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Resumo

Na Bolivia a doenga de Chagas (DC) ¢ considerada um sério problema de saude
publica, com peculiaridades epidemioldgicas que distinguem este pais dos demais
onde Triatoma infestans ¢ a principal espécie responsavel pela transmissdo vetorial.
O Departamento de Potosi € um dos mais pobres da Bolivia, embora esteja
certificado livre de transmissdo, ainda apresenta baixos indices de infestagdo das
casas por T. infestans (1,2%). O presente estudo teve por objetivo determinar a
infestag?o, suscetibilidade e a dinamica espago-temporal da infestacdo por 7. infestans
nas comunidades de Taqd Taqd (TQ), Julo Chico (JC), Julo Grande (JG) e Calahuta
(CA) do municipio de Toro Toro (Potosi-Bolivia), antes e apos borrifagdo.

Foi determinada a distribuicdo temporal e espacial da infestagdo das casas por 7.
infestans no municipio Toro-Toro (Potosi-Bolivia) e sua associacdo com variaveis
ambientais no periodo 2009-2014. Foram avaliadas 73 comunidades e 16,489 casas. A
presenga de 7. infestans foi registrada em 480 casas, com uma infestacdo global media
das casas de 2,9%, variando entre 1,5-5,4% em 2009 e 2012. A infestagdo foi altamente
agregada em cinco clusters, incluindo 11 comunidades, com risco relativo de infestagdo
de 1,7-3,9 vezes o valor da média regional. As variaveis de temperatura e a precipitacéo
foram identificadas como bons descritores de infestacdo domiciliar, explicando 57% da
variabilidade observada. O modelo permitiu estimar areas com maior probabilidade de
infestag@o de casas para o municipio de Toro Toro.

Os processos de infestagdo e reinfestagdo foram avaliados nas comunidades de TQ, JC,
JG e CA, (pré-borrifacdo / Janeiro 2014 e pods-borrifacdo / Novembro de 2014),
incluindo um total de 95 unidades domiciliares (UDs). Na pré-borrifagdo 19 UDs foram
positivas e 11 apds borrifagdo, com captura 285 e 219 triatomineos no intra e
peridomicilio, respectivamente. No ambiente silvestre 23 7. infestans foram capturados
nas Comunidades de JC e JG e 5 individuos em JG (segunda etapa). Trés varidveis
estruturas presentes no peridomicilio (PD. Complex), presenca de galinheiros (pcgall),
diversidade de animais domésticos (Anim.complex) apresentaram um maior efeito na
infestagdo das casas. No intradomicilio hd evidente associagdo do triatomineo com
construgdes de pedras (50%), no peridomicilio foram 50% em pedras e 50% em adobe.
O perfil de suscetibilidade a deltametrina foi avaliado em todas as amostras coletadas
nas quatro comunidades (pre e poés borrifagdo). Na pre borrifagdo 16 amostras de 7.
infestans foram avaliadas (duas amostras do intra, 12 do peridomicilio e dois silvestres).
Todas as amostras mostraram-se resistentes (RRsy entre 25.66 e 54.70). Apos a
borrifagdo 13 amostras de 7. infestans foram avaliadas (duas amostras do intra, 10 do
peridomicilio e uma silvestre), com RRsg entre 21.91 e 40.67.

A estrutura populacional das comunidades através da andlise com 9 locus de
microssatélites ao nivel macro e microgeografia apresentou uma alta estruturagdo
populacional. Este fendmeno de reducdo do niimero de alelos observados, apds a
borrifagdo poderia estar afetando o sucesso do programa de Chagas nas comunidades.

Palavras chaves: Triatoma infestans, doenca de Chagas, infestagdo, resisténcia a
inseticidas, deltametrina, Macro e microgeografia.



Abstract

In Bolivia, Chagas disease (CD) is considered a serious public health problem, with
epidemiological peculiarities that distinguish this country from others where Triatoma
infestans is the main species responsible for vectorial transmission. The Department of
Potosi is one of the poorest in Bolivia, and although it is certified free of transmission, it
still presents low rates of house infestation by 7. infestans (1.2%). The present study
aimed to determine infestation, susceptibility and spatiotemporal dynamics of
infestation by 7. infestans in the communities of Taqd Taqd (TQ), Julo Chico (JC), Julo
Grande (JG) and Calahuta (CA) of Toro Toro (Potosi-Bolivia), before and after
insecticide spraying.

It was determined the temporal and spatial distribution of house infestation by T.
infestans in the municipality of Toro-Toro, Potosi-Bolivia and its association with
environmental variables in the period between 2009 and 2014. A total of 73
communities and 16,489 houses were evaluated. The presence of 7. infestans was
recorded in 480 houses, with a mean global house infestation of 2.9%, ranging from 1.5-
5.4% in 2009 and 2012. The infestation was highly aggregated into five clusters,
including 11 communities, with a relative risk of infestation of 1.7-3.9 times the value
of the regional average. The variables of temperature and precipitation were identified
as good descriptors of household infestation, explaining 57% of the variability of home
infestation. The model enabled the prediction of areas with higher probability of house
infestation in the municipality of Toro Toro.

The infestation and reinfestation processes were evaluated in the communities of TQ,
JC, JG and CA, (pre-spraying / January 2014, and post-spraying / November 2014),
including a total of 95 households (UDs). In the pre-spraying period, 19 UDs were
positive, whereas 11 were after spraying. A total of 285 and 219 triatomines were
captured in the intra and peridomicile respectively. In the wild, 23 7. infestans were
captured in the JC and JG communities, and 5 individuals in JG (second phase). Three
variables structures present in the peridomicile (PD Complex), presence of chicken
coops (PCGall) and diversity of domestic animals (Anim.complex) had a greater effect
on house infestation. In the intradomiciles, there is evident association of triatomine
with stone constructions (50%), in the peridomicile were 50% in stones and 50% in
adobe.

The susceptibility profile to deltamethrin was evaluated in all samples collected in the
four communities (pre and post spraying). For the pre-spraying period, 16 samples of 7.
infestans were evaluated (two intra, 12 peridomicile, and two wild samples). All
samples were resistant (RR50 between 25.66 and 54.70). After spraying, 13 samples of
T. infestans were evaluated (two intra, 10 peridomicile, and one wild sample), with
RR50 between 21.91 and 40.67.

The population structure of the studied communities, through analysis with 9
microsatellite loci, presented a high population structure at macro and microgeography
levels. This phenomenon of reduction of the number of alleles observed after and before
spraying could be affecting the success of the Chagas progam in this communities.



Keywords: Triatoma infestans, Bolivia, Chagas disease, infestation, insecticide
resistance, deltamethrin, Macro and Microgeography.
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1. INTRODUCAO
1.1. Generalidades da doenca de Chagas

A Doenga de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana foi descoberta em Lassance,
Minas Gerais, por Carlos Chagas em 1909 (Chagas, 1909). Considerada uma zoonose
parasitaria de natureza endémica no continente Americano, a DC tem como agente
etiolégico o protozoario Trypanosoma cruzi (WHO, 2002; Coura, 2003) que infecta
pessoas no continente Americano pelo menos ha 9.000 anos atras (Rothhammer ef al. 1985;
Aufderheide et al. 2004; Werner Apt et al. 2008).

Trypanosoma cruzi é transmitido ao homem através das fezes de insetos hematdfagos da
subfamilia Triatominae (Heteroptera, Reduvidae), responsavel por mais de 80% dos casos
humanos (Schofield, 1994; WHO, 2002). A DC € considerada um importante problematica
da satde publica para varios paises no mundo, na América representa a principal causa de
lesdes cardiacas e intestinais em jovens e adultos economicamente produtivos (Dias, 2008).
Na década de 1980 estimava-se mais de 100 milhdes de pessoas em risco de infeccdo e 24
milhdes de pessoas infectadas pelo 7. cruzi (Schofield, 2006). De acordo com estimativas
baseadas em dados até 2010, 5.742.167 pessoas foram infectadas com 7. cruzi nos 21
paises da America Latina, dentre os quais 3.582.423 pessoas eram procedentes de paises do
Cone Sul (WHO, 2015).

O crescente nimero de individuos infectados (Dias ef al. 2002) e a ampla distribuigdo de
Triatoma infestans (Gorla, 2002) levou a implementagdo da “Iniciativa Intergovernamental
do Cone Sul” (INCOSUL), conformada por seis paises (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai e Uruguai) com o principal objetivo da eliminag@o da transmissdo vetorial pelo 7.
infestans, principal vetor da DC nestes paises, e da via transfusional, por meio de triagem

de bancos de sangue (Dias & Schofield, 1998; Silveira, 2002).

1.2. Doenca de Chagas na Bolivia

Com altos indices de pobreza e a debilidades das politicas de saude apresentados neste pais,
a DC sempre foi negligenciada, afetando principalmente populacdes de escassos recursos
econdmicos nas areas rurais. Dois ter¢os do pais abrangem 60% das zonas endémicas (Dias
& Schofield, 2007) que compreendem seis dos nove Departamentos: Cochabamba,

Chuquisaca, Santa Cruz e Tarija e estende-se a algumas areas dentro dos Departamentos de
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La Paz e Potosi, os quais incluem regides tropicais, subtropicais e vales. As variagdes de
prevaléncia da DC, assim como os diferentes perfis clinico-epidemioldgicos estdo ligadas a
distribuicdo geografica do principal vetor 7. infestans, que compreende areas entre os 300 a
3.500 m.s.n.m. (Jauregui & Valdivia, 1972; Cortez et al. 2007; PNCCH, 2008). Atualmente
dos 9.947.000 habitantes no territdrio boliviano estima-se que 607.186 estdo infectadas com
T. cruzi e 8.087 novos casos de pessoas infectadas devido a transmissdo vetorial (WHO,
2015).

Em 1941 ¢é descrito pela primeira vez um caso de miocardite chagasica no Departamento de
Potosi (Romero & Borda, 1978); no mesmo Departamento Maza & Chacon, em 1943,
encontraram uma crianga de dois meses de idade com sinal de Romafia (Jauregui &
Valdivia, 1972; Romero & Borda, 1978).

Posteriormente a partir de 1946 foram descritos diferentes relatos de novos casos nos
departamentos de Cochabamba, Potosi e La Paz (Romafia, 1963; Jauregui & Valdivia,
1972; Romero & Borda, 1978). De acordo com relatos de Jauregui & Valdivia (1972), dez
anos apds foram publicados os primeiros casos de Chagas aguda descritos por Rodriguez
Rivas nos Departamentos de Cochabamba e Santa Cruz. No Departamento de Santa Cruz a
investigag¢do das condi¢des de saide de um grupo de soldados demonstrou a ocorréncia da
DC cronica. Cinco anos apds novo estudo epidemiologico realizado neste mesmo
Departamento, incluindo trés grupos socioecondmicos (nivel baixo, médio e alto),
evidenciou que estes pacientes apresentavam miocardite chagasica, similar fendmeno
observado por Perez no mesmo ano no Departamento de Tarija (Ribera, 1985).
Seguidamente, no periodo de 1980 a 1985, se realizou uma investigagdo com a finalidade
de determinar a magnitude e distribuicdo da DC ao nivel nacional (Chungara, 1999).
Entretanto, s6 na década de 90, inquéritos realizados nas diferentes areas endémicas da
Bolivia, mostram taxas de infec¢do de 26% até 71% em criangas (1 a 6 anos), e em adultos
de 32% até 93,5% (Noireau, 1999; Chippaux et al. 2008), sendo as comunidades com maior
soroprevaléncia dos Departamentos de Cochabamba, Chuquisaca, Tarija, Santa Cruz e
Potosi (Guillen et al. 1997).

Diferentes estudos determinaram que mais de 50% do territorio nacional era endémico e
cerca de 40% da populagdo que morava nesta area encontrava-se infectada e que principal

via de transmissdo era vetorial (PNCCH, 2008). S6 no ultimo estudo de WHO (2015), os
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resultados mostraram-se alentadores devido a uma redugdo significativa de casos humanos
da DC na Bolivia e onde varios fatores contribuiram para essa redugdo, entre eles o éxito do
controle vetorial, assim como a melhoria dos fatores socioecondmicos (Lardeux et al.
2010).

Estas evidéncias da DC observadas nos diferentes Departamentos na Bolivia, s@o atribuidas
em grande parte a transmissdo por 7. infestans (transmissdo vetorial). Porém esta via ndo
era a unica que estava presente na Bolivia. Debido a que outras formas transmissdo foram
descritas antes do inicio de programa de Chagas em Bolivia. Estas outras vias sdo:
transmissdo transfusional e que segundo a Zuna et al. (1985) e WHO (1991) este
apresentaba altos valores de prevaléncia (>60%), ja a transmissdo congénita apresentaba
valores > 49% (Azogue et al. 1985; Recacoechea et al. 1989; Azogue & Darras, 1995).
Entretanto, na atualidade tanto os valores da prevaléncia da transmissdo transfusional e
transmissdo congénita foram reducidas a 19,4%, a entre 2% respectivamente (PNCCH,

2008).

1.3. Importancia epidemiolégica de Triatoma infestans na Bolivia

Triatoma infestans principal vetor da DC nos paises do Cone Sul da América Latina
(Argentina, Brasil, Chile, Uruguai, Paraguai e Bolivia) (Schofield, 1994), continua tendo
grande importancia nas areas onde a espécie ainda persiste, como na regido do Gran Chaco
da Argentina, Bolivia e Paraguai e em algumas areas dos vales Interandimos da Bolivia
(Bustamante ef al. 2014, 2016).

Dentre as caracteristicas que distinguem 7. infestans de outros triatomineos sdo a boa
capacidade de domiciliagdo e antropofilia (Forattini, 1980). E comum observar coldnias em
torno dos animais de criagdo para consumo local ou familiar (galinheiros, cabras e porcos)
que muitas vezes sdo o principal sustento econdmico, assim como nas estruturas geralmente
precarias de adobe, abrigando-se em buracos e fendas das moradias humanas (Cécere et al.
1998; Lorenzo & Lazzari, 1999).

Contudo, s6 nos anos 90, apds a implementagdo do programa de controle, foi estimado que
a infestagdo das casas por 7. infestans na Bolivia oscilava entre 40 e 80%, onde as areas
rurais apresentaram os maiores indices de infestagdo (70- 100%) e na area Peri-urbana entre

0s 40-60% (Arata et al. 1994; MPSSP/PNCCH, 2003).
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Departamentos como La Paz, Cochabamba e Potosi apresentavam infestagdes superiores a
52% antes do inicio das atividades do controle vetorial, posteriormente através das ac¢des
realizadas pelos diferentes programas Departamentais em 2010 tiveram um grande impacto,
reduzindo a infestagdo vetorial até 1,3% no Departamento de La Paz, 3,2% no
Departamento de Cochabamba e para o Departamento de Potosi para 1,2% (OPS, 2011).
Estes resultados obtidos nos ultimos 10 anos sdo produto de diferentes agdes como a
participacdo comunitaria no controle vetorial e borrifacdes, entretanto tais valores obtidos
apesar de serem baixos, ainda apresentam um risco na transmissdo vetorial nestes
Departamentos, pela presenca de triatomineos residuais os quais podem manter o ciclo de
T. cruzi.

