVOS
TRIATOMINEOS: DIRETO: POSITIVOS PARASITOLOGICO 88/157
1518 737/1518 MOLECULAR:
157/398

Figura 18 — Resultado da taxa de infeccéo dos triatomineos pelo T.cruzi.

Apds os exames parasitologicos, foi possivel determinar que houve notificacbes de

triatomineos infectados pelo T. cruzi no ambiente intradomiciliar (figura 19).
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Figura 19 — Notificagdo de triatomineos do intradomicilio e infectados no municipio de Salvador.

Apds o geoprocessamento dos dados de sensoriamento atraves da NDV|I, observou-se que
a distribuicdo espacial das unidades domiciliares infestadas ocorre em diversos bairros da zona
urbana da cidade, com forte associagdo bairros que apresentam remanescentes florestais de mata
atlantica (figura 20). Apesar disso, outras variaveis parecem ser determinantes na distribuicdo dos

vetores do T. cruzi na cidade de Salvador.

Il Vegetagio
N B Desmatamento
A Infraestrutura Urbana

m Unidades Domiciliares

Figura 20 — Areas de vegetagio, desmatamento e infraestrutura urbana, no periodo de 2007 a 2017 e
unidades domiciliares com notificagbes de triatomineos, entre 2007 e 2019, no municipio de Salvador.
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O municipio de Salvador possui area de 692,818 Km2. A area de vegetacao corresponde a
76,40 Km?, 11% da sua area territorial. No periodo de 2007 a 2017, a area de vegetacdo suprimida,
levando em consideracdo o desmatamento e a infraestrutura urbana, foi 34,49 Kmz2 (5%). O bairro
de Patamares, onde houve o maior nimero de notificacdes de triatomineos, possui uma area de
4,62 Km?, da qual 60% s&o remanescentes de floresta e 11,3% foi a area desmatada, no periodo de
2007 a 2017, para construcdo de empreendimentos imobiliarios. Abaixo podemos observar a
classificacdo dos bairros de Salvador de acordo com as varidveis analisadas: (a) vegetacéo, (b)

desmatamento, (c) infraestrutura urbana e (d) populagéo (figura 21).
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Figura 21 — Areas de vegetacio, desmatamento, infraestrutura urbana e populagéo, por bairros.
(A) Areas com mais vegetacdo, por bairos, do municipio de Salvador, no periodo de 2007 a 2017. (B) Areas
mais desmatadas, por bairos, do municipio de Salvador, no periodo de 2007 a 2017. (C) Areas com maior
infraestrura urbana por bairos, do municipio de Salvador, no periodo de 2007 a 2017. (D) Areas com maior
populacao, por bairos, do municipio de Salvador, de acordo com IBGE, 2010.
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De acordo com a andlise estatistica de correlacdo multivariada, levando em consideracao
as variaveis vegetacdo, desmatamento, infraestrutura urbana e populacdo, apenas as variaveis
vegetacdo e dematamento apresentaram valores significativos (p <0,05). A analise permitiu
observar que a cada 400 m? de area desmatada ha ocorréncia de um triatomineo. N&o foi levado

em consideracdo os limites espaciais.

6.5 ANALISE DOS INDICADORES EPIDEMIOLOGICOS
6.5.1 Dispensagdo de Benzonidazol

Os dados referentes a dispensacdo de benzonidazol correspondem ao periodo de 2008 a
2018. Durante este periodo foram registrados 116 pacientes que solicitaram o medicamento (tabela
3). Salvador teve a maior taxa de dispensacdo com 4/10° hab, seguida de Vera Cruz com 2,5/10°
hab (figura 22).

Tabela 3 — Dados de dispensacao de benzonidazol na Regido Metropolitana de Salvador, 2008 a

2018.
Municipio N° Taxa (total)*
Camacari 1 0,39
Candeias 0 0,00
Dias d'Avila 0 0,00
Itaparica 0 0,00
Lauro de Freitas 2 1,17
Madre de Deus 0 0,00
Mata de S&o Joéo 0 0,00
Pojuca 0 0,00
Salvador 111 4,09
Séo Francisco do Conde 0 0,00
Sé&o Sebastido do Passé 0 0,00
Simdes Filho 1 0,82
Vera Cruz 1 2,58

Fonte: Planilha DIVEP. Dados atualizados em 21/05/2018. *Para cada 100 mil habitantes. N° = Pacientes.
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Figura 22 — Prevaléncia da dispensagdo de benzonidazol na Regido Metropolitana de Salvador entre 2008 e 2018.
(1) = Madre de Deus; (2) = Sdo Sebastido do Passé; (3) = Pojuca; (4) = Camacari; (5) = Mata de S&o Jodo;
(6) = Sdo Francisco do Conde; (7) = Salvador; (8) = Lauro de Freitas; (9) = Itaparica; (10) = Candeias;
(11) = Vera Cruz; (12) = Simdes Filho; (13) = Dias d’Avila.

6.5.2 Autorizacdo de Internacdo Hospitalar (AIH)

Os dados referentes ao nimero de internagfes por doenca de Chagas correspondem ao
periodo de 2007 a 2017. Ha 114 registros de internacdes nos municipios da RMS durante este
periodo (tabela 4). Os municipios com maior prevaléncia (p) de internagdes por doenca de Chagas
foram Mata de S&o Jodo com p=14,4/10° hab; Madre de Deus com p=11/10° hab; e Itaparica com
p=9,5/10° hab (figura 23; anexo 3).



Tabela 4 — InternacGes por doenca de Chagas nos municipios da Regido Metropolitana de Salvador, 2007 a 2017.

Municipio Residéncia 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Total Taxa Taxa
RMS (total)* (média/ano)*

Camacari 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 4 1,57 0,14
Candeias 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 4 4,76 0,43
Dias d'Avila 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2 2,87 0,26
Itaparica 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 9,53 0,87
Lauro de Freitas 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 2 1,17 0,11
Madre de Deus 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2 11,00 1,00
Mata de Sao Jodo 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 6 14,45 1,31
Pojuca 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2,93 0,27
Salvador 8 16 9 8 4 2 4 7 12 3 6 79 2,91 0,26
Séo Francisco do Conde 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 2,92 0,27
Sédo Sebastido do Passé 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 4,71 0,43
Simdes Filho 3 0 0 0 2 0 0 1 2 1 0 9 7,41 0,67
Vera Cruz 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00 0,00
Total 14 19 11 13 8 3 4 11 17 6 8 114 - -

Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informag8es Hospitalares do SUS (SIH/SUS). Dados tabulados em 21/05/2018. * Para cada 100 mil habitantes.
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Figura 23 — Prevaléncia das internac@es por doenca de Chagas na Regido Metropolitana de Salvador entre
2007 e 2017.
(1) = Madre de Deus; (2) = Sao Sebastido do Passé; (3) = Pojuca; (4) = Camacari; (5) = Mata de S&o Jodo;
(6) = Séo Francisco do Conde; (7) = Salvador; (8) = Lauro de Freitas; (9) = Itaparica; (10) = Candeias; (11)
= Vera Cruz; (12) = Simdes Filho; (13) = Dias d’Avila.

6.5.3 Obitos por doenca de Chagas

Os dados referentes ao nimero de 6bitos por doenca de Chagas corresponderam ao periodo
de 2007 a 2017. Foram registrados 2.011 6bitos na RMS durante este periodo (tabela 5). Os dbitos
por doenga de Chagas tiveram maior prevaléncia (p) nos municipios de Candeias com p=139/10°
hab; Sdo Francisco do Conde com p=125,6/10° hab; e Mata de S3o Jodo com p=122,8/10° hab
(figura 24; anexo 4).
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Tabela 5 — Numero de 6bitos por doenca de Chagas, municipios da Regido Metropolitana de Salvador, 2007 a 2017.

Municipio Residéncia

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Total

Taxa Taxa
RMS (total)* (média/ano)*

Camagari 10 12 11 18 18 11 15 11 10 16 5 137 53,68 4,88
Candeias 12 13 8 13 14 12 16 8 9 6 6 117 139,09 12,64
Dias d'Avila 3 8 3 2 4 2 4 4 4 3 1 38 54,58 4,96
Itaparica 0 0 0 1 1 3 3 2 2 1 0 13 61,92 5,63
Lauro de Freitas 9 8 13 8 17 12 12 10 9 9 8 115 67,23 6,11
Madre de Deus 0 0 2 0 0 2 2 1 2 2 3 14 76,99 7,00
Mata de Séo Jodo 3 7 4 5 7 4 4 4 3 8 2 51 122,81 11,16
Pojuca 1 0 2 6 4 1 1 3 2 1 0 21 61,57 5,60
Salvador 121 132 108 129 125 125 113 132 133 122 99 1339 49,39 4,49
Séo Francisco do Conde 2 7 5 5 3 3 6 3 4 2 3 43 125,64 11,42
Sédo Sebastido do Passé 5 3 3 4 4 1 5 4 5 1 4 39 91,80 8,35
Simdes Filho 5 7 8 5 2 6 1 8 3 8 5 58 47,77 4,34
Vera Cruz 4 2 2 2 4 1 1 3 3 2 2 26 67,10 6,10
Total 175 199 169 198 203 183 183 193 189 181 138 2011 - -

Fonte: SESAB/SUVISA/DIS/Sistema de Informacdo sobre Mortalidade — SIM. Dados atualizados em 11/04/2018. * Para cada 100 mil habitantes.
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Figura 24 — Prevaléncia dos registros de 6bitos por doenca de Chagas na Regido Metropolitana de Salvador entre
2007 e 2017.
(1) = Madre de Deus; (2) = Sdo Sebastido do Passé; (3) = Pojuca; (4) = Camagari; (5) = Mata de S&o Jodo; (6) =
Sdo Francisco do Conde; (7) = Salvador; (8) = Lauro de Freitas; (9) = Itaparica; (10) = Candeias; (11) =
Vera Cruz; (12) = Simdes Filho; (13) = Dias d’Avila.

6.5.4 Dados do Sistema de Informag&o de Atencdo Bésica (SIAB)

O nuimero de casos de doenga de Chagas por cadastro autorreferido no SIAB correspoderam
ao periodo de 1998 a 2015. Foram registrados 29.467 casos de pessoas que se autorreferem com
doencga de Chagas (tabela 6).

As maiores prevaléncias (p) registradas pelo SIAB foram observadas nos municipios de
Candeias com p=157,5/10° hab; S&o Francisco do Conde com p=152,5/10° hab; e Mata de S&o
Jodo com p=103,9/10° hab (figura 25; anexo 5).
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Tabela 6 — NUumero de casos de doenca de Chagas por cadastro autorreferido no Sistema de Informacgéo da Atencdo Basica, maiores de
15 anos nos municipios da Regido Metropolitana de Salvador, 1998 a 2015.