O reconhecimento da existéncia de focos silvestres de 7. infestans vem se tornando mais
frequentes, sobretudo nos Vales Andinos na Bolivia, assim como na regido do Chaco da
Bolivia, Paraguai e Argentina (Bermudez et al. 1993; Noireau et al. 1999; Noireau et al.
2005; Cortéz et al. 2007; Yeo et al. 2005; Ceballos et al. 2009). Desta forma, as populagdes
de T. infestans silvestres ndo se restringem aos Vales andinos da Bolivia, mas devem ter
sua importancia avaliada, pois além de serem responsaveis pela manuten¢do do ciclo
natural da transmissdo de 7. cruzi, podem ser uma fonte importante da reinfestagdo de

ambientes domésticos tratados com inseticida (Noireau ef a/.2009; Ceballos et al. 2011).

1.4. Controle vetorial da Doenca de Chagas

Na auséncia de uma vacina disponivel e eficaz contra a infecgdo pelo 7. cruzi, o controle
vetorial constitui uma das ferramentas de maior eficacia, através da borrifagdo das casas
com inseticidas de acédo residual, além do melhoramento das casas (Dias, 2007).

O controle vetorial de DC comecou em meados do século XX, estimulada pela experiéncia
bem-sucedida em controlar vetores da maldria usando inseticidas sintéticos (Mougabure-
Cueto, & Picollo, 2015).

Entretanto, critérios para a selecdo e aplicag@o dos inseticidas devem ser tomados em conta,
como por exemplo, as peculiaridades ecologicas das distintas espécies de triatomineos em
cada regido endémica. A metodologia classica seguida pelos programas de controle
preconiza varias fases operacionais para a aplicagdo de inseticidas: 1) fase de preparagéo,

para o mapeamento da area a ser tratada, programac¢do de atividades e estimativa de
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recursos; 2) fase de ataque que consiste em uma borrifagdo massiva de todas as moradias,
seguida por uma segunda borrifagdo das moradias com reinfestagdo apos seis meses € 3)
uma fase de vigilancia para a deteccdo de focos residuais de triatomineos apos as
intervengdes com inseticida (Zerba, 1999; Moncayo & Silveira, 2009). A técnica de
borrifagdo é muito rigorosa em relagdo as doses aplicadas, assim como a prote¢do dos
moradores e dos aplicadores (OMS, 1960; Azeredo, 2015).

Resultados destas constantes agdes realizadas pelos diferentes programas dos paises que
compdem a iniciativa do INCOSUL em um periodo de 1991-2005 alcancaram logros
importantes como a redugdo e eliminagcdo de 7. infestans em grande parte da area de
distribuicdo (Gorla, 2002; Schofield et al. 2006). Em 1997 a OPAS certificou o Uruguai
livre da transmissdo vetorialpelo 7. infestans e transfusdo de sangue. Seguidamente, em
1999, Chile obteve o mesmo resultado e Brasil foi certificado em 2005 (WHO, 1994; OMS,
2002; OPS, 2005; Dias et al. 2002; Schofield et al. 2006; Rassi ef al.2010; WHO, 2015).

A Argentina teve certificacdes parciais a partir de 2001 em quatro provincias endémicas da
DC. Ja o Paraguai no ano 2002, consegue a interrupgdo da transmissdo vetorial pelo 7.
infestans em um Departamento e mantém a vigilancia em boa parte da sua area endémica.
Estas iniciativas, vinte anos apds a criagdo do INCOSUL, mostraram resultados
espetaculares, sobre tudo na reducdo de 99% da prevalencia da DC em America Latina
(Dias et al. 2002, Schofield et al. 2006).

1.5. Controle vetorial na Bolivia

Na Bolivia acredita-se que uma limitagdo do controle vetorial possa ser o tipo de
construgdo das casas e seus anexos, assim como os habitos da populacdo, a acessibilidade
as casas, nivel economico e sécio cultural da populagdo (Tonn, 1978).

Em 1962 através de uma proposta por Torrez & Avila viu-se a necessidade de planejar a
criagdo de um programa de controle da doenga de Chagas na Bolivia (Chungara, 1992), no
entanto esta iniciativa teve pouco éxito e unicamente a partir de 1980 foi delineado o
Programa Nacional de Chagas, conduzido pelo Dr. Angel Valencia.

As primeiras tentativas de intervencdes foram dirigidas para os aspectos de educagdo em
areas endémicas, através de limpeza das casas por participagdo comunitaria, com o

financiamento do Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF). De 1986 a 1999 o
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Programa Mundial de Alimentos (POMA) contribuiu com programa Nacional de Chagas
através de projetos titulados “Atengdo Primaria em saide nas zonas rurais infectadas pela
DC” por meio de iniciativas que consistiam na obtengdo de uma cesta basica de alimentos,
como remuneragdo por trabalho realizado na melhoria das moradias com tecnologia propria
e uso de materiais locais (Guillen ef al. 1997).

O inicio das interven¢des na Bolivia e aplicagdo de inseticidas foram através do uso de
equipamentos convencionais de compressdo manual, utilizados no controle da Malaria.
Estas atividades e seus 6timos resultados despertaram o interesse de varias instituigdes e
ONGs, gerando projetos de intervengdo nas diferentes regides. Em resposta aos altos
indices de infestacdo foram desenvolvidos diferentes projetos nas regides, os quais sdo
descritos a seguir:

O projeto de DESARROLLO AGROPECUARIO COTAGAITA SAN JUAN DE ORO
(1982-1992) constitui a primeira experiéncia integral entre o controle vetorial, educagdo,
aten¢@o ao paciente e melhoria de casas (OMS, 2002). No entanto, a partir de 1986 o
projeto incluiu o controle de vetores mediante o uso de inseticidas. Assim 23.649 UDs
foram borrifadas e melhoradas evitando a reinfestacdo por 7. infestans (Guillen et al. 1999),
demonstrando que com o controle vetorial e participacdo comunitaria é capaz de
interromper a transmissao vetorial.

Simultaneamente ao desenvolvimento do programa piloto (COTAGAITA SAN JUAN DE
ORO) o Servicio Nacional de Salud e o Programa de Control de Chagas (SNS/CCH), em
1990, replicaram esta experiencia nos Departamentos de Cochabamba, Chuquisaca e Tarija,
gerando as bases para a intervengdo e estruturacdo de um Programa Nacional. A selegdo
destas areas de trabalho e sua execucgdo foram baseadas na alta infestagdo das casas em
areas endémicas, apresentando valores que oscilavam entre os 20 e 70% de infestagdo e
taxas de infec¢do humanas por 7. cruzi de 40 e 80%, e de infeccdo de mamiferos
domésticos de 7-60% (Ribera, 1985). Outro critério foi a acessibilidade e disponibilidade
das comunidades para participar no melhoramento das UDs (Arata ef al. 1994).

No entanto, apesar dessas agdes terem sido desenvolvidas no inicio de 1990, s6 no ano
2000, através do crédito outorgado pelo Banco Internacional de Desenvolvimento (BID), a
Bolivia teve o inicio do programa de controle vetorial ao nivel nacional, desenvolvido

durante um periodo consecutivo de 10 anos, com campanhas sistematicas e intensivas de
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borrifacdo com inseticidas, o que permitiu uma redug@o da transmisséo vetorial (Guillen et
al. 1999).

26e anos ap6s do estabelecimento do INCOSUL, apesar dos esforgos realizados por parte
do programa nacional, a transmissdo da DC pela via vetorial continua em areas endémicas
da Bolivia como na regido do Grande Chaco e Vales Interandinos, onde 7. infestans
apresenta colonias nos ambientes intra e peridomicilio (Noireau ez al. 2005). Apesar de que
a DC ¢ considerada uma prioridade nacional, por representar uma problematica séria de
saude publica e social por sua magnitude, transcendéncia e impacto (PNCCH, 2008), esta
enfermidade € negligenciada em grande parte do territorio nacional, uma vez que os

esforgos ndo tém atualmente a mesma evidencia como foi no inicio do programa.

1.6. Resisténcia aos inseticidas

A primeira defesa dos artrépodes contra agentes patogénicos e toxicos € realizada pela
cuticula, que representa a primeira barreira de protegdo. A inibi¢do da sintese de lipidios na
superficie da cuticula altera a barreira de protecdo dos insetos permitindo a penetragdo de
inseticidas, afetando também o ciclo de vida (Juarez, 1995).

No caso dos triatomineos, a cuticula representa uma barreira importante para o ingresso do
inseticida, reduzindo a penetragdo ou gerando uma lentiddo para chegar ao sitio alvo,
implicando uma diminui¢do do potencial de toxicidade do composto (Germano, 2012).

A resisténcia aos inseticidas € resultado do uso intensivo de inseticidas sobre uma
populagdo, que resulta em uma pressdo de selecdo. Assim, a repetida aplicagdo de
inseticida numa populagdo gera um aumento na propor¢do de insetos com capacidade
de tolerar doses que poderiam ser letais para a maioria dos individuos de uma
populagdo normal (Oliveira Fhilho, 1984; Roush & McKenzie, 1987; Roush & Daly
1990).

A velocidade para o aparecimento da resisténcia depende da intensidade da pressdo de
selecdo sobre os individuos da populagdo, ciclo de vida e taxa de reproducdo da
espécie, além da frequéncia e expressdo dos genes que conferem a resisténcia, e a
natureza destes genes (recessivos ou dominantes) (Perry et al. 1998).

As resisténcias aos inseticidas podem ter origem comportamental, fisioldgica e/ou

bioquimica além da modifica¢do do sitio alvo (Brogdon & Mcallister, 1998).
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1.7. Resisténcia de Triatoma infestans a inseticidas

Resisténcia aos inseticidas em triatomineos era considerada pontual e com pouca
probabilidade de ocorrer ja que o ciclo de vida destes insetos é bastante longo (OMS,
1960, Gorla & Schofield 1989; Schofield, 1989, Gorla, 1994). No entanto os ultimos
anos mais estudos demonstraram a resisténcia de populagdes de 7. infestans aos
inseticidas piretroides.

A primeira evidéncia bem documentada do fendmeno da resitencia foi observada em
populagdes venezuelanas de Rhodnius prolixus ao dieldrin, e resisténcia cruzada ao
BHC e baixa suscetibilidade a fention e propoxur (Gonzales-Valdivieso et al. 1971;
Nelson & Colmenares, 1979). Na mesma espécie na Colombia demostrou-se indicios
de resisténcia ao dieldrin e malation (Fox et al. 1966).

Os primeiros relatos de resisténcia aos inseticidas para populagdes de 7. infestans,
foram no sul do Peru, demonstrando uma alta tolerancia ao dieldrin (Fox et al. 1966).
No Brasil foi relatada resisténcia a deltametrina, B-ciflutrina e a cipermetrina (Vassena et
al. 2000). No entanto, passou muito tempo até que se realizassem estudos sistematicos
deste fendmeno, sendo a OMS quem reuniu especialistas no Centro de Investigaciones
en Plagas y Insecticidas, CIPEIN (CONICET/ CITEFA, Buenos Aires, Argentina),
para desenvolver um protocolo para avaliar a suscetibilidade de populacdes de T.
infestans e R. prolixus a diferentes inseticidas (Vassena et al. 2000).

O uso do protocolo pela primeira vez pelo CIPEIN, na década de 1990 (Vassena et
al.2000), resultou na identificagdo de populagdes resistentes de R. prolixus oriundos da
Venezuela com razdo de resisténcia (RRsp) igual a 12,4 para cipermetrina ¢ de 11,4
para deltametrina. Para populagdes de 7. infestans procedentes do Rio Grande do Sul-
Brasil, observou-se RRso igual a 7 para deltametrina. Estudos recentes indicam que a
persisténcia de focos residuais de 7. imfestans no Rio Grande do Sul ndo estd
relacionada a resisténcia aos inseticidas, mas pode estar associada a falhas
operacionais (Pessoa ef al. 2015). Posteriores estudos por Vassena & Picollo (2003)
registraram niveis de resisténcia incipientes a deltametrina para 7. infestans, de
comunidades de quatro provincias da Argentina (populagdes de Catamarca, San Luis,

Mendoza e Salta).
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A partir destes dados na Argentina foram investigadas outras comunidades da
Provincia de Salta como El Chorro, La Toma, El Sauzal e Salvador Mazza, onde o
Servico Nacional de Chagas vinha advertindo falhas no controle de 7. infestans
(infestagdo das unidades domiciliares > 80%) (Zerba & Picollo, 2002). Resultados
obtidos por Picollo et al. (2005) nestas comunidades corroboraram a existéncia de
resisténcia a deltametrina de populagdes de 7. infestans, chegando-se a observar
valores de RRsy de 99 na provincia El Chorro e de 133,1 na provincia Salvador Mazza.
Paralelamente foram avaliados outros inseticidas piretroides como betaciflutrina,
betacipermetrina, lambdacialotrina e cipermetrina, mostrando resisténcia das
populagdes de 7. infestans, entretanto estas mesmas populacdes de triatomineos
mostraram ser suscetiveis a outras classes de inseticidas, como o fenitrotion
(organofosforado), o bendiocarb (carbamato) e o fipronil (fenilpirazol) (Picollo et al.
2005).

Estudos na area limitrofe entre Argentina e Bolivia (provincias de Salta e de Yacuiba,
respetivamente) apresentaram valores altos de resisténcia a deltametrina (Picollo ef al.
2005; Santo Orihuela et al. 2008; Toloza et al. 2008, Germano et al. 2010). Porém
estudo na regido do Grande Chaco Boliviano, Argentino e Paraguaio avaliando a
suscetibilidade de populagdes domésticas de 7. infestans a deltametrina, mostraram
que as populagdes bolivianas resultaram com maiores valores de RRsy, comparados
com as outras populagdes (Germano et al. 2010). Porém estes resultados sobre a
resisténcia aos piretroides por parte de populagdes domésticas demonstram a existéncia
de areas criticas, que abrangem ndo somente a Argentina, Paraguai, mas também a
Bolivia.

Recentemente, altos niveis de resisténcia a deltametrina (RRsy de 17,4 a 542), foram
descritos no centro e sul da Bolivia, que compreende os Departamentos de Chuquisaca,
Cochabamba, Santa Cruz e Tarija na regido do Chaco (Santos Orihuela et al. 2008;
Germano et al. 2010; 2012; Lardeux et al. 2010; Gomez et al. 2014).