Regido de 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 TOTAL  Taxa Taxa
Saude/Municipio (total)*  (média/ano)*
Camacari 14 7 72 49 48 46 45 46 49 53 63 73 88 107 109 112 112 112 1275 499,53 27,75
Candeias 0 173 178 177 158 151 163 145 145 136 137 145 142 139 134 131 132 0 2386 2836,39 157,58
Dias d'Avila 5 3 2 0 0 0 11 19 27 20 43 41 48 38 40 38 38 0 373 535,70 29,76
Itaparica 0 0 9 15 7 8 10 9 4 4 14 14 16 16 16 15 15 0 172 819,28 45,52
Lauro de Freitas 40 76 67 84 86 83 50 50 118 106 98 102 96 86 90 86 86 86 1490 871,13 48,40
Madre de Deus 0 16 17 12 10 9 9 7 7 5 7 6 5 5 4 3 3 3 128 703,95 39,11
Mata de S&o Jodo 0 30 24 25 49 51 40 45 47 46 48 50 53 55 55 52 51 56 777 1871,07 103,95
Pojuca 39 42 27 28 24 22 20 22 23 29 23 24 31 33 32 30 29 29 507 1486,54 82,59
Salvador 132 1096 1084 1116 941 1017 1108 1228 1216 1285 1214 1187 1213 1096 1078 1021 945 962 18939 698,61 38,81
Séo Francisco do 41 45 43 42 40 40 29 34 46 46 50 49 42 70 82 88 76 77 940 2746,45 152,58
Conde
S&o Sebastido do 4 29 59 66 66 55 58 43 46 46 51 42 38 41 39 41 42 0 766 1802,99 100,17
Passé
Simdes Filho 0 50 54 54 51 55 58 53 52 37 109 105 93 99 56 87 79 35 1127 928,21 51,57
Vera Cruz 0 33 35 35 35 34 34 33 33 35 35 35 35 35 35 35 35 35 587 1514,92 84,16
Total 275 1670 1671 1703 1515 1571 1635 1734 1813 1848 1892 1873 1900 1820 1770 1739 1643 1395 29467 - =

Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informacéo de Atencdo Basica — SIAB. * Para cada 100 mil habitantes.
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Figura 25 — Prevaléncia de individuos que se autorreferem com doenca de Chagas na Regido
Metropolitana de Salvador entre 1998 e 2015 de acordo com os registros do Sistema de Informagdo da
Atencéo Bésica.
(1) = Madre de Deus; (2) = Sdo Sebastido do Passé; (3) = Pojuca; (4) = Camacari; (5) = Mata de Séo
Jodo; (6) = Sdo Francisco do Conde; (7) = Salvador; (8) = Lauro de Freitas; (9) = Itaparica; (10)
= Candeias; (11) = Vera Cruz; (12) = Simdes Filho; (13) = Dias d’Avila.

6.5.5 Registros de doadores de sangue do HEMOBA

No periodo de dez anos, entre fevereiro de 2008 e fevereiro de 2018, 494.010
doadores e 816.346 doacGes foram examinados (MIRANDA et al., 2019). Destes, 1317
eram doadores com resultado ndo-negativo para DC, naturais e/ou residentes de
municipios da RMS (tabela 7). As maiores prevaléncias (p) e médias anuais foram
observadas em Salvador com p=40,87/10° hab; Lauro de Freitas com p=30,98/10° hab; e
Simdes Filho com p=29,65/10° hab (figura 26; anexos 6 e 7).



Tabela 7 — Numero de doadores de sangue dos municipios da Regido Metropolitana de Salvador, ndo negativos para doenga de

Chagas, no periodo de 2008 a 2018.

Municipios 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total Taxa Taxa

(total)* (média/ano)*
Camagari 2 3 2 1 5 2 11 7 7 13 0 53 20,76 1,88
Candeias 3 1 2 1 3 3 0 1 2 2 1 19 22,58 2,05
Dias d'Avila 1 1 1 1 0 1 1 0 2 3 1 12 17,23 1,56
Itaparica 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 9,52 0,86
Lauro de Freitas 5 1 0 1 4 7 5 7 11 10 2 53 30,98 2,81
Madre de Deus 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 3 16,49 1,49
Mata de Sao Jodo 0 2 0 1 0 1 0 1 0 0 0 5 12,04 1,09
Pojuca 1 2 0 0 0 1 1 0 1 0 0 6 17,59 1,59
Salvador 121 47 56 71 160 95 143 124 151 125 15 1108 40,87 3,71
Sao Francisco do Conde 1 0 0 1 1 1 0 3 2 1 0 10 29,21 2,65
Sé&o Sebastido do Passé 1 0 0 0 2 0 0 0 1 1 0 5 11,76 1,06
Simdes Filho 4 3 4 2 7 4 4 4 1 3 0 36 29,65 2,69
Vera Cruz 3 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 5 12,90 1,17
Total 142 61 65 79 184 115 165 149 178 160 19 1317 - -

Fonte: Fundacdo HEMOBA. *Para cada 100 mil habitantes.
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Figura 26 - Prevaléncia de doadores de sangue do HEMOBA néo negativos para doenca de Chagas entre 2008 e
2018.
(1) = Madre de Deus; (2) = Sédo Sebastido do Passé; (3) = Pojuca; (4) = Camacari; (5) = Mata de Sao Jodo; (6) =
S&o Francisco do Conde; (7) = Salvador; (8) = Lauro de Freitas; (9) = Itaparica; (10) = Candeias; (11) =
Vera Cruz; (12) = Simdes Filho; (13) = Dias d’Avila.

Através da analise estatistica espacial de agrupamento foi possivel determinar o0s
municipios da RMS com similaridade, de acordo com as prevaléncias das cinco variaveis
epidemioldgicas: (1) dispensacdo de benzonidazol; (2) autorizacdo de internacdo hospitalar por

doenca de Chagas; (3) 6bitos por doenca de Chagas; (4) casos de doenca de Chagas autorreferido
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no Sistema de Informacéo da Atengdo Basica, maiores de 15 anos; (5) sorologia ndo negativa para

T. cruzi detectados na triagem sorolégica do HEMOBA.

Os municipios com maiores valores das varidveis estudadas ao risco de transmisséo do T.

cruzi sdo: S&o Sebastifio do Passé; Mata de Sdo Jodo; Simdes Filho e Dias d’Avila (figura 27).
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Figura 27 — Resultado da analise estatistica espacial de agrupamento.
Legenda: (1) Municipios da Regido Metropolitana de Salvador com maior prevaléncia da doenca de
Chagas, de acordo com os indicadores epidemiologicos. (2) Municipios da Regido Metropolitana de

Salvador com menor prevaléncia da doenca de Chagas, de acordo com os indicadores epidemioldgicos.
(1) = Madre de Deus; (2) = Sdo Sebastido do Passé; (3) = Pojuca; (4) = Camagari; (5) = Mata de Sao Jodo; (6) =
S&o Francisco do Conde; (7) = Salvador; (8) = Lauro de Freitas; (9) = Itaparica; (10) = Candeias; (11) =

Vera Cruz; (12) = Simées Filho; (13) = Dias d’Avila.
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6. DISCUSSAO

Os dados entomologicos demonstram que na cidade de Salvador existe o risco de
exposicdo aos triatomineos e transmissdo do T. cruzi ao homem e animais domesticos.
De acordo com a distribui¢do dos triatomineos notificados, observamos que eles estéo
presentes em varios locais da zona urbana da cidade, onde existe remanescentes florestais
que passaram por um processo de desmatamento recente. A maioria das notificac6es de
triatomineos ocorreu no bairro de Patamares e este fato pode estar relacionado ao
expressivo desmatamento e crescimento imobiliario neste bairro nos ultimos anos (DIAS-
LIMA et al., 2000; RIBEIRO JR et al., 2015). Além disso, a existéncia de um PIT em um
dos condominios e as campanhas de conscientizagdo realizadas pelo CCZ nesta area,

podem ter causado um viés de amostragem.

Observamos também que quase todos os triatomineos foram da espécie T.
tibiamaculata. Esta espécie é silvestre, conhecida por estar em processo de
peridomiciliacdo e tipica do bioma de mata atlantica (DIAS-LIMA et al., 2000; RIBEIRO
JR et al., 2015). O encontro dessa especie foi maior no peridomicilio, com a ocorréncia
de todos os estadios ninfais. Os triatomineos notificados no intradomicilio foram todos

adultos.

Apos a andlise da taxa de infecgdo em 737 dos triatomineos notificados, através
do exame parasitoldgico direto por compressdo abdominal, houve positividade para
flagelados em 54% das amostras. Esta técnica pode estar sujeita a erros do observador,
pois a microscopia direta impossibilita afirmar que o flagelado observado é mesmo
T.cruzi. Ao realizar o exame parasitolégico molecular para confirmacéo da infecgdo por
T. cruzi, através da PCR, nestas amostras positivas (n=398), apenas 157 amostras
confirmaram o resultado anterior. Isso demonstra a importancia da realizacdo do

diagnostico molecular como confirmacdo dos achados no parasitoldgico direto.

Com o desmatamento, para contrucdo de empreendimentos, 0s animais que
habitam as regides de mata atlantica, principalmente os mamiferos, e que sdo fonte de
alimento para os triatomineos, sdo afugentados e tém sua populacao reduzida ou até
mesmo exterminadas destes locais (COLLI, 2003). Como consequéncia, 0s vetores
buscam por alimento dentro dos domicilios e/ou peridomicilio, tornando a populagéo

humana e animais domésticos (cées e gatos) vulneraveis ao risco de infeccéo pelo T. cruzi
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(DIAS, 2001). Além disso, o desmatamento estd associado a alteragdes climaticas, que
podem interferir no pontencial reprodutivo do vetor e, portanto, ter importancia
epidemioldgica (GORLA, 2002). Quando ha aumento da temperatura, as taxas de eclosdo
dos ovos, reproducdo e dispersao dos triatomineos aumentam (DE CASAS et al., 1999),
como ja foi mostrado em um estudo com o Triatoma insfestans (GORLA, 2002). As
mudancas ambientais podem explicar a dispersdo do T. tibiamaculata, uma espécie
silvestre e tipica da vegetacdo de mata atlantica (SHERLOCK, 1979). Embora ndo tenha
sido possivel fazer a correlacdo entre o desmatamento e a ocorréncia dos triatomineos
para todos os municipios da RMS, as cidades desta regido apresentam o mesmo tipo de

vegetacdo e niveis de desmatamento consideraveis.

Vaérios estudos sobre o encontro de triatomineos na Regido Metropolitana de
Salvador, realizados entre as décadas de 1910 e 1950, demonstraram que a espécie
notificada peridomiciliando e/ou domiciliando as residéncias foi Panstrongylus megistus
(GONCALVES, 1912). Apo6s medidas de intervencdo e controle dos triatomineos na
década de 1950, observou-se reducdo acentuada desta espécie, porém ndo deixou de ser
notificada em algumas localidades (ANONIMO, 1952; AGUIRRE, 1954). Na década de
1960, a espécie Triatoma rubrofasciata comecou a ser notificada com mais frequéncia
(COSTA, 1955). A partir da década de 1970, comecaram a surgir as primeiras
notificagcbes do Triatoma tibiamaculata peridomiciliando casas e apartamentos. Estes
fatos indicam que quando uma espécie é controlada nada impede que outra espécie
diferente, inclusive silvestre, passe a domiciliar ou peridomiciliar determinado local
(DIAS-LIMA et al., 2000; RIBEIRO JR et al., 2015).