Estudos realizados em populagdes domésticas de 7. infestans por Lardeux et al., (2010) e
Depeckire et al., (2012) relataram diferentes niveis de resisténcia a deltametrina em vérias
localidades de cinco Departamentos da Bolivia (La Paz, Cochabamba, Chuquisaca Tarija e

Santa Cruz),sendo atribuidos aos Departamentos de Tarija, Chuquisaca e Santa Cruz os
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maiores valores de resisténcia (RRs50>818); no restante dos Departamentos a RRs( variou de
3,7 a 14, evidenciando diferentes niveis de resisténcia ao nivel regional e nacional.

Estas populagdes domésticas de 7. infestans das regides Andinas da Bolivia s@o de
particular interesse porque mostram diferentes padrdes de resisténcia a deltametrina o
que poderia contribuir para delinear estratégias adequadas pelo programa de controle.
Por outro lado, é importante destacar que estudos recentes em populagdes silvestres
provenientes dos Vales Andinos de Cochabamba e da regido do Chaco na Bolivia
mostraram suscetibilidade a deltametrina (Depickéere et al. 2012; Gomez et al. 2014).
Contrariamente ao observado pelos autores mencionados acima, Acevedo ef al. 2011 e
Depickere ef al. 2012 reportam resistencia aos piretroides e ao fipronil em populacdes
silvestres de 7. infestans coletadas em Vales Andinos de Cochabamba e do Norte
Potosi.

Devido a extensdo geografica da Bolivia, estas informagdes sdo consideradas
insuficientes para conhecer e determinar a 4rea de distribuicdo da resisténcia de 7.
infestans, sendo necessario avaliar outras areas de ocorréncia desta espécie, ampliando

nédo sé para populagdes domésticas, mas também para populagdes silvestres.

1.8. Estrutura populacional de Triatoma infestans

1.8.1. Genética de populacdes “microssatelites”

Outra técnica para determinar a estrutura populacional de 7. infestans ¢ o uso dos
microssatelites ou sequéncias simples repetidas (SSR — Simple sequence repeats) que sdo
marcadores genéticos altamente polimorficos, neutros, com codominancia e altas taxas de
mutagdo (Jarne & Lagoda, 1996; Roos et al. 1998), excelente ferramenta para diferenciar e
determinar estruturas populacionais. Essas sequéncias sdo abundantes nos genomas de
procariotos e eucariotos (Li ef al. 2002), estando presentes em regides codificantes e ndo
codificantes do genoma (Morgante et al. 2002).

A analise do microssatelite na area da entomologia vém sendo utilizada para estudos de
genética populacional, mostrando-se ser relevante nos estudos de epidemiologia e controle
de vetores transmissores de doengas, fornecendo informagdes importantes sobre o fluxo

génico, e a capacidade do vetor de invadir o peridomicilio.
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Com a finalidade de identificar e caracterizar diferentes populagdes de 7. infestans foram
realizados diferentes estudos com marcadores microssatelites. Garcia et al. (2004) e Marcet
et al. (2006) analisaram e caracterizaram mais de 20 l6cus, em populacdes de 7. infestans
dos Vales Andinos de Cochabamba (Bolivia), dentre os quais 8 l6cus mostram-se altamente
polimorficos.

Diversos estudos na Bolivia, sobre a variabilidade genética de 7. infestans através do uso de
microssatelites revelaram que existe uma diferenciagdo entre populagcdes domésticas e
silvestres de trés locais de captura circundantes a localidade Cotapachi, no vale de
Cochabamba (Richer ef al. 2007). Por outro lado, populagdes de 7. infestans procedentes
do Departamento de Chuquisaca mostram-se altamente estruturadas (Pizarro et al. 2008) e
que populacdes de procedéncia do Grande Chaco apresentaram caracteristicas fenotipicas
da zona Andina (Quisberth er al. 2011), possivelmente resultado de uma mistura de
populagdes "Andina" e "ndo Andina" (Panzera et al. 2014).

Diferentes estudos sobre a variabilidade genética de 7. infestans onde foram empregados
diversos marcadores moleculares e fenotipicos (Garcia et al. 2003; Monteiro et al. 1999;
Pérez de Rosas et al. 2007; Pérez de Rosas et al. 2008; Schachter-Broide ef al. 2004,
Breniere et al. 2013), concluiram que 7. infestans apresenta baixos a moderados indices de
variabilidade genética intrapopulacional e de moderada a alta diferenciagdo genética
interpopulacional. Possivelmente este perfil € resultado da grande dispersdo desta espécie
na América Latina, assim como das constantes intervengdes dos programas de controle,
através da aplicacdo de inseticidas, que promovem selecdo das populagdes, com a

consequente reducdo da variabilidade genética local.

1.9. Predicao espacial e modelos de distribuicao

O conhecimento da distribui¢cdo geografica dos vetores de doencas € de grande importancia,
ja que auxilia a avaliagdo epidemioldgica da doenga nos programas de controle. A auséncia
do conhecimento da distribuicdo de alguns vetores de importancia medica, fez com que na
atualidade ferramentas como modelos de predi¢do, foram utilizados com maior frecuencia,
no momento da avaliagdo de recursos e na planificagdo de estratégias (Franklin, 1995;

Austin, 2002; Guisan & Zimmermann, 2000).
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Estes modelos de predicdo de distribuicdo de espécies geralmente sdo empiricos, pois sdo
baseados no georeferenciamento das amostras de campo (populagdo estudada) e s@o
aplicados especificamente para modelar a ocorréncia de uma espécie numa determinada
area, através de métodos estatisticos e/ou computacionais (Guisan & Thuiller, 2005; Guisan
et al. 2006). Estdo baseados em dois tipos de variaveis: as dependentes, que refletem a
presenca ou auséncia de um organismo, geralmente provierem de coordenadas geograficas.
As variaveis independentes geralmente sdo informagdes recopiladas de sensores remotos ou
estagdes meteoroldgicas (geoldgicos, topograficos ou climaticos) onde estas informagdes
sdo especificas para a area de estudo (Mateo ef al. 2011). Para a modelagem da distribuig@o
de espécies sdo utilizadas varidveis bioclimaticas como as de Bioclim, derivadas dos
valores mensais de temperatura e precipitagdo, com a finalidade de gerar variaveis
biologicamente significativas (http://www.worldclim.org).

Segundo Guisan e Zimmermann (2000), muitos fatores ambientais exercem um efeito sobre
a distribui¢do das espécies de forma direta ou indireta. As varidveis ambientais mais
utilizadas para gerar modelos de distribuicdo sdo: as climaticas, geoldgicas, topograficas,
elevagdo, indices de vegetacdo, temperatura da superficie (Bradley & Fleishman 2008;
Marini et al. 2010, Kreakie ef al. 2012), além das variaveis do tipo demografico, ocupagdo
de espaco, indice populacional, densidade e grau de influéncia antrépica. Entretanto, apesar
dos fatores ambientais serem importantes, sua influéncia em determinados lugares ¢
particular e dependera das diferentes caracteristicas do local de estudo. Qualquer mudanga
nestes fatores ambientais parece influenciar na distribui¢do temporal, espacial, dinamica e
na abundancia populacional dos vetores, assim como na epidemiologia da doenca (Gorla,
2002), afetando na biologia e ecologia dos vetores, assim como a presenca dos hospedeiros
e reservatérios, através do incremento ou redugdo da populagdo em fungdo a
disponibilidade do alimento.

Esta relagdo entre a distribuicdo geografica de espécies e variaveis ambientais como a
temperatura, umidade, precipitacdo e altura foi observada para algumas espécies de
triatomineos (Carcaballo, 1999; Ramsey ef al. 2000; Gorla, 2002; Bustamante et al. 2016).
No caso de 7. infestans, apesar de estar fortemente ligado ao ambiente doméstico, existe
um perfil ambiental bom para esta espécie, que nem sempre ¢é associado com a

disponibilidade de alimento nas moradias. Isto quer dizer que as caracteristicas
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macroambientais percebidas por 7. infestans podem ser suavizadas pelas condigdes
microambientais do habitat doméstico, definindo as areas que podem ser colonizadas por
esta espécie (Gorla et al. 2010). Por outro lado, a colonizagdo das casas por 7. infestans ¢
determinada pela amplitude térmica e a densidade da vegetacdo (Gorla, 2002) os quais
representam preditores diretos e indiretos da presenga de esta espécie. J& ao nivel
macroambiental se observa que a temperatura minima média mensal é um bom indicador
da distribui¢do potencial e da capacidade de crescimento de populacional de 7. infestans
(Gorla et al. 1997).
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2. JUSTIFICATIVA

Na Bolivia a DC ainda ¢ um problema de saude publica, apresenta peculiaridades
epidemiologicas que o distingue de todos os paises onde Triatoma infestans ainda
continua sendo o principal responsavel pela transmissdo vetorial. Antes do inicio do
Programa Nacional de Chagas, Departamentos como Cochabamba, Tarija, Chuquisaca,
La Paz e Potosi, apresentavam dareas rurais e periurbanas, com altos indices de
infestacdo por 7. infestans (Arata et al. 1994; MPSSP/PNCCH, 2003) estimava-se que
aproximadamente 1.300.00 de pessoas estariam infectadas com Trypanosoma cruzi
(OPAS, 2011). Porém, na atualidade, este nimero foi reduzido consideravelmente
chegando-se a observar 60.186 pessoas com DC (WHO, 2015)

Dentro os Departamentos anteriormente mencionados, o Departamento de Potosi
apresentava uma area endémica com altos indices de infestagdo de 7. infestans (75%),
e um alto risco de transmissdo de 7. cruzi. Dez anos apds da execugdo do programa de
controle com intervengdes quimicas, a infestacdo por 7. infestans no Departamento foi
reduzida a 2,4%. Atualmente gragas aos diferentes esfor¢os realizados pelo Programa
Departamental de Chagas Potosi, alcangaram o indice de infestacdo das casas por 7.
infestans de 1,2%, indice considerado de baixo risco para a transmissdo vetorial,
resultando posteriormente na sua certificagdo de livre de transmissdo por 7. infestans
outorgado pela Organizagdo Pan-americana de Saude (OPAS, 2011). A pesar dos bons
resultados obtidos pelo programa departamental, os altos indices de pobreza
observados e as condigdes precarias das vivendas, fazem com que os baixos indices de
infestacdo alcancados neste Departamento resultassem um risco continuo para novas e
constantes reinfestagdo das casas por 7. infestans.

Os programas de controle da DC, além da otimizacdo das estratégias de controle vetorial
mediante a aplicagdo de inseticida e uma continua avaliacdo entomoldgica, precisam de
um detalhado conhecimento da dindmica de infestacdo e reinfestagdo das diferentes
areas, sobretudo de areas endémicas com continuo histérico de infestacdo por
triatomineos apos as intervengdes quimicas. Segundo Cécere ef al. (1999) e Gurevitz et
al. (2013) o processo de reinfestacdo por 7. infestans geralmente deve-se ao tipo e

caracteristicas da construgdo das infraestruturas presentes nos ambientes intra e
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peridomiciliar, os quais proporcionam refugios e condi¢des ambientais Otimas para a
persisténcia de 7. infestans. Estas caracteristicas coadjuvam ao estabelecimento de colonias
de triatomineos residuais, assim como aos provenientes do ambiente silvestre (Silveira &
Rezende, 1994; Cécere et al. 2006, Vazquez-Prokopec et al. 2005; Gurevitz et al. 2013; da
Rosa et al. 2013), colocando em risco todos os esfor¢os alcangados pelo programa de
controle.

O controle quimico teve bons resultados em grande parte da 4rea de distribuig¢do de 7.
infestans. No entanto, em algumas areas da Argentina, Bolivia e Paraguai, 7. infestans
apresenta altos indices de reinfestacdo apds o controle quimico (Cécere ef al. 2004;
Marcet et al. 2008; Girtler et al. 2007; 2009; Germano et al. 2012). Esta persisténcia
provavelmente deve-se a baixa estabilidade, baixa eficacia do inseticida aplicado nas
estruturas, ou altos niveis de resisténcia relatados nestas areas (Picollo et al. 2005; Santo
Orihuela et al. 2008; Germano et al. 2010; Lardeux et al. 2010), o se existiria fluxo
populacional entre populagdes de diferentes estruturas domesticas (intra e peridomesticas) e
o possivel papel que poderia estar exercendo as populagdes silvestres no processo de
reinfestacad das casas tratadas.

Ante esta problematica, é preciso ampliar o conhecimento sobre os processos de infestacdo
por T. infestans, e o perfil toxicologico que apresenta as populagdes domésticas e silvestres
presentes em areas de continua infestagdo na Bolivia, uma vez que foram relatados nestas
populagdes diferentes niveis de suscetibilidade a inseticidas. Portanto, o conhecimento
da identificacdo e distribui¢do de areas de continua infestacdo por 7. infestans é de suma
importancia para a avaliagdo epidemioldgica, tomada de novas mediadas e estratégias pelos
programas de controle.

Neste contexto, o presente estudo pretendeu determinar a infestagdo e a dinamica espago-
temporal da reinfestagdo por 7. infestans em quatro comunidades do municipio de Toro
Toro (Potosi-Bolivia), assim como a caracterizagdo do perfil de suscetibilidade a

deltametrina no periodo 2014 (antes e oito meses apds borrifagdo).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Determinar o padrdo de infesta¢do, o perfil de suscetibilidade e a diversidade genética de
Triatoma infestans nas comunidades de Taqo Taqd, Julo Chico, Julo Grande e Calahuta do

municipio de Toro Toro (Potosi-Bolivia).

3.2. Objetivos especificos

» Determinar a infestagédo por 7. infestans do municipio Toro Toro a partir de dados do
Programa Nacional de Chagas (2009-2014) e sua correlagdo com as variaveis
ambientais do Bioclim;

» Caracterizar a suscetibilidade a deltametrina em populacdes de 7. infestans,
provenientes do ambiente silvestre e doméstico (intra e peridomiciliar), nas quatro
comunidades de estudo, coletados no ano 2014;

» Estabelecer os padrdes da dindmica espaco-temporal da infestag@o e a caracterizagdo
da variabilidade genética das populagdes de Triatoma infestans nas quatro

comunidades de estudo antes e ap6s borrifagdo no ano 2014;
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4. METODOLOGIA

4.1. Area de estudo

O municipio de Toro Toro (Provincia Charcas) se encontra localizado ao norte do
Departamento de Potosi (Bolivia). O municipio tem uma extensdo de 1.172 km? e apresenta
um gradiente de altitude que varia 1900 e 3600 m.s.n.m. De acordo com o relatério do 2015
do INE (Instituto Nacional de Estadistica de Bolivia) o municipio esta composto por 73
comunidades com 3.511 moradias e uma populacdo de 12.086 pessoas (Fig. 1).