Apesar da ocorréncia historica de triatomineos em varios municipios da RMS,
apenas 0s dados entomolégicos de Salvador foram fornecidos. Isso se deve ao fato da
vigilancia ser mais intensa neste municipio por ser a capital do Estado. Além disso, 0s
municipios da RMS sdo classificados pelo Ministério da Satude como sendo de baixo risco
para doenca de Chagas (SESAB et al., 2018), o que possivelmente influencia no
direcionamento de recursos para o desenvolvimento de medidas de vigilancia ativa contra

0s vetores.

A partir da analise dos indicadores epidemioldgicos, observamos que existem
municipios mais vulneraveis ao risco de transmissdo da doenga de Chagas na Regido

Metropolitana de Salvador. Levando em consideracdo a quantidade de habitantes, os
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indicadores epidemiologicos podem atingir uma propor¢do mais ou menos significativa,
ou seja, os dados, em numeros absolutos, podem ser inexpressivos, mas quando
comparado com a populagdo do municipio, e 0s municipios comparados entre si, 0 quadro
se modifica. O resultado da anélise estatistica espacial de agrupamento, utilizando as
cinco variaveis estudadas, indicou que os municipios com maior vulnerabilidade para
transmissao da doenca de Chagas sdo: S&o Sebastido do Passé, Mata de S&o Jodo, Simdes
Filho e Dias d’Avila.

Considerando a dispensacdo de benzonidazol, observa-se que muitos pacientes
informam o endere¢o do municipio de Salvador no cadastro para solicitar o medicamento,
mas residem em outros municipios, levando a um viés referente a procedéncia dos
pacientes. O critério utilizado para dispensacédo é para o tratamento da doenca de Chagas
aguda e crénica (FERREIRA, 1974). Atualmente, de acordo com o 1l Consenso Brasileiro
em Doenca de Chagas, a Unica contraindicacdo é para pacientes com a doenca na forma
cardiaca grave (DIAS et al., 2016). Todavia, existem estudos com resultados em que o
tratamento com benzonidazol esta associado a reducdo da mortalidade, retardo da doenga
na forma cardiaca e menor parasitemia em pacientes com DC crdnica. O tratamento em
pessoas com até 50 anos apresentam melhor o resultado, porém nada impede que
pacientes com mais idade possam ser tratados. Casos suspeitos de Chagas, excluindo
situacdes de surtos, s6 sdo tratados apos confirmacdo laboratorial (CARDOSO et al.,
2018; CAMARA et al., 2019).

Os casos de internacdes e Obitos por doenca de Chagas sdo mais prevalentes nos
individuos na fase crénica. Apesar das distor¢es que possam haver, resultantes da forma
de coleta desses dados, sdo observadas reducdes dos casos. Estudos mostram que nimeros
cada vez menores de internagfes sdo registrados a cada ano nos sistemas publico e
privado de salde, sendo pouco significativas quando comparadas com a endemicidade da
doenca no pais (FRANCA et al., 1996; VINHAES et al., 2000). Isto pode ocorrer devido
a dificuldade das redes hospitalares em estabelecer o diagnostico. Para os registros de
Obitos ndo existe uma orientacdo oficial para doenca de Chagas, como em outras
endemias. Esta é uma discussao levantada também pelo Ministério da Saude/Servigo de
Verificacdo de Obitos (SVO). A avaliacdo clinica por uma equipe médica, definira a causa
béasica que levou a obito, podendo utilizar a Classificacdo Estatistica Internacional de
Doencas e Problemas Relacionados com a Saude (CIDs): B57.0, B57.1, B57.2, B57.3,
B57.4 e B57.5 (OMS, 1980).
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Com relacao aos registros do SIAB das pessoas que se autorreferem portadoras
da doenca de Chagas, um critério que pode estar associado a um individuo a se
autorreferenciar como positivo pode ser o resultado néo negativo para doenca de Chagas
durante a triagem em uma doacdo de sangue. Além disso, ndo existe a possibilidade de
determinar a incidéncia, apenas a prevaléncia, pois ndo € possivel ter certeza de que 0s
casos registrados a cada ano sdo novos ou repetidos. Observamos também uma grande
dissociacdo entre o numero de dispensacdo de benzonidazol e de individuos que se

autorreferem portadoras da doenca Chagas.

A prevaléncia da infeccdo pelo T. cruzi em doadores de sangue ou candidatos a
doacdo € um importante indicador epidemioldgico, exercendo papel de marcador de risco
da doenca de Chagas transfusional e medidor do nivel de transmissdo da doenga em uma
regido (DIAS et al., 1998; MELO et al., 2009). No Brasil, com os resultados favoraveis
de combate ao vetor e a obrigatoriedade da realizacdo dos testes soroldgicos nos
hemocentros, a ocorréncia de rea¢fes sorologicas ndo negativas para T. cruzi tiveram uma
queda significativa no decorrer dos anos (MONCAYO, 2003; OPS, 2006). Contudo um
dos maiores problemas na triagem soroldgica de doadores de sangue ¢ a alta frequéncia
de reacBes indeterminadas, devido a baixa especificidade dos testes, fazendo com que
doadores sejam rotulados como portadores da doenca, além de promover o descarte
desnecessario de bolsas de sangue e perdas financeiras para o Sistema Unico de Saude
(SUS) (MORAES-SOUZA et al., 2006; MORAES-SOUZA et al., 2011). A avaliagdo da
distribuicdo da reatividade entre os municipios da RMS mostra que Salvador tem a
maioria das sorologias reativas quando comparada com 0s outros municipios. Isto se deve
a grande confluéncia de individuos de diversas localidades, apresentando um alto indice

demogréfico.

Este trabalho apresentou limitacGes importantes, como a dificuldade em estabelecer
parceria com todos 0s municipios envolvidos. Apesar das cartas oficiais enviadas
juntamente com a proposta do projeto para as Prefeituras e Secretarias Municipais de
Saude, reunides articuladas com a DIVEP e com as liderangas em satde dos municipios,
ndo foi possivel estabelecer parceria com todos os convocados. Por este motivo, a maioria
dos dados foram obtidos de fontes secundarias e devido a auséncia dos registros
epidemioldgicos dos municipios da RMS, ndo foi possivel analisar estes dados e

correlaciona-los aos indicadores ambientais.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os indicadores analisados, foi possivel sugerir que existem areas
de maior vulneraveis para transmissdo do T. cruzi a0 homem e seus animais domesticos,
em Salvador, considerando que: mais de 1500 triatomineos foram notificados de 2007 a
2019; existe uma associcao entre as areas de ocorréncia de triatomineos, o desmatamento
recente e a presenca de remanescentes de mata atlantica; o sucessivo encontro de
triatomineos infectados pelo T. cruzi no ambiente intradomiciliar das residéncias.

A partir dos indicadores epidemiol6gicos, observamos que na Regido
Metropolitana de Salvador os municipios mais vulneraveis ao risco de transmisséo do T.
cruzi sd0: SAo Sebastifo do Passé; Mata de S&o Jodo; Simdes Filho e Dias d’Avila. Estes
dados indicam ainda que mais atencdo deve ser dada aos sistemas de vigilancia da doenca
de Chagas.

Devido as limita¢bes enfrentadas neste estudo, como a falta de dados de todos 0s
municipios, novas metodologias devem ser empregadas, a fim de atualizar a classificacao

de risco para doenca de Chagas na RMS.
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ANEXOS



Anexo 1 - Protocolo de extracao e purificacdo de DNA de triatomineos e tecidos
rigidos. Kit DNAzol® (Invitrogen, CA, EUA) modificado.
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IGM-POP-LPBM-002
Pagina
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO oo
MONIZ
DATA EMISSAO DATA DE VIGENCIA PROXIMA Verséo n.
01
SET/2017 10/09/2020 REVISAO
SET/2020
AREA EMITENTE: LABORATORIO DE PATOLOGIA E BIOLOGIA MOLECULAR
ASSUNTO: Isolamento de DNA de tecidos animais (KIT DNAZOL) — Versao Simplificada

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA:

OBJETIVO
Isolar DNA oriundos de tecidos rigidos.
APLICACAO

Este POP aplica-se unicamente ao Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do
IGM.

DIVULGACAO

Este POP é divulgado eletronicamente na pasta de rede do LPBM na rede IGM local
onde deveréo estar todos os demais POPs do LPBM. Sua consulta esta disponivel somente
para o pessoal do Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do IGM. Uma cépia em papel
pode ser emitida pelo Responsavel Documentacéo de acordo com as seguintes restri¢des:
= Nome da pessoa ou entidade destinataria desta copia deve constar do quadro de Usuarios

Principais com a mencgéao “Copia papel’.;
»  Prévia autorizacdo do responsavel para a aprovacgédo deste POP.

EMISSAO, REVISAO E APROVACAO

Este POP foi:

= Emitido por : Gilmar Ribeiro Jr

= Revisado por : Comissao de Revisdo de POPs - LPBM

= Aprovado por : Mitermayer Galvdo dos Reis — Chefe do LPBM

USUARIOS PRINCIPAIS

Acesso Nome Area
Via rede Mitermayer Galvdo dos Reis Chefe do LPBM
Via rede Luciano Kalabric Silva Tecnologista em
Saude/LPBM
Via rede Gilmar Ribeiro Junior Técnico em Saude Publica
Cépia papel | Laboratério de Patologia e Biologia Molecular | LPBM
Via rede Gilmar Ribeiro Junior Responséavel Documentacgao
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2 18/03/2013 la4 Reviséo do Documento
DESCRICAO
1. CAMPO DE APLICACAO

Este protocolo utiliza condi¢des estringentes para permitir o isolamento do DNA de
tecidos animal. Em combinacdo com protocolos de PCR o diagndstico molecular para detecgao
de infec¢des pode ser firmado, além de genotipagens e caracterizac6es moleculares.

2. PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

A técnica pode ser dividida em 3 etapas: Lise Celular, Precipitacdo do DNA, Lavagem

do DNA e Solubilizac&o da Solucéo.

Durante a etapa de LISE CELULAR as células séo isoladas umas das outras e o DNA é
separado da maioria dos contaminantes organicos pela acdo da solucdo de uma solucéo de lise
comercial (DNAzol®, Invitrogen), contendo detergentes, isotiocianato de guanidina e fenol
tamponado. Asolugcdo do DNAzol® mantém a integridade do DNA total, enquanto desnatura e
dissolve outros componentes da amostra.
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A etapa de PRECIPITACAO DO DNA é realizada com a adi¢do de Isopropanol PA. Ap6s
uma ultracentrifugacdo o DNA precipita no fundo do tubo sob a forma de um precipitado
esbranquicado.

Subseqientemente, na fase de LAVAGEM DO DNA, a solucdo alcodlica é dispensada
e 0 DNA é lavado por algumas vezes com etanol a 70%. Apds uma ultracentrifugacdo o DNA
precipita no fundo do tubo sob a forma de um precipitado esbranquicado.