O municipio de Toro Toro forma parte das Provincias Biogeograficas Puna e Boliviano-
Tucumana, com vegetagdo potencial de micro-bosques a meso-bosques deciduos e com
ocorréncia de cactaceas (Antezana & Navarro, 2002; Lopez, 2003). O bioclima
predominante nesta area ¢ pluviestacional subumedo-imedo e xérico seco-semidrido

(Navarro & Ferreira, 2004).

Figura 1. Area de estudo do municipio de Toro Toro, Potosi-Bolivia.

Em amarelo as comunidades de Taqo Taqo6 (1), Julo Chico (2), Julo Grande (3) e Calahuta (4).



35

4.2. Comunidades do estudo

Para o estudo da infestagdo no periodo de 2009-2014 foram avaliados os dados disponiveis
para todo o municipio de Toro Toro. As comunidades do municipio historicamente
apresentaram altos niveis de infestagdo por 7. infestans e infeccdo natural por 7. cruzi
(OPS, 2011).

Para o estudo da dinamica de infestagdo e reinfestacdo antes e apos borrifagdo foram
selecionadas quatro comunidades do municipio de Toro Toro: Taqdé Taqd, Julo Chico, Julo
Grande e Calahuta. A selecdo foi baseada na persistente infestacdo e reinfestagdo que se
apresenta nestas comunidades (PNCCH, 2013), além de serem areas contiguas o que

facilitou o trabalho de campo.

4.3. Padrao de infestacdo por T. infestans no ano 2014

4.3.1. Coleta dos triatomineos nas unidades domiciliareas (UDs), antes e apos a
aplicacio de inseticida.

A busca e coleta de 7. infestans (inquéritos entomologicos) em todas as UDs das
comunidades de Taqd Taqd, Julo Chico, Julo Grande e Calahuta (Fig. 2), foram realizadas
em duas fases: pre-intervengdo com inseticida (Janeiro de 2014) e a segunda oito meses
apds a intervencdo com inseticida (outubro de 2014).

Os inquéritos entomoldgicos foram realizados com apoio de um técnico do PNCCH de
Potosi ¢ uma pessoa da comunidade através da busca ativa de triatomineos (método
Hora/Homem) no intradomicilio e peridomicilio (Currais, galinheiros, chiqueiros, quarto de
despejos). Destacando que a ultima borrifagdo, por parte do PNCCH, foi realizada no més
de fevereiro de 2014.

Apbs o enquerito entomoldgico todas as UDs que resultaram infestadas por triatomineos na
primeira fase, foram borrifadas segundo o protocolo do controle de vetores do
Departamento de Potosi, utilizando-se Alfacipermetrina 50 mg a.i./m”, e uma bomba
Hudson X-pert™ de compresséo manual.

Foram registradas e consideradas as caracteristicas de cada local onde foram realizadas a
busca (individualmente), como as coordenadas geograficas. Os individuos capturados nos
diferentes ambientes e/ou ecotopos foram acondicionados em frascos individuais e

contabilizados por estadio evolutivo.
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Os procedimentos descritos a seguir foram realizados nas duas fases de coleta (antes e ap6s

borrifagdo com inseticida).

" Legenda
« Taqd Taqd
| ® Julo Chico
- © Julo Grande
- Calahuta

Figura 2. Distribuicdo das UDs avaliadas (antes e apds borrifacio), nas comunidades
(ver texto). Os circulos indicam a localiza¢do das casas nas comunidades, de Taqo

Taqoé (Azul claro), Julo Chico (Verde), Julo Grande (Azul escuro) e Calahuta

(Amarelo).

4.3.2. Coleta dos triatomineos no ambiente silvestre

A coleta dos triatomineos no ambiente silvestre foi realizada em dois potenciais ecotopos:
um afloramento rochoso localizado na comunidade Julo Chico e um penhasco de rochas na
comunidade de Julo Grande (locais onde se tinha suspeita de presenga de triatomineos ou ja

se tinha coletado anteriormente 7. infestans por outros grupos de pesquisa) (Figura 3).
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Figura 3. Coleta de Triatoma infestans em ambiente silvestre das comunidades de Julo

Chico (A) e Julo Grande (B).

Foram utilizadas armadilhas com isca viva (camundongos) descrita por Noireau et al.
(1999; 2002), distribuidas nos possiveis abrigos de triatomineos, aleatoriamente entre 16:00
e 17:00 horas e coletadas na manha seguinte de 07:30 e 09:00 horas. Esta armadilha
consiste num frasco plastico de 50 cm?, fechada com tela de arame e parcialmente coberta
por uma fita adesiva dupla face. No interior do frasco um camundongo com serragem e
racdo. Um total de 50 armadilhas foram distribuidos em Julo Grande e 15 em Julo Chico

por dias em cada local de coleta, em cada fase da pesquisa (janeiro e outubro).

4.3.3. Identificacio dos Triatomineos
Todos os insetos coletados foram identificados utilizando a chave taxonomica de Lent e
Wygodzinsky (1979). As ninfas de triatomineos foram identificadas pela comparagdo com

insetos de colecdo.

4.4. Manutencio de colonias

Os triatomineos coletados foram mantidos no insetario do Laboratorio de Entomologia da
Escola Técnica de Saude Boliviana Japonesa de Cooperagdo Andina (Cochabamba-
Bolivia), em condi¢des de temperatura e umidade controladas (25°C + 1°C; 60% +10%
UR), e encaminhados ao Brasil; as autorizacdes para o transporte das amostras foram

fornecidas pelo IBAMA-Brasil, realizadas em colaborag@o com o Instituto de Investigacdes
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Biomédicas e Interacdo Social (IIBISMED) da Faculdade de Medicina da Universidade
Mayor de San Simén (UMSS) e do PNCH da Bolivia em conjunto com o Centro de
Pesquisas René Rachou/CPqRR - Fiocruz Minas, Belo Horizonte — MG.

Uma vez transferidas as amostras ao Brasil, os insetos foram mantidos no insetario do
Laboratorio de Referéncia em Triatomineos e Epidemiologia da Doenca de Chagas
CPgRR/Fiocruz, em condi¢des controladas de temperatura e umidade (25°C + 1°C; 60%
+10% UR). Os insetos acondicionados foram alimentados periodicamente (15 dias) com
sangue de galinha (Gallus gallus) e com camundongos (Mus musculus), semanalmente
(CEUA N° 41/14-2).

Para os bioensaios de suscetibilidade a deltametrina, ovos foram retirados semanalmente
antes de cada alimentagdo dos triatomineos, separados em placas de petri individuais
identificadas, para serem armazenados e acondicionados em estufa em umidade,
temperatura e fotoperiodo controlados de 70%, 28°C + 1°C e 12:12 h (claro, escuro), com
objetivo de tornar simultdnea a eclosdo das ninfas. A eclosdo das ninfas foi registrada
diariamente para sua posterior retirada das placas de Elisa identificadas, quanto a data de
eclosdo e a data de aplicacdo do inseticida. Estes procedimentos visam a obten¢do da
geracdo F1 padronizada em relacdo ao tamanho, idade cronologica e fisioldgica, para

posterior realiza¢do dos ensaios biologicos.

4.5. Dinamica da infesta¢ido por Triatoma infestans
Na avaliagdo da dinamica de infestacdo e reinfestagdo por 7. infestans foram utilizadas
todas as amostras coletadas antes e a pos borrifagdo, para cada comunidade estudada

segundo o esquema ja descrito no item 4.

4.5.1. Marcadores microssatelites

A caracterizacdo da estrutura populacional de 7. infestans foi através do uso de marcadores
de microssatélites das amostras coletadas durante o estudo, foram utilizados o protocolo
descrito por Marcet et al. (2006). Os iniciadores utilizados se encontram apresentados na

tabela 1.
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Tabela 1. Loci de microssatélites descritos para T. infestans com respectiva sequéncia

dos iniciadores, arranjos de repeticio, temperatura de anelamento e tamanho do

fragmento esperado.

Tamanho Sonda
Temperatura
do Utilizada
Nome do loci Sequéncia dos iniciadores (5°-3°) Arranjo da repeticio anelamento
Fragmento
(°C)
(pb)
F: TTC TTA TTA ACG TAATCT C VIC
Tinfest_ms56 (CAXT(AC); 46,3 156 - 170
R CGT GTG GTA TAT CTC TC
F: CTA CAG AAC AAT TCC CAC NED
Tinfest_ms64 (CT)s(GCCT(CA)13 51,8 146 - 162
R: GCA GGT AAG CTG GGA G
F: GAT TCA TTG TGG CAG GTC VIC
Tinfest_ms68 (AC)sC(CA)s 56 222 -266
R: GCA ATG AAG GAA GAG GAG
F: GCG ATG CGA TTA CAG AGG VIC
Tinfest_ms65 (GA)17 56,5 183191
R: GCT CTG TTC CTA GCT TAC C
] F: GCG GAC TGA GAA AGG AAC A 6-FAM
Tinfest_ms3 (GT)10G(GT),GC(GT),GG(GT), 58 160 —204
R: TTC ACC GCT CGT CTA CAC AC
F: ATG CTG ATA GTC GCA ACA CG 6-FAM
Tinfest_ms5 (CA)ys 58 364 —396
R: TCG ATC TTT TTC CCA AAT CG
F: CGA GTC AAA TTT TCC ATG AGG NED
Tinfest_ms22 (TG)y 58 162 - 196
R: CCC ATG GTG TTA CCC AAA AC
F: ATG AAG CCG AAA CCA CAA AG 6-FAM
Tinfest_ ms27 (CT)3 58 290 -314
R: GGG GAA GAG AAT GCA TTG AG
F: GAC GCT CCA GCT ATC GAT TC NED
Tinfest_ms42 (AC)12 58 206 - 246

R: GGC CAA TTG GTT TGG TAG TG

Nota: **Marcet et al. 2006; PB: pares de bases

A extragdo do DNA foi realizada utilizando kit Wizard (Promega, Medison, Wisconsin) de

acordo com recomendagdes do fabricante. As patas de cada espécime foram retiradas com

auxilio de pinga e tesoura, lavados com PBS. A quantificagdo do DNA extraido foi

realizada individualmente em espectofotdometro NanoDrop 100 (Nanodrop, Bethesd, MD).

O material processado esteve mantido a -20 °C até o momento do uso. Foram realizadas

oito PCRs, segundo a descripg¢do por Marcet ef al. (2006) (Tabela 2).
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Tabela 2. Detalhamento das PCRs de amostras de Triatoma infestans realizadas neste
estudo utilizando os marcadores descritos por Marcet ef al. (2006).

PCR MIX Quantidade

Buffer 5X 4uL

Primer (F/R): Tinfest_ms5, 2uL*

Tinfest ms42

1 Taq 0,1ul
DNA 2uL.

dNTP MIX 2uL

Buffer 5X 4uL

Iniciadores (F/R): Tinfest ms22, 2uL*

Tinfest_ms27

2 Taq 0,1ul
DNA 2uL.

dNTP MIX 2uL

Buffer 5X 4uL

Iniciadores (F/R): Tinfest ms03 2uL*

3 Taq 0,1ul
DNA 2uL.

dNTP MIX 2uL

Buffer 5X 4uL

Iniciadores (F/R): Tinfest_ms56 2uL*

4 Taq 0,1ul
DNA 2uL.
dNTP MIX 2uL
Buffer 5X 4uL

Iniciadores (F/R): Tinfest ms64 2uL*

5 Taq 0,1ul
DNA 2uL
dNTP MIX 2uL.
Buffer 5X 4uL

Iniciadores (F/R): Tinfest ms65 2uL*

6 Taq 0,1ul
DNA 2uL
dNTP MIX 2uL.
Buffer 5X 4uL

Iniciadores (F/R): Tinfest ms68 2uL*

7 Taq 0,1ul
DNA 2uL
dNTP MIX 2uL

A extragdo do DNA foi realizada utilizando kit Wizard (Promega, Medison, Wisconsin) de
acordo com recomendagdes do fabricante. As patas de cada espécime foram retiradas com
auxilio de pinga e tesoura, lavados com PBS. A quantificagio do DNA extraido foi

realizada individualmente em espectofotdometro NanoDrop 100 (Nanodrop, Bethesd, MD).



41

O material processado esteve mantido a -20 °C até o momento do uso. Foram realizadas
oito PCRs, segundo a descripg¢do por Marcet ef al. (2006) (tabela 3).

Para a amplificagdo foi utilizado um termociclador Veriti 96 (Applied Biosystem®). Apos
desnaturagdo do DNA a 95°C por 5 minutos, foram realizados 28 ciclos (94°C por 30
segundos, anelamento por um minuto com temperaturas especificas de cada iniciador, 72°C
por 45 segundos) seguidos de extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Para a reagdo de genotipagem foi utilizado o seguinte protocolo: 0,2 uL de padrao (LIZ
500, Applied Biosystem® by Life Technologies), 8,8 uL. de Formamida Hi-di (Applied
Biosystem® by Life Technologies), 1 uL da PCR na dilui¢do de 1:10. As amostras foram
processadas junto a Rede de Plataformas Tecnologicas do Centro de Pesquisa René Rachou
— FIOCRUZ. Os dados foram analisados através do programa Gene Mapper® (DNA
Fragment Analysis by Capillary Electrophoresis).

A diversidade genética dentro de cada populacdo foi quantificada pelo nimero médio de
alelos por locus, a diversidade genética média em todos os locis eo coeficiente de
endogamia (FIS). A heterozigosidade média observada e a heterozigose esperada média
assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg, o analise hierarquica da varidncia molecular
(AMOVA), teste do indice modificado de Garza-Williamson (G-W; Garza & Williamson
2001) foi calculado no programa Arlequin v. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), a fim de
testar se as populacdes definidas sofreram efeito “gargalo de garrafa” (ou efeito
bottleneck), onde valores préximos de um sdo indicios de que a populacdo € estacionaria,
enquanto valores proximos de zero indicam que possivelmente houve uma drastica reducdo
do tamanho populacional.O Isolamento por Distancia foi testado entre comunidades e entre
populgdes, comparando a matriz FST e a matriz de distancia geografica usando um teste de

Mantel com 1.000 permutagdes (Sokal & Rolf 1995).
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Abstract

Badground: Tagfoma infestons i the main vectar of Tiypanosoma cuzi in Bolnia The species & present both in
domestic and peridomestic structures of rural aress, and in wikd ecotopes of the Andean valleys and the Great
Thaco The identification of areas persstently showing low and high house infestation by the vector is impotant
for the management of vector contml programs. ThE study aimed at analyzing the temporal and spatial distribution of
howse infestation by T. inestans in the Tona Taro municipality {Potosi Bolvial betwesn 2009 and 2014, and its assodation
with eméronmental variabies

Methods: House infestation and T inkstons densty wee caloula®d from enomalogical surneys of houses in the study
area, using a fved fime effort sampling technique. The spatial heterogenedty of house infedation was evaluated using the
Safican sttstic Asodation between house infestation with Bloclim ariables {Worddim databass} and altitude was
anakz=d wsng a generalized linear model {GLM) with a logrt link. Mods! sslection was based on the Alaike information
ariteria ater eliminating ooffinsasity between variables using the vanable inflation factor. The final moded was usad o
create a probabilty map of houss infestation for the Tom Toro municipality.

Results: A total of 73 communities and 16,439 house eval uation events were aralyzed. Presence of T infestans was
recorded on 480 house evaluation events, ghing an overall annual infestation of 29% during the studied penod {range
15-54% in 2009 and 201 2 Vectar density remained at about 125 insacts’ howse. Infestatian was highly aggregated in
frve clusters, induding 11 comminities. Relative risk of infestation within these dusters was 1.7-3.9 fimes the value for
the regional average. Four envimnmental vanables were identified as good descriptors of house infestation, explaining
5% of house infestaton wariability. The mode! allowed the estimation of a house infestation surface for the Toro Tano
muricipality.

Condusion: This study shows that residual and persistent populations of T, instans maintain low houss infestation,
representing a potential risk for the tenamision of T, oud in these communifies, and it s possible to stratfy house
infestation wsing BV, and produce a rek map to guide the activities of vector contrad imterventions in the munidpality
af Tora Tom {Potosi, Balival

Keywords: Tratoma infestans, Hoee infestation, Chagas deesse. Ervironmental variables
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Background

Chagas disease remains one of the most important en-
demic diseases in the Americas [1]. The main mode of
transmission in endemic areas is the vectorial route, by
domestic, peridomestic, or sylvatic triatomines [2, 3] At
a global scale, an estimated 7 million people ure infected
by Trypamosona oruzi [1]. In Latin Americs, the main
vactor is Trimtomma infestans, & species widely distributed
on the continent [4, 3, showing high vectorial capacity
for the transmission of T, oruzi, because of its dose asso-
ciation with man [6] and habitation of domestic and

The historical endemic area of Chagas disease in Bolivia
covers around 60% of the country and corresponds to six
of its nine Departments. Bolivia had one of the highest
rates of house infestation by T, infestams and people infec-
tion by T eruz in Latin America [8-10]. The vectorial
transmission of T, criizi is almost exchusively doe to do-
mestic populations of T infestans [11, 12}, and {in some
areas) this species was present in more than 98% of
houses evalzated in rural and periphery-urban areas [13];
before the implementation of the National Program of
Chagas disease in the 20005 The Potosi Depariment; in
the south of Bolivia, is considered one of the poorest (86%
poverty), and has precariows housings that favor the
estahlishment und development of triastomines {2 scenario
generally described in highly endemic areas of Chagas
disease} [14-17]. These features are currently responsible
for the persistence of T infestans in 20 of the 40 provinces
in the monicipality of Tore Toro [18],

Within the first two decades after the initiation of the
Southern Cone [nitiative (INCOSUR) to control the trans-
mission of T.cmizi by T difestans, Brazil, Chile, Uruguay
and wide ameas of Argentina and Permguay certified the
interruption of the vectorial and blood-bank transmission
of T. cruzi [19]. However, the success of the constant
efforts to control T infestans was fimited i the Gran
Chaco of Argentina, Bofivin and Paraguay and in some
areas of the Inter-Andean Vallevs of Balivia [20, 21].

Traditionally, the contrel programs foros on the
interruption of the vectorial transmission using insecti-
cides with residoal action (especially pyrethroids) to
spray human dwellings and on the interruption of
transfusional transmission of T cruzi (22], The main
ohstacle for a successful vector control intervention is
the reinfestation of domestic and peridomestic struc-
tures from residoe] populations, that have either sur-
vived the insecticide treatment, or occupied hooses that
were not treated for some reason or from wild tristo-
ming populations invading domestic premises [23-25]
Vector control failures due to high levels of insecticide
resistance were reported mainly on the border between
Argentina and Bolivia, in the biopeographical region of
the Gran Chaco [26-28].
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Identification of areas with persistent howse infestation
by the vector is very important for the control program
management. The description and modelling of vector
infestation distribution st the regional level are impors-
ant inputs to understand the responses of the vector
populations to 1 broad range of environmental condi-
tons. This study aims ot apalyzing the spatial and tem-
poral variation of house infestation by T infestans in the
municipality of Toro Toro (Potesi, Bolivia) during the
period 2009-2014, and its association with environmen-
tal variahles.

Methods
Study area
The study was carried oot in the municipality of Toro
Toro (Charcas Province), north of Potosi Department,
Baolivia: It has an area of 1172 km?, i inhahbited by
12,086 peaple living in 3,511 houses in 73 communities
[17]. Biogeographically, the srea is part of the provinces
of Puna and Bolivian-Tucuman [29], with an alttude
ranging from 1,900-3,600 meters above sea level [30].
Farming is the main form of agriculture in Toro Tom,
especially potato production and animal hasbandry {cattle,
goats, sheep end poualiry), OF the total population, %7% are
poor and 86% live in extreme poverty [31]. Housing is fre-
quently precarious (81%), Most houses in the municipality
are built with adobe, stone, thatched roofs and have dirt
flocrs. Houses i the main town (Toro Toro) are of better
quality. The majority of houses in the municipality has
some peridomestic strocture {or the protection of domes-
tic animaks (Le, goat corrals and chicken coops).

Houwse infestation and vector density

The information on house infestation by T infestams
was provided by the National Chagas Program of Bolivia
(NPCCD), and Health Departmentsl Service (SEDES
Potosi) Between 2009 and 2014 field teams evaloated
house infestation in the municipality on an almost yeardy
basis. Although coverage was not complete, 16,489
house evalustion events were carmmied out during the
period. A few communities were evalaated twice a year
{Additional file 1: Table 51} The temporal analysis in-
cluded estimates of the yearly house infestation recorded
in the 73 communities in the municipality of Toro-Toro,

The annual entomological evaluation was carried out
by field teams consisting of two technicians that spent
15 min searching inside houses [intradomicile) znd peri-
domestic stroctores, completing [-man-hour search on
each house, according to standardized procedures of the
Pan American Health Orpanization [32, 33].

House infestation (per year and for the whole study
persod) was calculated as the number of houses found to
contain T fnfestans, divided by the number of hooses
eviluated during the 20092014 period (Additional file 2:
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Table 52} Because houses were evaluated repeatedly during
the study period, house infestation estimations might not
be independent, and house evaluation within a community
not ehways random. Becawse of this data feature, we carmed
out & detailed snalysis of data properties [Additional file 3:
Table 53}, and decided the best option to estimate house in-
festation was to combine all infested and evaluated houses,
by year. After the entomological evaluation, ol infested
houses were spraved with phacypermethrin at a nominal
dose of 30 mg adive ingredient/m”, using Hudson X-Pert™
manual spravers. If house infestation at the community
level was higher than 5%, all howses in the lomlity were
spraved, s indicated by the PAHO protecel [34, 351
Annual house and community coverage was caloulated as
number of evaluated houses {or communities) divided by
the number of houses in the community (or the munber of
communities n the municipality). Triatomm  infestass
density was calculated as the number of insects collected
during the active search using the man-hour techniguos,
divided by the number of infested houses.

Data analyses

Data anabvsis focused on three main aspects of this study:
description of howse infestation and vector density during
the period 2009-2014, detection of spatial heterogeneity
of house infestation, and analysis of the association be-
tween house infestation and environmental variables.

Annual vahses of house infestation were calenlated and
risk of house infestation wes compared using odds ratios
{OR). Temporal trend in howse infestation and vector
density was analvzed using & peneralized linear model
(gl package of B 330 [36] and was compared using
the Kruskal-Wallis test.

To anahze the spatial heterogeneity of house infest-
ation, the spatial scan statistic [37], was used to measure
possible spatial heterogeneity of house infestation and to
detect clusters of significant high howse infestation,
compared with the regional average. The unit of analysis
was the community, the circular shape of the spatial
scan was used for cluster detection with a maximum
circle size equal to 30% of the whole ares, and the
Poisson model was selected. Although data on house
infestation were collected during 2009-2014, these were
ageregated by community and the analysis was carried
out as an atemporal, pure spatial process [38],

The associstion between house infestation by commu-
nity and environmental variables was studied using a
generilized linear model with a logit link. Environmental
varizbles incloded the Bioclim set (Biol to Biol9) and
alttude (ie. 20 environmental varisbles) contained in
the Worldcim database (it fwwwworlddimorg/)
139] at 1 kon® spatial resolution. Biol to Bio9 include
varizbles related to temperature, whereas Biol0 o Biol9
include variables related 1o raindall
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Collinearity betwesn environmental variables was
estimated through the variance inflation factor (vif), Only
environmaental variables with vif < 10 (non-linearly related)
were used to fit the final model. The model was used to
produce a surface of estimated probability of honse infest-
ation in the shedy area using the mester package in R.

Results

Temporal and spatial analysis of house infestation and
insect density

House evaluation coverage within communities was rela-
tively low. mnging from 308% (2012) to A56% (2013),
whersas community coverage was higher, ranging between
45.2% (2011} and BOA% (3009) during the sudy period
{Tabde 1). A total of 16,489 house evalaation events were
carried out over the 73 communities of Torm Toro from
200% to 2014, giving an overall aversge of 078 house
evaluations per house/vear. Among these evahustion
events, 430 gave positive resolts for the presence of T.
infestans, giving an overall hoose infestation for the muni-
cipality of 29% during the studied perind Annual values
of house infestation varied between 1,5% (2009} and 5.4%
{2002} (Fig. 1) Compared with 2009 values, house infest-
ation risk (messured by OR} was between 168 and 3.33
times higher in the following years, except in 2011, when
infestation risk was similar to 2004 (Table 1),

Vector density varied between 11 and 3.2 insects per
infested howse (2009 and 2012, respectively). Although
higher density was observed during 2011 and 3012, vector
density remained at about 125 insects per infested house,
Density in mtrademestic stractuses was about 7 times
bower (Kruskal-Wallls test, 1= 50.75, df = I, P<0.0001)
than density in peridomestic ones. Of the recorded
infested hooses, only 10% (48 out of 480} were colonized
with nymphs, whereas the other harbored only adults,

House infestution was not homogeneowsly or randomly
distributed in Toro Tors, but showed an agpregated

Table 1 Cormmunity coverage (00 home coverage (HC)
numiber of house evakations (HE) and house mfestation (rumber
of positeie houses) by T infestans in - the study aréa betwvesan 2008
and 2014

Yew OC HC HE KoL of OR a5 C1* Dermy
L) infested
e {41 B i
R HA BT II 52019 - [k PR
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spatial distribution, with five

clusters of high house infestation (Fig. 2), These clusters
grouped 4,359 of 16,489 hoase evaluation events from 11
of 73 commumumnities in the municipality and showed values
of house infestation between two and three times higher
than the average house infestation | Tabls 2).

House infestation and environmental variables

Four environmental variables proved to be good descrip-
tows of house infestation in the study area. The glm pro-
duced a significant model that explaned 57% of the

variation, with an AIC of 391,58
variables: mean diumnal

temperature  mroge  (Biol),
temperature seasonality (Biod), minimum temperature of

* tha coldest month (Bioh) ond precipitation of the coldast
guarter {Biol%. A second model that only included the
minimum temperature of the coldest month was akso sig-
nificant and showed as the second best model describing
howse infestation explaining 53% of the variation, with an
AlC of 4054. Although statistically different from the first
madel, thes onivariate model showed little difference of
AIC and ressdunl deviance values. No houwse was found
mfested In communities with temperature of the coldest
mamth below O "C. Figure 3 shows the observed dispersion
diagram between temperature of the coldest quanter and
howse infestation, whereas Table 3 reports on parameter
estimates for both models. Using the estimated four-
varinble model mentioned above, and rasters of the foor
sebected environmental variables, an estimated surface of
house infestation was calculated for the municipality
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{Fig. 41 The estimated surface shows the spatial hetero-
gensity of house nfestation, with higher values in the
northern limit of the municipality, and along the southern
hillsides and valleys towards the southeast.

Discussion
Reports on hoose infestation by triatomines in Bulivia date
back to pre-Columbian times [11, 40]. Indices reported in
rural areas {70-100%) were higher than those reported in
peri-urban areas (40-60%) 141, 42]. From 2000 onwards, &
considerable reduction of house infestation by T, infestais
was attained in Bolivia. Howsver, anly the Departments of
La Paz and Potosi were certified free of vectorial transmis-
ston [1, 18], although the species persists in reduced
population rempants throughout these Departments,
Within highly endemic provinces in the Department of
Potosi, the municipality of Tore Toro (Charcas Province)
draws attention due to the extreme poverty in the region
(18, 31] and precarious housing, which generally favor the
establishment and development of domestic triatomines.
Such a scenario is typical in highly endemic areas [14, 15}
Before the intervention of the vector control program in

Table 3 tstvmated paramsten of the gerarsized fnesr model
fior house infostation by T infiestans hesed on fowr envimnmental
variables (P« DO5L Null deiancs 407 on 72 degrees of freedom,
resicial devianoe: 213461 on 68 degrees of freedom; AT 291 53

Warabie Estirnasie  Stenudeed Ereor Prisf]]

Interceps EE i5T 55

Bic 2 Mean dumal lempemiee 004 oe G
rarge

Biz 4 Temoesture aenorakty LT ade? 135"

Bia & Minirrenn t=mperstae of 009 Tite® [
the coldext manth

Bz 19 Fescipiiaton of the 0a 003 T

coldext quamer
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2000, the municipalities of the Potosi Department showed
howse infestation of up to 75%, which can be considered
high when compared to cuorent estimations [ 18],

In this study, we estimated that on sverage, the domestic
infestation between 2009 and 2014, in 73 commumities in
the municipality of Toro Toro was 2.9%, similar to domes-
tic infestation observed in the neighbor Department of
Corhabamba between 2004 and 2011, where after a chem-
ical intervention, the domestic infestation indices were 2-
3% [43]. In other areas, outside the Andean vallevs, within
the Bofivian Chace, the household infestation after inter-
vention with insecticides dropped to 1.7% [44],

Comparing house infestation at the beginning of the
study period (2009), the risk was always higher in subse-
quent vears (odds ratios between 168 and 3.88), except
for 2011 The lowest and highest value of snnual infest-
ation in the Toro Toro municipality were observed in
2009 and 2012 This variation could be the result of dif-
ferences in the number of communities covered by the
control progrom (B0.2% in 2009 and 46.5% in 3012}, and
probably because in these communities only 56.2 and
30.8% of the houses were evaluated each year.