Na etapa final, SOLUBILIZACAO DA SOLUCAO, a solugéo alcodlica de lavagem é
dispensada e o tubo contendo o DNA é deixado aberto sobre a bancada para secar. Tipicamente,
0 DNA é dissolvido Buffer FG3 (FlexiGene Hydratation buffer — Quiagen) ou ainda em agua
bidestilada ou em solucdo 8mM de NaOH, dosado e congelado a -70°C até o uso.

3. TERMINOLOGIA, DEFINICAO E SIMBOLOS

4. CUIDADOS

Precaucdes para prevenir a contaminacao

» Sempre use luvas descartaveis. A pele sempre contém bactérias e fungos que podem
contaminar uma preparacgao;

« Utilize as boas praticas microbiolégicas para prevenir a contaminacdo por micrébios;

» Use plasticos estéreis, descartaveis e pipetadores automaticos reservados para o trabalho com
DNA para prevenir contaminacdo cruzada com DNA de materiais compartilhados.

Outras precauctes

« E recomendado utilizar tubos descartaveis feitos de polipropileno claro, quando trabalhar com
volumes menores de 1,5mL de DNAIzol® LS.

» Para volumes maiores, use vidrarias ou tubos de polipropileno e teste para ter certeza que estes
materiais resistem a centrifuga¢gfes de 12.000g com DNAzol®. Nao utilize tubos que possam
vazar ou quebrar.

* Equilibre cuidadosamente os pesos dos tubos antes de centrifugar.

5.PROTOCOLO

5.1 MATERIAIS

Galeria para tubos de microcentrifuga de 1,5 e 2 ml

Micropipetadores de 20uL, 200uL, 1000uL

Ponteiras estéreis com barreiras compativeis com os micropipetadores acima.
Tubos de microcentrifuga de 1,5 ml estéreis

AN NI NN
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Ultra-microcentrifura refrigerada

Banho Maria & 65°C

Pistilos de maceracao autoclavados;

Recipientes para descarte SEPARADAMENTE de residuos liquidos e ponteiras

AN NI NN

5.2 REAGENTES

Agua bi-destilada

DNAZzol® LS (Invitrogen)
Isopropanol (100%)

Etanol 75%

Solugdo 8mM NaOH

Hipoclorito (descarte de ponteiras)

ANENENENENEN

Cuidados:

Cuidado: O DNAzol usado no protocolo é tamponado para prevenir produtos de oxidagao que
poderiam danificar o DNA. Todavia, deve-se ter cuidado, porque solu¢cdes contendo DNAzol
podem causar lesGes quimicas a pele e danificar vestimentas. Deste modo, uso de luvas, 6culos
de seguranca e jaleco quando se estiver manuseando esta substancia. Se possivel trabalhe em
capela quimica para evitar a inalagéo dos vapores.

Todos os liquidos resultantes do processo de isolamento de DNA ndo devem entrar em
contato com hipoclorito e solugcbes acidas e devem ser armazenados em recipiente de
polipropileno com tampa e descartados como residuos quimicos.

5.3 PROCEDIMENTOS

Todas as etapas desta parte do protocolo devem ser realizadas em uma area limpa, livre de
aerossois de acidos nucléicos preferencialmente nas condigdes estéreis de um fluxo laminar
(fluxo laminar 1 - area pré-amplificagao).

Preparacao dos reagentes

1. Mantenha a solucéo de isopropanol 100% suficientes para as etapas de precipitacdo.
2. Prepare solucBes de etanol a 70% suficientes para as etapas de lavagem.
3. Descontamine os pistilos em solucdo de NaOH 1M por 24 horas antes da sua utilizacdo.

Tratamento das Amostras

a) Pesar e separar um volume entre 25 e 50 mg do tecido;
b) Fragmentar o tecido em pequenos pedacos e ajustar o peso de todas as amostras antes da
extracao;
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CUIDADOS: Ao realizar este procedimento, esteja a par das boas praticas laboratoriais e de
manipulagdo de animais com o uso de EPIs, evitando possiveis contaminacoes;

Todas as etapas desta parte do protocolo devem ser realizadas em uma area limpa, livre de
aerossois de acidos nucléicos para evitar a contaminagdo das amostras:

Isolamento do DNA

A - LISE CELULAR

1.

2.

3.

4.

5.

6.

Emergir o tubo com o tecido em nitrogénio liquido, fazendo com que a amostra fique
submersa por alguns segundos.

Macerar bem a amostra, tomando o cuidado de aguardar a maior parte do Nitrogénio
Liquido dentro do tubo secar antes de realizar este procedimento.

Adicione em cada tubo de microcentrifuca de 2mL, 1000uL de DNAzoI®.

Nota: Adicione primeiramente metade do volume de DNAzol®, misture a solucdo e em
seguida adicione a outra metade

Misture o contelido dos tubos vigorosamente (20 sec. aproximadamente) e prossiga com
a préxima amostra.

Ap6s misturar a Ultima amostra, aguarde 1 hora para permitir que as amostras
dissolvam;

Centrifugue os tubos por 5 min. a 10.000 rpm em 4°C ou temperatura ambiente;

B — PRECIPITACAO DO DNA

7.

9.

Transfira a fase aquosa superior (aprox. 1000uL) de todos os tudo em novos tubos de
1,5mL limpos devidamente identificados, tomando cuidado para néo transferir a fase
fendlica ou a interfase branca.

Adicione 500uL de Isopropanol PA em cada tubo. Misture os tubos por inverséo e deixe
5 min a temperatura ambiente;

Nota: Caso haja a formacdo de uma emulsdo muito espessa, que impossibilite extrair
aprox. 10004L, é aconselhavel adicionar um volume de agua livre de DNA e RNAses
equivalente para recompor a amostra, agitar e re-centrifugar.

Centrifugue os tubos por 5 min. a 10.000rpm em 4°C ou temperatura ambiente;

C — LAVAGEM DO DNA
10. Cuidadosamente, remova o sobrenadante e adicione 1 mL de etanol 75% (preparado

com agua DEPC);

11. Misture os tubos por inverséo e deixe 5 min & temperatura ambiente;
12. Centrifugue os tubos por 5 min. a 13.000rpm em 4°C ou temperatura ambiente;

D - ELUICAO E DOSAGEM DO DNA
13. Cuidadosamente, remova o sobrenadante. O precipitado pode ser perdido nesta etapa.

Deixe secar por alguns minutos em temperatura ambiente para que o etanol precipite
completamente;
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14. Adicione 25uL da solucdo 8mM de NaOH (tampé&o de eluicdo) em cada tudo e

mantenha em banho Maria a 65°C por 15 minutos para solubilizar o DNA.

15. Dosar o DNA e congelar a -70°C.

6. FORMULARIOS ANEXOS

N&o aplicavel.

7. REFERENCIAS

1. CHOMCZYNSKI, P. & SACCHI, N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium

thiocyanate-phenol-chloroform extration. Anal Biochem 162: 156-9, 1987.

2. SAMBROOK, J., FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T. Molecular Cloning: A laboratory manual. 2.

ed. New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 3. v.
3. Chomezynski, P, Mackey, K, Drews, R, Wilfinger, W (1997) DNAzol: a reagent for the rapid isolation
of genomic DNA. BioTechniques 22: pp. 550-553




Anexo 2 — Reagentes e condicdes para a realizacdo da PCR.

A. Reagentes utilizados para amplificacdo dos alvos moleculares

Reagentes

H20

10x buffer without Mg
MgCl (mM)
dNTPs (mM)
Primer A (TCC)
Primer B (TCI)
Primer C (TCII)
Taq (U/uL)

DNA (ng/uL)
Total volume (uL)

1
2,5
0.4

N R R e

100

Concentracéo final

Tubo (uL)
17,85
2,5
15
0,5
0,25
0,25
0,25
0,4
15
25

B. Condicdes de termociclagem utilizadas para amplificacdo dos alvos

Termociclador
Temperatura da Tampa
T1 - Desnaturacdo 1

T2 - Desnaturagéo 2

T3 - Anelamento

T4 - Alongamento

T5 - Alongamento Final
Ao terminar manter a

moleculares

Temperatura (°C)

Legenda: *40 ciclos.

94
94
94
60
72
72
12

Tempo (seg.)
180
30*
30*
60*
600

o0



Anexo 3 - Média por ano da DC de acordo com AlH, no periodo de 2007 a 2017.
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Anexo 4 - Média por ano da DC de acordo com 0s registros de obitos, no periodo de 2007 a 2017.
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Anexo 5 - Média por ano dos individuos que se autorreferem com DC de acordo com os registros do SIAB, no periodo de 1998 a 2015.
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Anexo 6 - Média por ano de doadores de sanque do HEMOBA néo negativos para DC, no periodo de 2008 a 2018.
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Anexo 7 — Artigo 1: Seroprevalence of Trypanosoma cruzi infection among

blood donors in the state of Bahia, Brazil.




Anexo 8 — Artigo 2: Triatomine bugs maintain the risk of Trypanosoma cruzi transmission
to humans and domestic animals in the State of Bahia, Brazil.
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Abstract

Introduction: Chagas disease (CD) affects 5.7-7.0 million individuals worldwide, and its prevalence reached 25.1% in the state
of Bahia, Brazil. There is an association between the prevalence of CD, the socioeconomic status of the population, and the risk of
re-emergence due to non-vectorial transmission, such as blood transfusion. This study determined the seroprevalence of 7. cruzi
infection among blood donors in the state of Bahia, located in northeastern Brazil, and their epidemiological profile during a 10-
year period. Methods: We performed a descriptive cross-sectional study involving a database review. Data were collected from
patients with non-negative results for 7. cruzi infection during a 10-year period. Results: A total of 3,084 (0.62%) samples were
non-negative for 7. cruzi infection in an initial serological screening, and 810 (0.16%) samples were non-negative in the second
screening. The correlation between infection and age (30 years or older) and between infection and lower educational level (12
years or less) in the first and second screening was statistically significant. The seroprevalence of 7. cruzi infection was higher in
men in the first screening. In addition, 99.52% of the municipalities of Bahia had at least one case of CD. Livramento de Nossa
Senhora and Salvador presented the highest disease prevalence and recurrence, respectively. Conclusions: The seroprevalence
of T. cruzi infection in these populations was lower than that found in other studies in Brazil but was comparatively higher in
densely-populated areas. The demographic characteristics of our population agreed with previous studies.

Keywords: Chagas disease. Blood donor. Seroepidemiological studies.

INTRODUCTION

Human Chagas disease (CD), also known as American
trypanosomiasis, is a vector-borne tropical disease caused by
the protozoan hemoflagellate Trypanosoma cruzi. CD was
discovered and initially described by Dr. Carlos Chagas in 1909,
at Lassance, Minas Gerais, Brazil'.

In Latin American countries, CD causes 12,000 to 14,000
deaths annually? and affects 5.7 to 7.0 million people®. More
affordable traveling conditions from Latin America to non-
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endemic areas and increasing international migration flows
have increased 7. cruzi infection beyond the borders of Latin
America, and CD reached Europe, North America, and Oceania
countries*®.