Despate the great effort by the vector control program, it
5 not abways possible to cover all of the communities or
howases. Low coverage can be atiributed to the difficulties
accessing certain communities, the absence of owners at
the time of the evaluation, or other high priority endemic
diseases draining personnel mdjor funding. Beside low
coverage, vector control efficacy could also be related to
the vectors low susceptibility to pyrethroids. Although
variable, house nfestation by T infestamy in Toro Toro
remains low {an overall 29%), bat similar to those for
hosases in the neighbor regions of Potosi and Cochabamba.

1t is important to emphasize that house infestation indi-
ces in the mumnicipality before the establishment of the
vector confrol program were as high as 80% [18]. As a
consequence, high prevalence rates of Chagas disease were
recorded in different age groups of the affectsd communi-
ties [12]. According to our results, house infestation
remains low; however, 4 lstent risk of T, oz tansmission
remains in these communities due to the persistence of T
infestans in both intra- and peridomestic structures, As
suchs it is important to maintain up-to-date knowledgs of
vector mumbers, the cause(s) of the persstence of the
hanese infestation, ond control activities.

The low density of T. infestans in domestic environ-
ments observed during this study may be due to houss
construction materialis) [45, 46}, the size of the dwelling
and the number of individuals per room, the presence of
domestic animals [47-49] and the uwse of household
msecticides [46]. Higher densities of triatomines observed
in the pendomicile may be doe to the numercas stroc-
tures. {ie. goat corrals end chicken coops) that create
favorahle microclimatic conditions for T infestans [50, 51]
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by providing refuges and oviposition sites [46, 48], and ref-
uges from insecticides,

The pattern of hoose infestation within the studied
communities was highly dwmped, heterogenecusly
distribuged throughout the municipality of Toro Toro,
The infestation clusters including 11 communities
showed house infestation ranging from 7 to 8% The
spatial analysis of house infestation by T, infestans, as
shown here, helps in the stratification of risk in rural
communities of endemic wreas. The identification of
risk factors and spatial heterogeneity over wide geo-
graphical areas [32, 53], as used in studies of varions
disease vectors, may help to improve the efficacy and
efficiency of vector control program [54-56].

The identified clusters of high house infestation coald
encompass high risk transmission wreas, and showld re-
ceive special consideration, and possibly more resources,
by the vector control program. The refatively high infest-
stion indices recosded in these geographical dusters
could be due to various factors such as poverty, eco-
nomic activities performed to sustain the household
{animal husbandry), and local Grming habits [special
arrangement of peridomestic ecotopes, such as chicken
coops and corrals), Low educational level of the popala-
ton, unawareness of the vector presence risk, the effi-
racy of the vector control interventions, environmental
factors, and potentially the presence of pyrethroid-
resistant popolations could also sccount for the observed
outcome, According to the observations by Porcasi et al,
157], a number of these Factors played an important role
in the presence and extension of the high nfestation
clusters in the Arpentine Chaco region. Similar factors
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could be contributing to the persistence and house in-
festation by T infestans in the studied communitios
within Toro Toro.

The variables of the Biochm dataset allowed the
characterization of habitats within the environmental
hiperspace inhabited by a species [538] and sre com-
monly used to identify, and predict insect distribution
areas for individual species [39]. The environmental zna-
bysis showed that two alternative models are obie to de-
scribe the house infestation in the srea. The best of the
two models explamed 57% of the variation, with four
varighles: two related to Empemture and two to precipi-
tation. The second model explained 53% of the variation,
with only one varisble, the minimom temperature of the
coldest month, 2 similar finding to the one reported
for the geographic distribution of T, infestams in the
southern cone of South America [32].

Conclusions

This study shows the importance of spatial analysis
of the persistence of house infestation by T. fufestans
that obliges the maintepance of the vector wigilance
and control activities, as well as the identification for
the causes of the persistence of this house infestation,
The effort to maintain vigitance and control could be
efficiently organized following the results reported in
this study that helps to spatially stratify the transmis-
sion risk over the communities of Toro Toro. This
risk stratification could guide the differential assign-
ment of resources by the poblic health agency of
Potosi.
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Resistance to deltamethrin by domestic and @
wild Triatoma infestans populations in the
municipality of Toro Toro, Potosi, Bolivia

Jorge Espincea Echeverria’, Marinety B. Bustamante Gomez!, Grasielle Caldas T Avila Pessoa’, Mitka Rajas Conter’,

Antonio Nogales Rodriguez’ and Litsa Gongakves Diotaiti’

Abstract

doees (LD and resistance rtios (RA.) were determined

plarning the activities af control programe

Background: Chermica control wath myrethroid nsecticides. has Deen effectve n moucng endemic areas of datniution
of Thatorma infesiant in-the Southem Cone, a5 well & Bolivia; this had consdersbly reduced the infestation of houssholds
ina lage part of the temitony. Nowadays areas wch 3 the Chaco and the inter-Andean Valleys are egions whes the
mach of wector condrof strategies is becoming imited, and infestations of insecticide-treaied houssholds ae eEpored
mare often. The objective of s study was o detsrmine i the persistence of T infestons st=ms e changes in the
wmceptiity of it toxoiogical profile infowr commaunities in the municipality of Tom Tono, Potosl, Bolivia

Methods: Susceptibility to deltamettin of wild and domestic populations of T, nfestany was evaluated i two stages (16
populations before and 13 populations: after sprayangl among DUls (struchares in the inta- and peridomicile] and wild
ecotopes, in four communitied. Senal diutions of deftamethnn in acstons 02 pl) wee applied wopically on sandardized
firss-stags myrnphs, Dose-resporse results were analyred with the software PoloPlus and the relatiomhips between lethal

Resutts: Different degnees of AR, wee detected among the poputations before and after spraying ([Z5.66-34.70 and 21
014067, respecivelyl, as well a in differert ecotopes within a DU DU T 3, 2806-3613, in mxed struchures of comals
and chicken coops; and DU JG 3, 4627-25.710, in kichen roofs), or inthe wild environment of the commursty 3G 54 (29,
214067, The mortality of msects undengoing disgnostic doss [T was rewser higher than 3404

Condusion: The rixults oblaired in this study showed resistance of T infestans 1o deltamethin in four communities,
hence the compleaty of this phenomenon is not-only limited to the level of communities, but-also applies to the
microgecgraphical level, a5 in different ecotopes present wihin the DU This phenomenan should be comadered whils

Keywords: Triaforma infestons, Boivia, Chagas deease. Insecticde resistance, Delftarmethnin, Maome- and microgeoaraphy

Background

Chagas disesse is an important parasitic infection in Latin
America, caused by the parasite Trypanosoma oz,
mainly transmitted to humans end mammals by blood-
sucking tristomine irsects [1, 2] Triatoma imfestans. Klog
{Hemipter: Reduviidae) s widely distributed in South
Amenica [3] and is the main vector species within the

* Commpondence ey prosscheadgmalcom
Laboeiteio de figferéncle Traiormineos = Epidemioiogie di Toercs de
Chrage, Cenimo de Pesuiun Feng Rachow, AOCRUT-M G Beio Honzmie

Brad
Feill st of autho informetmn is. mallshie at the end of tee amrke

() BioMed Central

endemic area of Balivia [4-6]. Insecticides play a central
rale in controlling major vectors of diseases [7]; control
programs in Southermn Cone countries focus on the inter-
ruption of human T crai transmdssion by T ffestans,
with the application of residual insecticides [8, 9], mainly
pyrethroids (particularly deltamethrin) [10-12], because
of their efficacy, persstence and low  environmental
impact {1. 13]. But, chemical control was only partially
successful in eliminating domestic triatomine infestation.
Resistmee to pyrethroids in tristomines has  been
detected in South America since the 90s [14—16]. High
levels of resistance to pyrethroids, detected in T imfestaiy

€ The Ahorit. M9 Dpenchovess T anticle & Sutted ancer the-tevm of the Crestee Commem: Amabistion 42
m=naeonal Licemee hiporsrsncommors.om fremes Sy B0, which permes urreseried ime. demistion, and
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in certain areas of Argenting and Bolivia, were sttriated
to possible failures of control programs [17-21). In the
Chaco region. the success of insecticide control campaigns
in rural commmunities is limited by eurly reinfestation, ap-
parently originating from residual peridomestic fod [5. 22,
Peridomestic sites are the first to be recolonized, sustain
dense pogulations of T, infestans, and increase the risk of
domestic reinfestation in ruml northern Argenting [22, 23]

The municipality of Toro Toro (Department of Potosi)
is situsted in the Balivia Inter-Andean Valleys, Before
the beginning of the Chagas programme in this depari-
ment, high infestation mies of T, infestens were prosent.
After approximately 15 years of chemical control, the
density of T, infestans decreased and achieved a compat-
ible level with the vigifance phase [6] Nevertholess, T.
infestans persists. and it was not known if this was due
to operational fzilures or to susceptible alterations.

Considering prewious reports on the different levels of
T. infestars resistance in different peographical sreas of
Balivia [18, 20, 24-27], the objective of this smudy was to
determine if the origin of 7. fifestanes persistence was due
to alterations of susceptibility in four commumities of the
municipality of Toro Torp. Response to insecticide was
ments (intra, peridomestic end wild environment).

Methods

Study area

The study was carried out i the communities of Tagd
Tagd {TQ), Julo Chico (FE), Juko Grande (JG) and Calahuta
{CA) of the municipality of Toro Toro (Charcas Province),
north of Potosi Department, Bolivin This area is part of
the Baolivian-Tucuman biogeographical provinee 28, 29,
rates of howse infestation and high tristesmine densities.
Since 1995, the infestation has decreased and the area has
alphacypermethrin. The last insecticide spraying campaign
ooeurred the first guarter of 2013 [30],

In these communities furming is the main form of sus-
tenance, especially guava, lemon and also sweet potato
proctuction and animal hushandry {camtle, goats, sheep
and poultry), The cultivated areas are restricted and very
close to the houwses, with a very limited production.
Housings are frequently precarious and are built with
adobe, stone and the majority of houses have some peri-
damestic structurs to protect the domestic animals (Le
goat corrals and chicken coops).

A domiciliary unit (DU was defined as the house (Lo
domestic sites) and structures included within the
peridomestic area (eg kitchens, corrals, chicken coops)
all 95 DU existing were georeferenced and numbered in
the four commumnities TC} (10, }C (25), ]G (28) and CA

Pege2of 7

(32}, The distances emong the communities are between
3-7 km.

The capture of tristomines was camied out in two
perinds in 2004, January and October {8 months after
chemical intervention) by a tesm composed by tweo techni-
oians, searching insde houses (intradomicile snd perido-
mestic structures), sccording to standardized procedures of
the Pan American Health Organization 31, 33). The
tristoanines. were separated in plastic bottles by DUs and
ecotopes, and subsequently mared in the laboratory for
future analysis.

After the sntomological evalustion in the four com-
munities of municipality of Toro Tero, all infested DUs
were sprayed with alphacypermethrin at nominal doses
of 30 mg ai/m® using Huodson X-pert™ mamsal
sprayers, a5 indicated by the Pan American Health
Organization protocol [33],

In parallel to the captume of domestic tristomines, wild
populations were collected psing traps described by
Noireau et al. |34, 33] in ecotopes where the presence of
witd tristomines was suspected, in parallel with the
capture in the houses The distunce of the sybatic
ecotopes and the nearest houses was between 50-100 m
for }C and ]G, respectively. The number of traps varied
depending on the availzble sampling ares. A total of 30
traps (13 per evabuation) and 100 traps {50 per evaluaticn)
were placed in Julo Chico and Julo Grande, respectively.

All insects collected were identified by using the taxo-
nomic key of Lent & Wygedrinsky [3] and maintained
under controlled conditions of temperature and humid-
ity (23 "C £ 1 °C; 60% + 10% RH),

Chemicals

Deltamethrin technical grade (99.1%), obtsined from
Baver CropScience (Brazil], was used for the bioassay,
following the routine of “Monitoring Network  for
Tratominae Insecticide Resistance”, FIOCRUZ [36]. The
seetone analytical prade used for dilutions was pur-
chased from Merck, Germany. To test the susceptibility
tor insecticide, the triatomine colonies were founded after
pach phase of the work from a minimum of five insects
137] captured in the two phases of the work described in
Table 1.

Binassays

Although the chemical control in the mumicipality of
Tore Toro is performed with alphacypermethrin, in the
present work hioassays were realized wsng deltamethrin
as reference insecticide; following the routine of the La-
boratory of Reference i Tratomines and Epidemiology
of Chagas Disease, FIDCRUZ, Belo Horizonte. Reference
Center in Triatomine Resistunce Studies for the Brazilian
Minitry of Health and is recognized as a Coflaborator
Center for WHOPES.
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Table T Numbes of T, imfenions caphured in the domestic and syivatic ecotopes, in fow comariinities of Tvo Toin, Potosl, Bo@nia,

betore and sfter spraying Usmmry and Ocnber 2004)

Comemuriiy Huwmes Belore praymg A prwying
M. vrted o pounyr Inirainl Fem inl Wik | Trara i Pl il Wikd ini

Tays Tags L | b EL] a a i B

Julg Chice 35 Jz 45 12 a 104 o

hilo Grarde ] & e e] n 57 k1 i
Calabnnta L) 5 i i [} a ¥ b

Apt ] - B = numiber of mdeadusk

The susceptible reference lineage (SRL) CIPEIN ame  Resulis

from Centro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas
{CIPEDN) [38]. The baseline of susceptibility to deltameth-
rins of this lineage was determined by Gomez et al, {23] in
Laboratory of Reference in Tristomines und Epidemiology
of Chapas Disease, FIDCRUZ, Belo Horizonte.

Tests o determine insecticide susceptibility wers
conducted for each population where 3 minmum of eight
and & maximum thifteen doses by populations of active
ingredient (14}, were applied ranging from 042 to 55 ng.
For each insecticide dose, three replicates were performed
with 10 instar FI generation nymphs (five days, fasting,
weight of 12 + 02 mg). The topical spplication was
through 02 ul of insecticide dilution m the dorsal
abdomen. according to the procedures of the World
Health Organization [39] and Pessoa et al [40]. After
treatment, maortality was assessed 72 h post-application
and determined by the mability or lack of coordination of
the nymphs (o move from center to the edge of the fifter
paper {7 ¢m diameter), Signs of paralysis and lack of
response to external stimuli were also considered. During
and after the experiment; insects were kept under con-
trolled conditions of tempersiure and relative humidity
1237°C £ 1 "C; 60% + 10% RH),

Diagnostic dose

The disgnostic doses (DD} applied was twice the mini-
mum of the insecticide that causes 99% of mortality in
the susceptible labaratory strain [20, 25, 41]. According
to Gomsz et ol [25] the LD99 to deltamethrin of the
SHL was determined {5.50 ng a.i per insect) and the DD
was estimated. According to Brown & Pal [42]; mortality
> 80% (DD} detects the presence of resistant individuals
in a population. Valoes of RR., >3 actording to the
criteria established by PAHO [43], were considered as
resistant to- deltamethrin.

Data analysis
The dose data/mortality was snalyzed using the program
Polollus version 20 [#4]. The lethal doses required to
kill 50% of treated individuals (LD, was estimated and
the resistance mtio (RR..L with their respective confi-
dence intervals (%3% Cl).

In the four communities, 305 and 221 triatomines were
captured before and after spraving. respectively, All cap-
tured triatomines were identified as T, infestans. Nineteen
DUs were infested in the first phase and 11 in the second
phase of the study (7 DUs were recurrent of the first
phase). Two sylvatic foci were found, one in the cammu-
nities of JC and another in [G: after eight months, only |G
was positive in the second phase (Tahle 1)

Sixteen samples were obtained in the first capture, de-
fined by the different domestic structures in the intra
and peridomestic environments, and two in the sylvatic
environments. All populations were resistant to delti-
methrin (Table 2). The values of RR,, were 23.90 in the
intradomicie to 3.7 for the peridomicile, and the wild
population showed RR., of 29.21-38.21, In the second
capture of 13 popalations of T, igfestrars from domestic
and wild environments, all were resistant to deltameth-
rin [ Table 3), with values RR., of 21.91-4067,

All populations evaluated before and after spraving
showed mortality lower than 33% for the dingnostic dose
(DD}, Comparing before and after spraying at the micro-
geographical level, the toxic response was different for
triatomines within the same DU in the different commu-
nities, Of the seven DU positives (before end after fumi-
gation), four had simiar valoes of (JC2, |G4a, JG&
CASa) and in three DUs, lower resistance after spraying
{§C3b, 1G3, CA2} was observed (Tables 2 and 3).

Discussion

This study shows the high resistance to deltamethrin by
domestic and wild T. igfestany populations in four com-
munities of the municipality of Toro Toro, Balivia, before
and eight months after spraving, Of particular impartance
are the results at the microgeographical level, demonstrat-
ing different resistance values in structures of the same
D The calculation of RR.,, is an important and frequent
indicator of triatomine resistance to insecticides besides
the diagnostic dose DD [17, 20, 25, 45], as it provides in-
formation aboat the mortality of a population i contact
with different doses of insecticide, und can be employed to
detect the presence of resistant individuals in 3 population
1421, How thess indicators vary was evidenced in our
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measurements in an artificial environment {8 mixed struc-
ture weed as goat corral and chicken coop) before and
after spraying: housing 3(b) of Julo Chico had 2 RR., of
547 and RR., of 36.13, contrary to what was observed i
enviroiments intradomicle of the house 4a) of Julo
Grande (RE,, of 36,12 to RR,, of 35.45), The varation in
the wild environment of Jubs Chico (RR,, of 3821) and
Julo Grande (RR,, of 2921 to RR,, of 4067) was also
varizhie.

There was also varistion in the values observed mside
the same house (house 3 of Julo Chico), among the in-
sects capiured in different ecotypes and in the same
period: deposit with RR., of 286 and goat corral and
chicken coop with RR.,, of 3.7,

These different resistance profiles in different DUs from
the same communities show the different geographical
structuring of the resistance phenotype among the com-
manities and ecotypes within sites at the microgeographi-
cal level Already among the wild populations these
showed profiles of high insecticide resistance. Thus, the
persistence of these residuml foci i probably related to the
low efficiency of the insecticide applied in these communi-
ties. According to what was observed in areas of the Gran
Chaco, both enwiranmental Ectors [22, 46, 47] end existing
surface characieristics would have different effects on the
applisd insecticide. conditioning or limiting its insecticidal
action. In this sitaation, the insects would be exposed to
sublethal doses, selecting resistant insects |13, 48, 49].

Om the other hand, studies of T, igflestam wild popula-
tioms indicate that diverse regions of Bolivia [25, 26, 49
presont different resistance profiles to insecticides. Wild
populations  from  the Inter-Andesn Vallevs (Andean
region) and the Gran Chaco (non-Andean region) resulted
in resistance to deltamethrin with values mnging between
6.8 and 119 [26, 48] Fipronil resistance vanes betwesn
5.5-4510 |26], although this insecticide has never besn used
to triatomine control. In parallel, in these regions other wild
T, infestans populations were reported susceptible [25]

Our results of wild T infestans population showed
high mtes of resistance, ranging between 29214067,
According to our ohservotions and information from
local authorities, the sylvatic area studied has never pre-
sented anthropogenic changes (such as agriculture or
pasture), due its topography with predominance of rocky
hills, As described in other regions, it seems that this
deltamethrin resistance could be autochthonous, and the
origin of the resistant domiciliary insects. The other
way, from the houses to the sybvatic environment, had
never been described for T ingfestans. Nonetheless, it
must be investignted using molecular markers.

Conversely, the presence of different profiles of residual
foci of T infestases in Bolivia indicates the occurnence of
independent evoliticnary processes of resistance to insec-
tickdes in the different regions. The high genetic variability
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described for 7. infestaps by Torres-Perer et al, {30] and
Panzera et al. |51] justifies Balivia as the center of erigin
and dispersion of the species; which could explain the
reason why natoral insecticides resistance have risen in
this country [52].

Conclusions

The results of the present study demonstrated high resist-
ance to deftamethrin of damestic and svlvatic T infestans
of Toro Toro, Potosi, Bolivia, varying at the macro- and
microgecgraphical levels: this is more complex when con-
sidering the importance of many factors that act over the
biclogical performance of a population, e. g, reproductive
capacity, viable offspring, obtaining blood capacity, disper-
stiey capacity, and others, that should be invistigated.
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5.3. Dinamica da infestacao e variabilidade genética das populacdes de T. infestans nas quatro comunidades do municipio de

Toro Toro

As quatro comunidades selecionadas para o estudo do processo de infestag@o e reinfestacdo foram avaliadas nas duas etapas: 1) pré
borrifagdo (janeiro 2014), 2) ap6s borrifagdo (Outubro de 2014). Nas duas etapas foi avaliado o0 mesmo numero de ecotopos presentes

casas (95 UDs), sendo as mesmas UDs em ambas as etapas (Anexo3).

5.3.1. Inquérito entomologico antes e apos borrifacio

Das 95 UDs existentes nas comunidades de Taqé Taqo (TQ), Julo Chico (JC), Julo Grande (JG) e Calahuta (CA), nas duas fases do
estudo (pré e pos borrifacdo), obtiveram como resultado um total de 532 exemplares de 7. infestans. Na primeira fase 19 UDs e na
segunda fase 11 UDs resultaram positivos a presencga de 7. infestans (Tabela 5).

Populagdes de triatomineos silvestres s6 foram capturadas nas Comunidades de JC e JG, com ajuda de 50 e 100 armadilhas
respectivamente, dando como resultado um total de 23 individuos de 7. infestans na primeira fase; na segunda fase s6 a comunidade de

JG apresentou presenga de triatomineos silvestres, contabilizando um total de cinco individuos (Tabela 3).



Tabela 3. Numero de Triatomineos capturados nas comunidades de Taq6 Taqé, Julo Chico, Julo Grande e Calahuta antes e

apos borrifacio com alfacipermetrina 50 mg a.i./m>.

Ecoétopos Antes Borrifagéo Ecoétopos Apbs borrifagéo
Comunidades AV UDs UDs
Ninfas Ninfas
I-P-S (V) Ad? Add  Total I-P-S (I-V) Ad? Add  Total
Taqd Taqd 10 1 P 42 1 5 48 1 P 1 2 3
I 11 4 9 24 1 0
. 25 7 3
Julo Chico P 39 4 3 46 P 85 12 9 106
S 9 1 2 12 S - - 0
I 24 5 2 31 1 49 5 3 57
28 6 4
Julo Grande P 8 2 10 P 23 2 2 27
S 1 2 11 S 4 1 5
Calahut 32 5 ! 3 3 3 ! 0
aldhuta p 91 6 26 123 p 23 2 1 2
Total 95 19 235 24 49 308 11 184 23 17 224

UDs: Unidade domiciliar positiva a triatomineos; Av: nimero de UDs avaliados; I: intradomicilio, P: peridomicilio, S: silvestre; Ninfas (I-V): de

primero a quinto estadio; Ad: adultos; Q(fémeas); & (machos).
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Foi observada uma variag@o na abundancia geral dos triatomineos capturados nas UDs e no
ambiente silvestre, antes e oito meses apds a borrifacdo. Ao longo do estudo considerando
todas as comunidades observou-se uma variagdo de 308 para 224 triatomineos (Tabela5),

mas a nivel de comunidades estas ndo apresentaram diferengas (Fig 4).

30

Il ANTES-BORRIFAGAO
[ APOS-BORRIFAGAO

25 4

20 +

NUmero de triatomineos (meanszstd)

TQ JC JG CA JC-SIL JG-SIL

Comunidade

Figura 4. Numero de Triatoma infestans capturados nos diferentes ambientes das

comunidades de Toro Toro antes e apos borrifacgio.

5.3.2. indice de infestaciio (II), coloniza¢io (IC), para Triatoma infestans antes e apés
borrifacao.

Dentre as quatro comunidades, JC apresentou um maior indice de infestagdo intradomiciliar
(IT) (28%), seguida por JG (21%). Comparados com a segunda fase, a comunidade de JG
apresentou maior Il (14%) e JC (12%). Estes valores observados refletem uma diminui¢do
de UDs positivas como resultado das intervengdes quimicas. Porém este padrdo ndo so foi

observado para a infestag@o intradomiciliar, mas também no indice de colonizagdo (tabela
4).
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Tabela 4. indice de infestacio (II) e colonizacio (IC) para T. infestans nas UDs (Intra, peridomicilio) nas quatro comunidades

do municipio de Toro Toro, antes e apés borrifacio com alfacipertrina 50 mg a.i./m>.

11 IC
Antes Apds Antes Apds

. 0 Intra Peri o Intra Peri o Intra Peri 0 Intra  Peri %
Comunidades Av % (n) %) % (n) % (n) %) % (n) % (n) %) % (n) % (n) % (n) (n)
Taqé Taqo 10 10(1) 0 10(1) 10(1) 0 10(1) | 10(1) 0 100 (1) 0 0 0
Julo Chico 25 28(7) l6(4) 16(4) 12(3) 4() 8(2) |28(7) 43(3) 57(4) 25(3) 33(1) 67(2)
Julo Grande 28 21(6) 18(2) 7(2) 4@ 113 7@ 2106 674 3312 284 753) 50(2)
Calahuta 32 16(5) 3() 134 6(2) 0 9(3) 16(5) 40(2) 100(5) 32(3) 0 100 (3)
Total 95 20(19) 7.4(7) 11.6(11) 10.5(11) 4.2(4)  9.5(9) | 20(19) 9.5(9) 12.6(12) 10.5(10) 4.2(4) 7.4(7)

Av: nimero de UDs avaliados; %: infestacdo geral das UDs; n: nimero de casas; II: Indice de infestacdo; IC: indice de colonizagio.
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Tabela S. Positividad das casas através das variaveis que apresentam maior efeito na infestacdo nas UDs pertencentes as

quatro comunidades do municipio de Toro Toro, Potosi, Bolivia.

a:

PD.complex pcgall  Anim.complex distcasa  Tcabra Pperro pdormi UDI
Importancia: 1 1 0,56 0,54 0,47 0,45 0,42 0,35
N containing models: 65536 65536 65536 65536 65536 65536 65536 65536
b:

pccabra tperro pdeposito pmurop tipo intra Cobveg tipoperi tgall

Importancia: 0,32 0,3 0,28 0,23 0,22 0,21 0,12 0,03
N containing models: 65536 65536 65536 65536 65536 65536 65536 65536
c:

Tipo.animal
Importancia: <0,01
N containing models: 65536

Numero de estruturas PD (PD.complex), presenga de galinheiro (pcgall), diversidade de animais domésticos (Anim.complex), distdncia a casa
mais proxima (distcasa), presenga de cural de cabra (tcabra), presenga de cdo (pperro) presenca quarto (pdormi) infestagdo antes de fumigacda
(UD1), presenga de cural de cabra (pccabra), tipo de abrigo céo (tperro), presenga de deposito (pdeposito), presenca de parede de pedra (pmurop),
tipo de intra (tipo_intra), tipo de cobertura vegetal (cobveg), tipo de peridomicilio (tipoperi), tipo de galinheiro (tgall) e tipo animal domestico

presente (Tipo.animal).
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Na tabela 5 mostra que as variaveis de maior peso na infestagdo das UDs sdo: numero de
estruturas no peridomestic (PD.complex), presenga de galinheiro (pcgall) e diversidade de
animais domésticos (Anim.complex), e distcasa com valores superiores a 5,4, por outra parte

todas as demais variaveis t€ém menor peso a 0,5.

Tabela 6. Infesta¢do intradomiciliar (A), peridomiciliar (B) antes (ID1) e apés (ID2) a
intervenciao de controle e Infestacio das UDs (C) por T. infestans no municipio de

Toro Toro, Potosi, Bolivia.