The seroprevalence of 7. cruzi infection decreased in Latin
America (from 6.49% to 1.28%) and Brazil (from 6.96% to
0.21%) between 1970 and 20067 as a consequence of control
campaigns in endemic countries, which helped reduce vectorial
and transfusion transmission. Despite this decreasing trend in
endemic areas, neglected regions have a higher number of cases
and infected individuals.

In Brazil, the overall prevalence of 7. cruzi infection reached
4.2% between 2000 and 2002 in the northeast, and the infection
rate was higher than 5%%°. More recently, micro-outbreaks
of CD occurred via oral transmission in municipalities in the
interior of the states of Santa Catarina and Bahia'°.
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Vectorial transmission is more common in endemic areas,
in which the parasite is transmitted by contact with feces or
urine of infected blood-sucking triatomine bugs (Hemiptera,
Reduviidae). Other transmission routes include the consumption
of contaminated foods or beverages, tissue and organ
transplantation, mother-to-child transmission during pregnancy,
laboratory accidents, induced or criminal infection, and blood
transfusion. The transmission of 7. cruzi via blood transfusion
has increased because of urbanization and modernization of
medicine!! and is the predominant route of transmission in
both endemic and non-endemic areas'?, especially in countries
in which screening tests for CD are not mandatory in blood
banks. Furthermore, 7. cruzi tolerates extreme conditions,
such as low temperatures (—80 to 4°C), and freezing and
thawing"®, indicating that the parasite can be transmitted in all
blood components, including granulocytes, red blood cells,
and plasma.

T. cruzi infection occurs predominantly in individuals living
in rural areas®. However, the epidemiological status of CD has
changed as a consequence of migration flows from rural areas
to the periphery of large cities, where the presence of forest
remnants increases the risk of disease transmission'*"".

Human CD is classified as a neglected transmitted disease,
primarily affecting communities with higher social vulnerability,
characterized by low income, poor housing and hygiene
conditions, and low levels of schooling. For this reason, among
parasitic diseases, CD is the most strongly associated with
population vulnerability, in which the majority of seropositive
individuals have these risk factors'®.

Studies on CD should assess ecological, biological, social,
and economic parameters to identify risk factors associated
with disease development and progression. Furthermore, these
studies reduce the risk of infection by producing knowledge for
scientific and technological innovations.

Technologies capable of reducing the risk of transmitting
infectious diseases through transfusion are critical to prevent
the spread of contagious agents and ensure the quality of
blood for transfusion'. Studies of discarded serological tests
are capable of creating relevant technologies to improve the
quality of blood transfusion. Serological screening has been
used in several countries to improve public health programs.
However, this type of testing is facing ethical, operational, and
financial difficulties®.

Training the teams responsible for collecting pre-donation
information is critical, given that adequately collected
epidemiological data may help avoid transmission and decrease
costs in the public health system.

In addition to avoiding transmission, identifying individuals
with suspected disease allows researchers to identify regions
with a higher risk of transmission and the most relevant
epidemiological characteristics associated with seropositivity.
Moreover, identifying places of birth and residence with higher
prevalence may help characterize areas with a higher risk of
transmission in the state of Bahia.

Previous studies with blood donors reported that the
percentage of non-negative results was higher among married
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individuals, people in stable relationships’, and subjects with
lower education levels?!. The percentage of infection was higher
in men?>*%, although one study found that the rate was higher in
women?!. The number of cases was higher in older age groups,
especially in individuals older than 30 years”*>?3252, Moreover,
the percentage of infection between men and women differed
according to age group®.

The objective of this study was to determine the seroprevalence
of T cruzi infection and describe the epidemiological profile
of blood donors from the Hematology and Hemotherapy
Foundation of Bahia (HEMOBA) with non-negative results
for T cruzi infection detected by screening tests during a
10-year period (February 2008 to February 2018) in the state
of Bahia. The specific objectives were to determine the most
relevant epidemiological characteristics of blood donors with
inconclusive results for CD and identify the municipalities of
origin of this population.

METHODS

Study design: Descriptive cross-sectional study involving
a database review.

Target population: All blood donors from HEMOBA in
the state of Bahia, Brazil, examined during the study period.
HEMOBA is the official blood service in Bahia, and its units
cover all health macro-regions in the state;

Diagnostic criteria: Non-negative results for 7. cruzi
infection;
Selection criteria:

* Inclusion: Donors with non-negative results for 7. cruzi
infection detected in serological screening tests performed
at HEMOBA;

* Exclusion: Donors with negative serology in the second
screening;

Variables: Gender, age, place of residence, place of
birth, education level, racial group, marital status, number of
annual blood donations, and test results in the first and second
screening;

Clinical selection of candidates and release of blood bags:
To minimize the risk of 7. cruzi infection via blood transmission,
the Brazilian Ministry of Health has issue several ordinances,
the most recent being Ordinance 5, which was published in
the Official Gazette of the Union on September 28, 2017
and lists the criteria for the clinical selection of candidates for
blood donation. HEMOBA created a standard computerized
questionnaire (Hemovida System) following these criteria and
disclosed the data for the study. The methodology used for
the release of blood bags followed the recommendation of the
Ministry of Health according to Ordinance 5.

Serological screening: High sensitivity tests are mandatory.
Between January 1991 and January 2015, screening tests for CD
among blood donors at HEMOBA used anti-7. cruzi antibodies
and ELISA from MUREX (FRA) and BIOMERIEUX (FRA).
Since February 2015, HEMOBA adopted serological screening
by chemiluminescence using IgG and IgM class antibodies.
These antibodies were purchased from ABBOTT (IL, USA)
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until February 25, 2016, and from DIASORIN (ITA) since then
to date. HEMOBA uses the same serological test in donors in
the second screening and sends them to a referral unit in case
of positivity.

Statistical analysis: Descriptive analyses were performed
using the statistical package Epi Info 2000 (CDC, Atlanta, GE,
USA). The ?* test was used to compare proportions, and a level
of significance of 5% (p<0.05) and a confidence interval of 95%
were adopted in all tests. Qualitative variables were expressed
as absolute numbers and relative frequency.

Georeferencing: The information was georeferenced using
the software Qgis version 20.0 to identify groups with high rates
of non-negative results for 7. cruzi infection according to the
place of residence. The natural breaks method with five class
intervals was used because the variables were discrete.

Ethics

The adopted procedures were in accordance with the ethical
standards of the Research Ethics Committee of the Gongalo
Moniz Institute (FIOCRUZ, Bahia, Brazil) and with the Helsinki
Declaration of 1964, revised in 1975, 1983, 1989, 1996, and
2000. The consent form was waived because the analysis was
based on a database. However, no personal identification data
were used to ensure the complete anonymity of blood donors.
The research did not cause any physical, psychic, moral,
intellectual, social, cultural, or religious risk to blood donors.

RESULTS

During the 10-year study period (February 22, 2008 to
February 21, 2018), 494,010 donors and 816,346 blood samples
were examined at HEMOBA. In a preliminary analysis, 3,084
(0.62%) inconclusive samples were identified. All samples
reactive for 7. cruzi are considered non-negative by HEMOBA.
Patients whose test results were non-negative or inconclusive
were advised to return to HEMOBA to undergo a second
screening. This orientation follows a protocol in which the
blood center sends up to three letters to the donor’s registered
address, with an interval of 30 days between each of them. A
total of 1,486 patients returned to the blood center for a second
screening, of whom 810 (0.16%) were considered non-negative
for 7. cruzi infection.

Among the non-negative samples, 1,334 (43.26%) were
analyzed by chemiluminescence using IgG and IgM antibodies
and 1,750 (56.74%) by ELISA using anti-7. cruzi antibodies
in the first screening, whereas 671 (45.15%) samples were
analyzed by chemiluminescence using IgG and IgM antibodies
and 815 (54.85%) by ELISA using anti-7. cruzi antibodies in
the second screening.

The group of individuals positive for 7. cruzi infection in
the first and second screening (810) was analyzed by gender,
age, racial group, marital status, educational level, place of
residence, and place of birth.

In the first screening, the prevalence of non-negative results
for T. cruzi infection was 0.62% (3048 samples) and was higher
in men (PR, 1.0919; 95% CI, 1.02—1.17) and in blood donors
aged 30 years or older (PR, 1.5863; 95% CI, 1.4676—1.7147).

The prevalence of non-negative results in donors with less
than 12 years of schooling was 32% (PR, 1.3236; 95% CI,
1.2040-1.4550) when compared with those with at least 12 years
of education. There was no statistically significant association
between the place of birth and residence and the prevalence of
non-negative serology in this population (Table 1).

The analysis of data from the second screening indicated
that the prevalence of non-negative results for 7. cruzi infection
was 0.15% (810 samples). The prevalence was higher in blood
donors aged 30 years or older (PR, 3.4497; 95% CI, 2.8547—
4.1689) and donors with 12 years of schooling or less (PR,
2.6943; 95% CI, 2.1154-3.4317). There was no statistically
significant association between non-negative serology, gender,
and the place of birth and residence in Bahia (Table 1).

The data on the prevalence of non-negative results according
to the marital status and racial group are shown in Table 2. Given
the high miscegenation of the population in Bahia, it is difficult
to classify the study sample into racial groups. Notwithstanding,
there was no significant association between prevalence rates
and racial groups.

The data on the place of residence of blood donors with
non-negative results for 7 cruzi infection were georeferenced
and summarized in cartographic representations. The prevalence
rates during the 10-year period in the first and second screening
performed at HEMOBA is shown in Figure 1.

During the study period, 415 municipalities of Bahia were
identified as places of residence of blood donors who presented
at HEMOBA. Only the municipalities of Almadina and Jiquiri¢a
were not represented in the samples in this period. In addition,
608 cities outside of Bahia were identified as places of residence,
with 11,656 donors (1.43%); however, these donors were not
included in the geographical representations because these cities
were outside the cartographic limit of the state.

According to the data from the first screening, the
municipalities with the highest prevalence were Livramento de
Nossa Senhora, located in the center-south of the state (n=2,
100%), Cotegipe (n=14, 6.31%), Wanderley (n=17, 6.69%),
Sebastido Laranjeiras (n=5, 7.25%), Mulungu do Morro (n=8,
7.92%), Jaborandi (n=4, 8.33%), and Lajedinho (n=1, 10%).
In the second screening, the municipalities with the highest
prevalence were Livramento de Nossa Senhora (n=2, 100%),
Boa Vista do Tupim (n=1, 3.85%), Wanderley (n=11, 4.33%),
Botupora (n=1, 4.7%), and Lajedinho (n=1, 10%).

The places of residence with at least one non-negative
result per year between February 2008 and February 2018 in
the second screening are shown in Figure 2.

The municipalities with the highest number of recurrences
was Salvador (state capital) (11 out of 11 years), Feira de
Santana (located in the north-central region of the state) (9 out
of 11 years), Barreiras (8 out of 11 years), and Santo Anténio
de Jesus (8 out of 11 years).

DISCUSSION

Human CD is endemic in Brazil, despite the success
of government initiatives adopted in the past few decades.
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TABLE 1: Factors associated with T. Cruzi infection in the first and second screening.

Seroprevalence of T. cruzi infection (2008-2018)
Characteristics

First screening Second screening
Total %* PR (95% ClI) p Total %* PR (95% Cl) p
Total 3084 0.62 810 0.16 7
Sex
Male 1908 0.65 1.0919 (1.0150-1.1733) p<0.05 470 0.16 0.9298 (0.8088-1.0689) ns
Female 1176 0.59 1 340 0.17 1
Age, years
=30 2196 0.44  1.5863 (1.4676-1.7147) p <0.001t 683 0.14 3.4497 (2.8547-4.1689)  p<0.001t
<30 888 0.28 1 127 0.40 1
Place of residence is
located in Bahia
Yes 3049 0.38  1.2657 (0.9075-1.7653) ns 803 0.10 1.6667 (0.7922-3.5066) ns
No 35 0.30 1 7 0.06 1
Place of birth is located
in Bahia
Yes 2832 0.38 1.0743 (0.9447-1.2218) ns 753 0.10 1.2629 (0.9649-1.6529) ns
No 252 0.35 1 57 0.08 1
Years of education
<12 2573 0.66  1.3236 (1.2040-1.4550) p <0.001t 738 0.19 2.6943 (2.1154-3.4317)  p<0.001t
>12 511 0.50 1 72 0.07 1

*% of total blood donors that belong to this category between 2008 and 2018. Cl, confidence interval; ns, not significant. T Significant in a multivariate logistic
regression analysis.

TABLE 2: Seroprevalence distribution according to marital status and racial group.

Seroprevalence of T. cruzi infection (2008-2018)

Characteristics Sample 1 Sample 2

Total %* Total %*

Total 3084 0.62 810 0.16

Marital status

Married 1299 0.75 373 0.22
Separated 10 0.89 4 0.36
Divorced 57 0.62 20 0.22
Judicially separated 10 0.71 2 0.14
Single 1634 0.55 386 0.13
Widow 41 1.29 17 0.01
Others 33 0.50 8 0.12

Racial group

Caucasian 172 0.59 45 0.15
Brazilian Caucasian 1069 0.60 277 0.16
Indian 4 0.27 1 0.07
Mixed 1422 0.66 400 0.18
Black 417 0.60 87 0.13
Asian 0 0 0 0

*% of total blood donors that belong to this category between 2008 and 2018.
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FIGURE 2: Recurrence of Trypanosoma cruzi infection (second sample) per
year by municipality in the state of Bahia, Brazil, between 2008 and 2018.

Measures for eradicating vectorial transmission are constantly
debated. However, much remains to be done because the disease
is transmitted by other routes, including blood transfusion,
which has gained importance in the epidemiological literature.
Studies investigating the prevalence of CD in blood donors
can provide quantitative epidemiological data and guide
interventions in high-risk areas and population groups.

Among a population of 494,010 donors and 816,346 blood
donations during the 10-year period, 3,084 (0.62%) samples were
non-negative in the first screening. Among 1,486 donors, 810
(0.16%) samples were non-negative in the second screening. These
rates may be underestimated because, despite strong guidance on
the importance of second screening, many donors did not return
to the blood units and therefore were not included in the analysis.
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The prevalence rates were lower than those found in other
studies conducted in Brazil but were relatively higher in densely-
populated regions. Dias et al. (2000) found that the seropositivity
for T_ cruzi infection between 1987 and 1994 ranged from 0.77%
to 2.22% in Bahia and from 0.69% to 0.88% in the northeast
region of Brazil. Dias (1998) reported that the seropositivity
between 1988 and 1990 in Brazil was 0.97% and decreased in
the following years: 0.7-1.1% in 1991, 0.7% in 1993, and 0.75%
in 1994; the seropositivity in the northeast of Brazil was 0.36%
in 1994. In contrast, Monich (2016) found that the discard rate
of donated blood in Curitiba between 2003 and 2012 varied
from 0.6% to 0.9%, whereas Slavov et al. (2016) indicated
that the discard rate in the state of Sao Paulo between 2012 and
2014 was 0.1%. It is worth mentioning that the methodology
used in some studies did not involve second screening, and
prevalence was calculated using donors with positive serology
in the first screening. The prevalence in the present study using
this approach was 0.62% (3,084 individuals).

The seroprevalence of 7. cruzi infection was higher in
individuals aged 30 years or older and individuals with 12
years or less of education in the first and second screening,
and seroprevalence was significantly higher in men in the first
screening. These results agree with previous studies?'. Data
on seroprevalence rates according to marital status and racial
group are summarized in Table 1.

With respect to the geographical distribution of the places
of residence, 99.52% (415) of the municipalities of the state
of Bahia and 608 municipalities outside the state borders had
at least one diagnosed case of CD during the 10-years study
period. Georeferencing was performed according to the place of
residence rather than the place of birth because maternities are
unavailable in many cities in the interior of the state. Moreover,
the place of residence is a more reliable parameter because it
represents, in most cases, the place where individuals are most
exposed to infection throughout life.

Georeferencing enabled the identification of municipalities
with higher seroprevalence (Figure 1). Increased access to
blood transfusion services is a contributing factor for higher
recurrence. Salvador, the state capital, is home to the HEMOBA
headquarter and has the highest number of blood donors and
donations, which may explain the higher rate of recurrence in
this city. In addition, HEMOBA’s blood collection stations were
being implemented in municipalities of the state throughout
the study period, which might have increased the number of
blood donations.

Seroprevalence analysis of CD can accurately assess the risk
of transfusion-related CD and the rate of disease transmission?®.
This study identified high-prevalence regions in Bahia, allowing
performing serological and epidemiological surveys in these areas
and collecting epidemiological data to formulate health policies.
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Conclusions
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transmission risks.
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ABSTRACT

Background: The identification of Trypanosoma cruzi and blood meal sources in
synanthropic triatomines is important to assess the risk of Chagas disease
transmission. We have identified T. cruzi and blood meal sources of triatomines caught
in domiciles in the state of Bahia, northeastern Brazil, and mapped the occurrence of
infected triatomines that fed on humans and domestic animals between 2012 and
2014.

Methods: Conventional PCR was applied to detect T. cruzi and blood meal sources
(dog, cat, human, and bird) in a randomized sample of triatomines. Mapping was
performed with QGIS20® software.

Results: In total, 5906 triatomines comprising fifteen species were collected from 127
out of 417 municipalities in Bahia. The molecular analyses of 695 triatomines revealed
an ~10% T. cruzi infection rate, which was highest in the T. brasiliensis species
complex. Most bugs were found to have fed on birds (74.2%), and other blood meal
sources included dogs (6%), cats (0.6%) and humans (1%). T. cruzi-infected
triatomines that fed on humans were detected inside houses. A spatial analysis
showed a widespread distribution of T. cruzi-infected triatomines throughout Bahia. In
addition, triatomines that fed on dogs, humans and cats were observed mainly in the

Northeast Region of Bahia.
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Conclusions: Our findings show that synanthropic triatomines maintain the risk of T.
cruzi transmission to humans and domestic animals in Bahia, and there is a need to
improve entomological surveillance strategies to identify the most vulnerable areas.
Entomological and molecular techniques to evaluate T. cruzi infection and blood meal
sources in synanthropic triatomines can be useful tools to identify areas with high

transmission risks.

Key words: Chagas disease, entomological surveillance, T. cruzi, blood meal; PCR.

Background

Chagas disease is the most frequent cause of heart failure in rural populations
in vector-endemic countries in Latin America [1, 2]. Chagas disease is a chronic
infection caused by Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), a protozoan
transmitted by blood-feeding bugs [3]. No vaccines or effective antiparasitic
treatments are available to cure Chagas cardiomyopathy, so vector surveillance

and control are the main strategies to prevent human infection [4].

In Brazil, the control of Chagas disease vectors was implemented
systematically from 1975-1983 when the main vector, Triatoma infestans,
infested domiciles in 12 states. In 1991, Brazil integrated an international
consortium to reduce vectorial transmission through insecticide spraying [5].
The systematic actions of chemical treatment were effective; in 2006, OMS
certified Brazil as free of T. cruzi transmission by T. infestans. However, some
recent outbreaks have been associated with oral transmission, mainly due to

acai palm juice consumption [6], and new cases of vector-borne Chagas
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disease transmitted by either sylvatic vectors invading houses or

domestic/peridomestic populations are being recorded in Brazil [7, 8].

Endemic areas for T. cruzi transmission in the state of Bahia were described a
few years after the discovery of Chagas disease and were mainly associated
with Panstrongylus megistus [9] and T. infestans [10]. More recently, outbreaks
of T. cruzi transmission associated with Triatoma sordida showed the potential
role of this species to transmit T. cruzi to humans [11, 12]. In addition, residual

foci of T. infestans were found in Bahia [13].

In Bahia, 26 triatomine species have been registered [14, 15]; most are strictly
associated with the external environment, but others are often detected inside
houses where they feed on domestic animals and humans. The identification of
T. cruzi and blood meal sources in synanthropic triatomines is important to
assess the risk of Chagas disease transmission in human dwellings. Here, we
identified T. cruzi and blood meal sources of triatomines caught in domiciles in
Bahia, northeast Brazil, and mapped the occurrence of infected triatomines that

fed on humans and domestic animals between 2012 and 2014.

Methods
Study Area
The state of Bahia has 417 municipalities, and it is situated in the Northeast

Region of Brazil (Error! Reference source not found.). In the western region of
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Bahia, the Cerrado is the main biome, with relatively high precipitation and a
tropical climate. A tropical climate at altitude is observed in the city of Chapada
Diamantina; however, in the semiarid region, where the Caatinga biome
predominates, rainfall indices are very low and there are long dry periods. On
the marine coast, annual rainfall can exceed 1500 mm, and the main biome is

Atlantic Forest.

Insect collection

Information, GIS data and triatominae bugs were manually captured by a team
of trained agents from the Epidemiologic Surveillance team of Bahia State
Health Service (SESAB) and IGM/FIOCRUZ-BA. The collections were carried
out as established by the National Program for the Control of Chagas disease
[16] in the localities with prior history of infestation by triatomines. The
inspections of the internal and external walls of the residence and inside rooms
of the house unit and its annexes were carried out following the standardized
inspection protocol [17]. The specimens were captured inside the house and in
the peridomiciliary environment by health agents. Additionally, triatomines were
collected from the wild environment to serve as negative controls in the
analyses of blood meal sources, as DNA of humans and domestic animals
(cats, dogs and chickens) was not expected in sylvatic bugs. Metal forceps and

flashlights were used to survey crevices and nonluminous sites.

Sampled municipalities were selected by the Bahia state coordinated Chagas

Disease Control Program according to epidemiological priority criteria and the



©CO~NOOOIA~AWNPE

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

capacity of each municipality to carry out the program activities. The teams
carried out collections based on the surveillance strategy of the Bahia Chagas

Disease Control Program.

The sampling was performed between 2012 and 2014. Triatomines were
identified using specific identification keys [18]. Then, triatomines were
photographed dorsally and ventrally, and the (1) head and wings, (2) legs, and
(3) abdomen were dissected. The samples were stored in 70% alcohol + 5%
glycerin at 5°C. The sample tubes were labelled with a QR code (Error!

Reference source not found.).

Standardized forms were completed in the field and went through a process of
double entry in an online Google Form®, available through the following links:

Type 1: hitp://migre.me/rVrtw and Type 2: http://migre.me/rVrtY. The data were

stored in different online Google Spreadsheet® links: Worksheet 1:

http://migre.me/rVrBv and Worksheet 2: http://migre.me/rVrDK. The sheets

were comparatively analyzed, and errors were corrected individually.

T. cruzi molecular detection and blood meal sources

Triatomines that were dead/dry or stored incorrectly and first- and second-stage
nymphs were not included in the molecular analyses to increase the efficacy of

DNA extraction with a DNAzol® commercial kit (Invitrogen, USA). Triatomine
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dissection was carried out in a biological safety cabinet to avoid contamination
of the sample with human DNA. Obtained abdomen samples were macerated
with TissueLyser L-Beader® (Loccus, S&o Paulo), plastic disposable
maceration pistils and metal beads. Each sample was kept in a 2 ml autoclaved
conical tube with a screw cap, and 1000 ml of DNAzol and five autoclaved

stainless-steel metal beads were added.

After purification, the DNA concentration was determined by a NanoDrop®
spectrophotometer, and the samples were set to a concentration of ~100 ng/uL.
Conventional [19] and multiplex [20, 21] PCRs were performed with specific
primers to detect T. cruzi based on mini-circle of kinetoplast genes, mini-exon
genes (gene intergenic spacer mini-exon) and the cytochrome oxidase subunit

Il (COIl) gene).

To evaluate PCR inhibitors, the samples were subjected to amplification with an
ITS-2 nuclear rDNA marker [22]. For the amplification of molecular targets, a
commercial kit with Qiagen PCR Master MIX - QlAamp® was used. The
amplifications were performed in a Mastercycler Gradient® thermocycler

(Eppendorf). The PCR conditions and primers are described in Additional File 1.

Samples of T. cruzi cultures were obtained from the Experimental Chagas
Disease Laboratory (LACEI/CPqGM) and used for positive controls. The DNA
samples of dogs (Canis familiaris L.), bird (Gallus L.) and cat (Felis catus L.)

were obtained from the blood of healthy animals from the animal lab. The
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human blood sample was obtained from the research team. All the samples
used as controls had the DNA purity evaluated with a Nanodrop®
spectrophotometer and adjusted to ~100 ng/pL concentration. Then, the

samples were aliquoted and kept at -70°C until use.

The amplified products (10 ul) were separated by electrophoresis in an agarose
gel, stained with SYBR Safe, visualized with blue light and photographed with a
Photo-documenter MultiDoc-it (UVP, Imaging Systems — USA). The images
were analyzed with UVP GelStudio™ (VisionWorks) software, and the results
were recorded in an electronic spreadsheet. PCR results were analyzed by
capillary electrophoresis in an Applied Biosystems ABI-3100 DNA sequencer.
The generated electropherograms were analyzed with GeneScan analysis

software version 3.1.

Statistical analysis and mapping procedures

T. cruzi infection of triatomine species and blood meal frequencies were
compared by the X2 or Fisher's exact tests using the StartCalc tool in Epilnfo™.
For all statistical analyses, the confidence interval was evaluated, and a p-value
< 0.05 was defined. Records of triatomines in Bahia were referenced to
geographic coordinates using a GPS. When there was no information on the

specific GIS coordinates, we used the municipality centroid.

ArcGIS/ArcMap 10.5 software was used to map triatomine spatial distribution

and to perform spatial statistics. In order to determine if the spatial pattern



©CO~NOOOIA~AWNPE

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

expressed of data is either clustered, dispersed, or random, the spatial
autocorrelation was evaluated by Global Moran's |, z-score and p-value
statistics interpretation at Spatial Autocorrelation Tool. To determine the
appropriate Distance Threshold or Radius to elaborate Kernel Density analysis,
we used the Incremental Spatial Autocorrelation Tool. This tool measures
spatial autocorrelation for a series of distance increments and reports, for each
distance increment, the associated Moran's Index, Expected Index, Variance, z-
score and p-value. Z-score peaks reflect distances where the spatial processes
promoting clustering are most pronounced. Hotspots were represented by
Kernel Density Analysis using Kernel Density tool. The layers (.shp) used during
this study were obtained from the IBGE website

(https://downloads.ibge.gov.br/).

Results

In total, 5906 triatomines comprising fifteen species were collected from 127 of
417 municipalities in Bahia. Most of them (4640) were collected in 823
household units (intra- and peridomiciliary environments), especially in
peridomestic areas (90%). The remaining samples were obtained from the wild
environment. The distribution of sampled triatomines by species, collection
environments and municipalities are shown in Error! Reference source not

found..

Intradomiciliary triatomines were collected in 55 municipalities where 610
specimens of 10 species were registered. Colonies of T. sordida, T.
pseudomaculata and T. juazeirensis were found in houses mainly in

municipalities in the Caatinga biome. Peridomiciliary triatomines were collected
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©CO~NOOOIA~AWNPE

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

in 97 municipalities where 4030 specimens of 13 species were registered. T.
sordida was the most captured and widely distributed species in Bahia state,
followed by T. pseudomaculata (Error! Reference source not found.). A colony
of T. infestans was detected with more than 400 specimens inside a chicken
coop five meters from a household. In the wild environment, 484 triatomines of

five species were captured in four municipalities.

In total, 696 triatomines were selected for molecular evaluation of T. cruzi
infection and blood meal analysis (Error! Reference source not found.). A total of
99.85% (n = 695) showed specific amplification for triatomine DNA with an ITS-
2 nuclear rDNA marker, indicating the DNA integrity of the samples. All
molecular targets evaluated have shown a spatial pattern expressed as
clustered and showed an appropriate radius, in miles, of 1.86 (T. cruzi), 2.11

(Man), 1,98 (Dog), 1,77 (Cat), 1.98 (Bird) (Fig. 4).

Almost 10% of the triatomines were infected by T. cruzi (Cl: 0.075-0.121), and
the infection rate was highest in the T. brasiliensis species complex (Error!
Reference source not found.). The proportion of T. cruzi-infected triatomines
was higher in the wild environment (X2 = 134, p < 0.001). Infected triatomines
were detected in 25 municipalities, mainly in the Caatinga biome (Error!
Reference source not found.). The kernel spatial analysis showed higher density
areas of T. cruzi-infected triatomines in northeast and central Bahia (Error!

Reference source not found. B).
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Most bugs were found to have fed on birds (74.2%); other blood meal sources
were dogs (6%), cats (0.6%) and humans (1%) (Error! Reference source not
found.). Triatomines that fed on bird were detected widely in Bahia state (Error!
Reference source not found.), while those that fed on humans, dogs and cats
were mainly detected in the Northeast Region, near the state of Pernambuco

(Error! Reference source not found.).

Dog, cat and human molecular targets were detected only within the domestic
environment (intra- and peridomicile), and there was no significant difference
between them (X2 dog = 3.4 p =0.052; X2 cat=1.0 p=0.297; X2human=1.1p
= 0.284). The frequency of triatomines that fed on birds was practically the
same as in the wild and peridomiciliary environments (X2 = 0.013 p = 0.9076)
and statistically higher in the peridomiciliary environment than in intradomiciles

(X2=8.0 p=0.004).

T. cruzi-infected triatomines that fed on humans, dogs and cats were detected
inside houses. Triatomines that fed on dogs and humans were also detected in
peridomiciliary areas. All infected triatomines detected in the wild environment
contained bird DNA, and mixed blood sources were also observed (Error!

Reference source not found.).
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Discussion

The most salient findings about T. cruzi infection and blood meal sources in
synanthropic triatomines in Bahia were as follows: 1) T. cruzi-infected triatomine
bugs may feed on human blood; 2) T. cruzi-infected triatomines have a
widespread distribution, but bugs that fed on dogs, humans and cats were
observed mainly in the Northeast Region; and 3) most bugs were found to have
fed on birds. These results show that synanthropic triatomines maintain the risk

of T. cruzi transmission to humans and domestic animals in Bahia.

During the two years of research, 15 of the 26 triatomine species of Bahia were
recorded. The species that infested the domestic environment of the sampled
municipalities most often were Triatoma sordida, T. pseudomaculata and the T.
brasiliensis species complex. The result differ from those observed before
systematic Chagas disease vector control was carried out between 1975 and
1983, when P. megistus and T. infestans were the most captured species inside
houses [10]. In our research, P. megistus was observed only in an invasive way
inside the residences, and T. infestans occurred in only one municipality. These
results show the success in controlling domestic triatomine species, with the

virtual elimination of T. infestans in Bahia municipalities [23, 24].

Our results also reveal the emergence of T. juazeirensis, T. brasiliensis, T.
sherlocki, T. sordida and T. pseudomaculata, which demonstrates their ability to

colonize synanthropic environments [25, 26]. In this scenario, there is a risk of



©CO~NOOOIA~AWNPE

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

T. cruzi vector transmission and oral outbreaks of Chagas disease, as already
recorded with T. sordida in Bahia state [27]. Triatoma juazeirensis is a newly
described species [28] that is commonly misidentified as T. brasiliensis. Its
identification in Intradomiciliary environments adds new information about the

biological behavior of this species.

T. cruzi has been detected in vectors in all regions of Bahia. The evaluation of
T. cruzi infections in triatomines based on parasite morphology after optical
microscopy may result in underestimations [29]. Consequently, the risk of T.
cruzi transmission should be higher than entomological-parasitological routine
surveillance suggests [30]. For example, test-specific naive indices of T. cruzi
infection in triatomines varied from 17.8%, considering only optical microscopy
results, to 41.5%, considering PCR results (23.1% positive by conventional
PCR and 41.3-41.4% by gPCR) [31]. Our results revealed a triatomine infection
rate of approximately 10% by conventional PCR, suggesting that the triatomine
infection in Bahia may be even higher than that observed in our study. These
infection rates also vary according to the species and development stage of the
sampled specimens. For example, the T. cruzi infection rates observed for T.

tibiamaculata ranged from 50-65% [32].

The T. cruzi infection rates observed in our work were similar to those obtained
in recent studies carried out in Pernambuco [33], Mato Grosso do Sul [34, 35]
Ceard [36, 37] and Bahia [32, 38]. T. cruzi infection rates of T. sordida were

generally less than 5% based on parasitological methods; however, other
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researchers [31] estimated rates of 35% based on gPCR, a more sensitive
evaluation method, which reinforces the relevance of this species as a potential
T. cruzi vector. T. infestans was not found to be infected by T. cruzi, as all the
specimens were collected from a single colony in a chicken coop near the
household unit; this is an unusual situation for this species, as it is considered to

be exotic and domestic in Bahia [39].

The most frequent blood meal source detected in triatomines in Bahia was birds
(74%), similar to other works [32, 40]. Birds are an important link in the
domiciliation process of triatomines because they are a blood meal source
found widely in wild environments and commonly breed in human dwellings
[41], favoring the occurrence of triatomine colonies in these environments [42,

43].

Human, dog and cat DNA, at 1%, 6% and 0.6%, respectively, were observed
less frequently. It is important to point out that previous studies show the key
role of domestic animals in maintaining T. cruzi circulation within the human
dwelling, increasing T. cruzi transmission risk to humans and domestic animals

[44, 45].

The species found with human DNA were T. brasiliensis, T. juazeirensis and T.
sordida, and several other studies have revealed that these species are capable

of transmitting T. cruzi to humans in the domestic environment [46-48].
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Regarding the spatial distribution of T. cruzi and blood meals, clusters of
infected triatomines that fed on humans and domestic animals in the Northeast
Region of Bahia were observed in the municipalities of Curaca and Irecé.
Simulations of vulnerability to T. cruzi vector-borne transmission in Brazil based
on the most prevalent species [49] also indicated the Northeast Region of Bahia

as having high vulnerability to the vector-borne transmission of T. cruzi.

We conclude that triatomines remain widely distributed in Bahia, with relevant T.
cruzi infections and active feeding on human and domestic animals inside
houses, mainly in the Northeast Region of Bahia. Finally, our results contribute

to the mapping of Chagas Disease vector transmission risk in Bahia state.

List of abbreviations

T. cruzi: Trypanosoma cruzi; T. brasiliensis: Triatoma brasiliensis; PCR:
Polymerase Chain Reaction; T. infestans: Triatoma infestans; SESAB:
Epidemiologic Surveillance team of Bahia State Health Service; DNA:
Deoxyribonucleic acid; ITS-2: Internal transcribed spacer - 2; GPS: Global
Position System; GIS: Geographic Information System; T. sordida: Triatoma
sordida; T. pseudomaculata: Triatoma pseudomaculata; P. megistus:
Panstrongylus megistus; T. juazeirensis: Triatoma juazeirensis; T. sherlocki:
Triatoma sherlocki; gqPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction; T.

tibiamaculata: Triatoma tibiamaculata;
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1
1 Table 1 — Triatomines collected at different environments in the state of Bahia State, Brazil, between 2013 and 2014.
Intradomicile Peridomicile Wild environment Not determined Distribution
Species Adult Adult Adult Adult Total
—— Nymph Subtotal ———— — Nymph Subtotal ———  — Nymph Subtotal —— — Nymph  Subtotal N %
M F M F M F M F
Panstrongylus geniculatus 3 8 0 11 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 14 9 7.32
P. lutzi 2 4 0 6 (2) 4 4 0 8 (1) 0 o0 0 0 1 1 0 2 16 (3) 4 325
P. megistus 0 3 0 3 6 7 2 15 (6) 0 0 0 0 3 2 0 5 23 (6) 5 4.07
Psammolestes tertius 0 0 0 0 6 8 0 14 (8) 0 0 0 0 0 0 0 0 14 (8) 2 163
Triatoma brasiliensis 23 16 0 39(33) 19 24 44 87(13) 10 14 27 51 (11) 1 0 0 1 178 (57) 20 16.26
T. juazeirensis 32 20 89 141 (58) 12 17 13 42 (35) 1 2 0 3(3) 8 13 20 41 227 (96) 7  5.69
T. melanica 0 0 0 0 4 3 12 19 (7) 0 0 0 0 0 0 0 0 19 (7) 1 0.81
T. infestans 0 0 0 0 45 102 294 441 (80) 0 0 0 0 0 0 0 0 441 (80) 1 0.81
T. lenti 0 O 0 0 0 0 1 1 1 0 5 6 (2) 0 0 0 0 7(2) 1 081
T. melanocephala 6 6 0 12 1 2 0 3(1) 0 0 0 0 1 1 0 2 17 (1) 12 9.76
T. petrocchiae 0 1 0 1(1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(1) 1 0.81
T. pseudomaculata 23 16 25 64 (26) 117 166 250 533 (55) 0 0 0 0 33 40 244 317 914 (81) 45 36.59
T. sordida 89 103 122 314 (201) 712 773 1370 2855 (92) 0 0 0 0 51 60 296 407 3576 (293) 70 56.91
T. sherlocki 0 o0 0 0 0 0 0 0 70 199 154 423(58) O 0 0 0 423 (58) 1 070
T. tibiamaculata 9 10 0 19 (3) 3 6 0 9 0 O 0 0 2 6 0 8 36 (3) 7  5.69
Total 187 187 236 610 (324) 932 1112 1986 4030 (298) 82 215 186 483 (74) 100 123 560 783 5906 (696) 127 100
3
4 Legend:
5 N = Number of municipalities with triatomine occurrence;
6 M: Males. F: Females
7 () = Selected samples for molecular biology experiments.
8
9
10

11
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Table 2 —Trypanosoma cruzi — infected triatomines collected in Bahia by species between 2013 and 2014.

Triatominae N + % X?/Fisher p
P. lutzi 3 0 0.0 -

P. megistus 6 0 0.0 - -
P. tertius 8 2 25.0 2.1 0.14
T. brasiliensis 57 9 15.8 3.0 0.08
T. infestans 80 0 0.0 - -
T. juazeirensis 96 6 6.2 0.7 0.39
T. lenti 2 0 0.0 - -
T. melanica 7 2 28.6 2.9 0.08
T. melanocephala 1 0 0.0 - =
T. pseudomaculata 81 10 123 0.5 0.45
T. sherlocki 58 25 431 55.0 0.00
T. sordida 293 11 3.75 20.0 0.00
T. tibiamaculata 3 2 66.7 11.0 0.00

Legend:
N = Number of triatomine;
+ = Number of T. cruzi positive samples;
% = Percent.
p = p-value

- = data not suitable for statistical analysis.



24  Table 3 Blood meal sources detected in triatomines collected at different environments in the state of Bahia, Brazil, between 2013 and 2014.

25
Samples Avian Human Dog Cat

Species Intra Peri Wild Intra Peri Wild Intra Peri Wild Intra Peri Wild Intra Peri Wild
P. lutzi 2 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
P. megistus 0 6 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. tertius 0 8 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. brasiliensis 33 13 11 23 11 9 3 0 0 1 1 0 0 0 0
T. infestans 0 80 0 0 80 0 0 0 0 9 5 0 0 0 0
T. juazeirensis 58 35 3 38 26 3 2 0 0 0 0 0 2 2 0
T. lenti 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. melanica 0 7 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. melanocephala 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. pseudomaculata 26 55 0 8 47 3 0 2 0 0 2 0 0 0 0
T. sherlocki 0 0 58 0 0 50 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. sordida 201 92 0 120 77 0 0 0 0 16 5 0 0 0 0
T. tibiamaculata 3 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 324 298 73 193 258 65 5 2 0 27 13 0 2 2 0

26

27 Legend:

28 Samples = Number of samples;

29 Intra = Intradomicile;

30 Peri = Peridomicile;

31 Wild = Wild environment;
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Table 4 Paired analysis of molecular targets evaluated for T. cruzi and blood meal
sources detected in triatomines collected in the state of Bahia State, Brazil, between

2013 and 2014.

T.cruzi Human Dog Cat Avian
T. cruzi 68 1 3 1 53
Molecular Human 1 7 2 1 5
Target Dog 3 2 40 0 30
Cat 1 1 0 4 4
Avian 53 5 30 4 516
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1 Figure legends

3 Fig. 1 (A) Geolocation of Bahia state in Brazil. (B) Sampled municipalities (gray

4  polygons) and sample locations (black dots) of triatomines collected between 2013 and

5 2014.

7  Fig. 2 Photographs in dorsal (A) and (B) ventral position of T. juazeirensis. C. After
8 triatomine dissection head, wings, legs and abdomen were stored and labeled to their
9 respective tubes through QRcode.

10

11 Fig. 3 Maps showing the location of triatomine sampling points in the state of Bahia
12 between 2013 and 2014. A: Intradomiciliary environment. B: Peridomiciliary
13  environment. The heat gradient represents areas with the highest density of vectors by

14 Kernel density with radius of 1.5 miles.

15  Fig. 4 Maps showing the distribution of triatomines by T. cruzi infection and blood meal
16  sources in the state of Bahia between 2013 and 2014. The grey lines and numbers
17  show the limits of the biomes at Bahia state. A. distribution of all triatomines used in
18 molecular evaluations; B. T. cruzi infected triatomines. A-F: Spatial distribution of
19 triatomines fed on birds (C), cat (D), dog (E) and human (F). The heat gradient
20 represents areas with the highest density of vectors by Kernel density with radius of 1.5
21 miles.
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Fig. 1 - (A) Geolocation of Bahia state in Brazil. (B) Sampled municipalities (red
polygons) and sample locations (black dots) of triatomines collected between 2013 and

2014.
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Fig. 2 - Photographs in dorsal (A) and (B) ventral position of T. juazeirensis. C. After
triatomine dissection head, wings, legs and abdomen were stored and labeled to their

respective tubes through QRcode.
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Fig. 3 - Maps showing the location of triatomine sampling points in the state of Bahia
between 2013 and 2014. A: Intradomiciliary environment. B: Peridomiciliary
environment. The heat gradient represents areas with the highest density of vectors by

Kernel density with radius of 1.5 miles.
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We submit the manuscript titled "Triatomine bugs maintain the risk of Trypanosoma cruzi transmission to
humans and domestic animals in the State of Bahia, Brazil" for publication in your journal as an original research
paper. This study is important because it show that synanthropic triatomines maintain the risk of T. cruzi transmission
to humans and domestic animals in Bahia, and there is a need to improve entomological surveillance strategies to
identify the most vulnerable areas. Entomological and molecular techniques to evaluate T. cruzi infection and blood
meal sources in synanthropic triatomines can be useful tools to identify areas with high transmission risks. We collect
5906 triatomines comprising fifteen species were collected from 127 out of 417 municipalities in Bahia. The
molecular analyses of 695 triatomines revealed an important T. cruzi infection rate, which was highest in some species
of the vectors. Most bugs were found to have fed on birds, and other blood meal sources included dogs, cats and
humans. A spatial analysis showed a widespread distribution of T. cruzi-infected triatomines throughout Bahia. In
addition, triatomines that fed on dogs, humans and cats were observed mainly in the Northeast Region of Bahia. We
certify that there is no conflict of interest with any relationships or support. All contributing authors have signed this
letter to confirm that they have participated in this study and concur with the submission and subsequent revisions
submitted by the corresponding author.

Yours sincerely,

TS —
Mitermayer Galvio dos Reis

~* Corresponding Author.
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All authors ensure that the proposed manuscript describes original research and is not
published or under consideration by another scientific journal. All authors ensure that
the results of the manuscript are not plagiarized. All authors acknowledge that the
manuscript, after submission, may not have the order or the number of authors altered

without providing any justification and/or information to Parasites & Vectors.

All authors declare that they agree, if the manuscript is accepted for publication, to the

transfer of all copyrights to Parasites & Vectors.
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