A ID2Pos [D2Neg Total Reinfestation
ID1Pos 2 6 8 0,25
ID1Neg 0 89 89 0
B PD2Pos PD2Neg Total Reinfestation
PD1Pos 7 5 12 0,58
PD1Neg 3 82 85 0,04
C UD2pos UD2neg Total Reinfestation
UD1pos 10 9 19 0,53
UDlneg 1 0 1 1,00

Na tabela 6 no quadro A indica que 25% (=2/8) das casas foram reinfestadas na segunda
fase da amostragem; ja das 89 casas que resultaram negativas na primeira fase (ID1), as
mesmas continuaram negativas na segunda fase (ID2). No quadro B, 58% dos
peridomicilios positivos na primeira fase continuaram infestados na segunda amostragem.
Ja ao nivel das UDs antes e ap6s o controle quimico observou-se 53% de reinfesta¢do nas

quatro comunidades avaliadas.
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Tabela 7. Infestacio intra e peridomiciliar (Inf) e abundéncia de 7. infestans em casas
antes e apos intervenc¢io de controle, segundo tipo de intra e peridomicilio, e tipo de

cobertura vegetal.
Tipo de cobertura vegetal

D1 Agri dveg sinveg D2 agri dveg Sinveg
0 42 29 16 0 43 32 18
2 1 1 0 10 0 1 0
3 0 0 1 19 0 1 0
4 0 2 0
5 0 1 0
14 0 0 1
18 0 1 0
Inf 0,02 0,15 0,11 0,00 0,06 0,00
Abund 2 6,6 8,5 14,5
ID infestation 0,084211 0,0211
PD1 Agri dveg sinveg PD2  agri dveg Sinveg
0 40 30 13 0 40 29 16
1 0 1 0 3 0 0 1
2 0 1 0 5 1 0 0
3 0 0 1 8 0 1 0
9 0 1 1 10 1 0 0
10 1 0 0 11 1 0 0
18 0 1 0 20 0 1 0
20 0 0 1 22 0 1 0
21 1 0 0 27 0 1 0
24 0 0 1 35 0 1 0
48 0 0 1 49 0 0 1
68 1 0 0
Inf 0,07 0,12 0,28 0,07 0,15 0,11
Abund 33 75 20,8 8,67 22,4 26
PD infestation 0,126316 0,1053
UD1 Agri dveg sinveg UD2  agri dveg sinveg
0 40 29 13 0 40 29 16
1 0 1 0 3 0 0 1
2 1 2 0 5 1 0 0
3 0 0 2 8 0 1 0
4 0 2 0 10 1 1 0
5 0 1 0 11 1 0 0
9 0 1 1 19 0 1 0
10 1 0 0 20 0 1 0
14 0 0 1 22 0 1 0
18 0 2 0 27 0 1 0
20 0 0 1 35 0 1 0
21 1 0 0 49 0 0 1
24 0 0 1
48 0 0 1
68 1 0 0
Inf 0,1 0,236842 0,35 0,0698 0,1944 0,1111
Abund 25,25 7 17,28571 8,6667 20,143 26
UD infestation 0,275862 0,1667

ID1, 2: intradomicilio antes e apds borrifagdo, respectivamente; PD1, 2: peridomicilio antes e ap6s
borrifagdo; UDI1, 2: Agri: cobertura do solo com as atividades agricolas; dveg cobertura do solo

com vegetacdo primdria e sinveg: sim vegetacdo (solo nu).
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Comparando o efeito do tipo de cobertura vegetal (tabela 7) sobre as caracteristicas da

infestagdo por 7. infestans no intradomicilio “ID”, observa-se uma maior infestagdo antes

da intervencdo quimica (ID1) de 15% e abundancia de triatomineos em areas dveg

(cobertura do solo com vegetagdo primdria) antes e apds borrifagdo. J4 para o peridomicilio

“PD” a maior infestagdo ocorreu antes da borrifagdo em areas sem vegetagdo (28%) e a

maior abundancia de triatomineos na area com atividades agricolas (agro). A nivel de

Unidades Domiciliares “UD” a maior infestagdo ocurreo antes da borrifacdo em areas sem

vegetacdo (35%) e uma maior abundancia de triatomineos foi observado apds borrifacdo

em areas sem vegetacao.

Tabela 8. Efeito do tipo de material utilizado na construciio intra, peridomiciliar,

sobre a infestacio e abundéncia de T. infestans antes e apos borrifacio.

1ID1 Ado Ado rev Tij rev Pedr ID2  Ado  Ado rev  Tij rev Pedr
0 11 70 5 1 0 15 72 5 1
2 2 0 0 0 10 1 0 0 0
3 1 0 0 0 19 0 0 0 1
4 1 1 0 0
5 0 0 0 1
14 0 1 0 0
18 1 0 0 0
Inf 0,31 0,03 0,00 0,50 0,06 0,00 0,00 0,50
Abund 5.8 9 5 10 19
PD1 aasin  Ado Ado pedr cer esp pedr [PD2 aasin Ado Ado pedr cer esp  pedr
0 28 47 1 5 3 0 27 48 0 7 3
1 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 1
2 0 1 0 0 0 5 0 0 0 0 1
3 0 0 0 1 0 8 0 1 0 0 0
9 0 1 0 0 1 10 0 0 1 0 0
10 0 1 0 0 0 11 0 1 0 0 0
18 0 1 0 0 0 20 0 1 0 0 0
20 0 1 0 0 0 22 0 1 0 0 0
21 0 0 0 0 1 27 0 0 0 0 1
24 0 1 0 0 0 35 0 0 1 0 0
48 0 0 0 0 1 49 0 1 0 0 0
68 0 0 1 0 0
Inf 0,00 0,11 0,50 0,29 0,50 0,00 0,09 1,00 0,00 0,50
Abund 13,83 68 2 26 22 22,5 11,7

Intradomicilio: ID; peridomicilio PD; antes 1; ap6s borrifagdo 2; sem estrutura no peridomicilio:
assim; Adobe: Ado; Adobe com pedra: Adob_pedr; Adobe com revestimento: Adob_rev; Pedra:
pdr; Cerca com espinhos: cer_esp; Tijolo com revestimento: Tij_rev.
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Comparando o efeito do tipo de material de construgdo das estruturas domiciliarias
observou-se uma maior infestagdo antes e depois da intervengdo quimica em estruturas de
pedra com (50%). No PD a estruturas com maior infestagdo observa-se nas pedras (50%) e

uma abundancia maior em estruturas de Ado_pedr (PD1 =68 ¢ 22,5 PD2) (Fig 8).

5.4. Diversidade genética das populac¢oes de Triatoma infestans

5.4.1. Ao nivel macrogeografico entre as quatro comunidades.

Do total de individuos capturados (485) foram genotipados na primeira fase 284 individuos
e 201da segunda fase.

Foram identificados um total de 50 alelos para populagédo de 7. infestans da comunidade de
TQ, 83(JC), 37(JC-Silv), 46(JG), 37(JG-Silv) e 93(CA). Oito meses apos a primeira fase
cinco populagdes de 7. infestans foram analisadas, identificando um total de 19 alelos para
a comunidade de TQ, 96(JC), 74(JG), 30(JG-Silv) e 65(CA). Os numeros dos alelos por
locus variam de 2 a 20 nas quatros popula¢des na primeira fase, e 2 a 19 na segunda fase. Ja
para as populagdes silvestres de 7. infestans os alelos por locus variaram de2 a9 ede2 a4
na primeira fase e segunda fase, respectivamente (Tabela 9,10).

Na Tabela 9, as seis popula¢des de 7. infestans da primeira fase do estudo apresentaram
uma heterozigocidade observada (Ho) que variou de 0,12500 para o primer Tinf ms_68, a
1,00000 para o primer Tinf ms_64. Por outra parte a heterozigocidade esperada (He) variou
de 0,21169 para o primer Tinf ms 68 e 0,91091para Tinf ms_65. Na segunda fase, cinco
populagdes analisadas demonstraram uma heterozigocidade (Ho) que variou de 0,00000
para os primers Tinf ms_22 e de 56 a 1,00000 para o primer Tinf ms_64 (Tabela 10).

Para tabela 9 e 10 o test de equilibrio de Hardy-Weinberg indica que a heterocigosidade

observada em as 11 populagoes existe um déficit de heterocigotos.
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Tabela 9. Analises da diversidade genética baseada em nove locis microsatelites em seis populacdes de Triatoma infestans
pertencentes as comunidades de TQ, JC, JG e CA (primeira fase).

TQ JC JC-silv JG JG-silv CA
Locus A A A A A
Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He
Tinfms 3 8 0,51020% 0,66926 11  0,63793* 0,82534 6 0,63636  0,80087 6  0,70968*  0,72871 5  0,66667 0,69203 6 0,67816 0,67883
Tinfms 5 5 053061 0,55691 11  042373* 0,64218 6 0,54545 075325 5 0,51613*  0,76943 5 0,41667* 0,73913 11 0,67816* 0,79543
Tinfms 22 4  0,53061 0,55228 3 0,38983* 0,57062 3 0,45455  0,55844 3 0,38710  0,53094 2 033333 050725 7 0,61364 0,67818
Tinfms 27 6 0,34043* 0,61450 7  0,44068* 0,65044 3 045455  0,59307 6  029032* 0,59334 3 033333 0,62681 7 0,64773* 0,61682
Tinfms 42 6 0,57143* 0,74858 11  0,64407* 0,84630 3 0,36364  0,60606 4  0,51613* 0,59651 4  0,50000 0,64130 11 0,77273* 0,76584
Tinfms 56 4 041667 048662 9  0,70690* 0,60180 3 0,63636  0,48052 5 0,48387  0,56584 3 0,58333 046739 18 0,50575* 0,75164
Tinfms_64 4 0,73469* 050831 9  0,76271* 0,79371 3 081818* 0554113 3  0,80645* 0,54151 4 1,00000% 0,63406 7 0,63218* 0,70700
Tinfms_65 9 0,39583* 0,74057 17  0,64407* 091091 7 0,54545 085714 11  0,54839* 087573 9 0,41667* 080797 20  0,31395* 0,86434
Tinfms 68 4 040816 042310 5  0,47458* 043865 3 0,45455  0,39394 3 0,29032  0,26177 2 025000 043116 6 0,12500* 0,21169
Numero de alelos (A), heterozigozidade observada (Ho), hetrozigozidade esperada (He);* p<0,05 equilibrio de Hardy-Weinberg
Tabela 10. Analises da diversidade genética baseada em nove locis microsatelites em seis populagdes de Triatoma infestans
pertencentes as comunidades de TQ, JC, JG e CA (segunda fase).
TQ JC JG JG-Silv CA
Locus A A A A A
Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He
Tinfms 3 3 0,66667 0,73333 14 0,64634* 0,89600 9 0,71569* 0,80585 3 0,40000* 0,64444 9 0,60465 0,72449
Tinfms 5 1 - - 16 0,58025* 0,85477 10 0,67327* 0,79272 4 1,00000* 071111 4 0,73810* 0,83649
Tinfms 22 2 0,00000 0,53333 3 0,36585* 0,52903 3 0,43689* 0,55567 3 0,60000* 0,64444 4 0,55814* 0,61860
Tinfms 27 2 0,66667 0,53333 0,30488* 0,52611 11 0,65049* 0,73469 5 0,60000* 0,82222 7  0,53488* 0,73434
Tinfms 42 3 0,66667 0,73333 10 0,57317* 0,79276 6 0,59223* 0,54222 3 1,00000* 0,64444 8  0,65116 0,52421
Tinfms_56 2 0,66667 0,53333 9 0,54430* 0,56954 7 0,71569* 0,54400 4 1,00000* 0,73333 8  0,64286 0,53557
Tinfms_64 2 1,00000 0,60000 10 0,62963* 0,86619 9 0,56863* 0,63725 3 1,00000* 0,68889 5 0,72093 0,56115
Tinfms_65 2 0,66667 0,53333 19 0,65432* 0,75516 14 0,35354* 0,82813 3 0,60000* 0,64444 16 0.,40476* 0,86460
Tinfms_68 2 0,66667 0,53333 7 0,39024 036982 5 0,09709* 0,12124 2 0,20000% 0,20000 4 023256 0,29302

Numero de alelos (A), heterozigozidade observada (Ho), hetrozigozidade esperada (He * p<0,05 equilibrio de Hardy-Weinber
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Os principais indicadores de variabilidade genética para cada populagdo (primeira e

segunda fase) analisada estdo detalhados na tabela 11. O menor nimero médio de alelos

(1,033) encontra-se na populagdo de JG-Silv (primeira fase), enquanto a populacdo TQ

apresentou a maior média 9,222 (primeira fase), O valor minimo (média) de

heterozigosidade esperada foi calculado para a populagdo TQ (0,5889) e valor maior foi

para a populagdo CA (0,8643). O teste estatistico G-W mostrou que as populagdes de 7,

infestans mostraram uma reducdo do nimero de alelos. Os valores de FIS mostraram que as

populagdes JG-Silv e JC (primeira, segunda fase) e apresentaram maiores valores de

endogamia.

Tabela 11. Diversidade genética intrapopulacdo de Triatoma infestans na primeira e

segunda fase.

1ra fase
Populagdo N A Ho He G-W FIS
TQ 49 9,222 0,483325 0,588903 0,33434 0.15377*
JC 59 4,111 0,56939 0,69777 0,26407 0.18262*
JC-Silv 11 4,111 0,54545 0,62049 0,45207 0.12621*
JG 31 1,0667 0,50538 0,60709 0,46482 0.16986*
JG-Silv 12 1,0333 0,5 0,61634 0,4409 0.19567*
CA 113 7,222 0,31395 0,86434 0,27397 0.17394*
2da fase
TQ 3 5,556 0,625 0,59167 0,54004 -0,07143
JC 82 5,111 0,521 0,68437  0,19929 0.23414*
JG 103 8,222 0,53372 0,61798 0,33749 0.12434*
JG-Silv 5 2,111 0,71111 0,63704 0,39514 -0,13274
CA 19 3,333 0,56534 0,6325 0,35921 0.09811*

N: niimero de individuos; *: (p<0,05); Numero médio de alelos (A), heterozigozidade observada (Ho),

heterozigozidade esperada (He) e indice de Garza-Williamson (G-W), indice de endogamia (FIS).

A matriz pareada dos valores FST para todas as populagdes da primeira e segunda fase

mostraram resultados com valores estatisticamente significativos (p<0,05) para a grande

maioria das populagdes. Os valores mais elevados de diferenciacdo genética foram

observados entre as populagdes de JG-Silv e a populagdo JC (Tabela 12).
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Tabela 12. Matriz pareada com os valores de FST das populacdes de 7. infestans (primeira e segunda fase)

TQ JC JC-Silv  JG JG-Silv CA TQ' Jc* JG* JG-Silv' CA*
TQ 0,00000
JC 0,18945  0,00000
JC-Silv  0,04452  0,09051  0,00000
JG 0,09959  0,13563  0,04454  0,00000
JG-Silv  0,18203 025889  0,11913 0,07958  0,00000
CA 0,17879 024923 0,12438 0,09517 0,04059  0,00000
TQ* 0,25727 023276 0,15061 0,09548 0,14141 0,14975  0,00000
Jc* 0,17317 0,24886 0,12038 0,06165 0,03435 0,04218 0,12207  0,00000
JG* 022517 020332 0,14289 0,06194 0,11206 0,13084 0,04434 0,08647 0,00000
JG-Silv" 0,23258 021285 0,14083 0,07451 0,11328 0,13770 0,05099 0,10484 0,03847  0,00000
CA" 021626 021444 0,13113 0,07666 0,11619 0,10916 0,07117 0,08802 0,05640 0,04223  0.00000

*: comunidades pertencentes a segunda fase de avaliagio.

5.4.2. Analise de variancia molecular (AMOVA)

Toda a populagdo foi dividida por comunidade (TQ, JC, JG, CA) e os resultados obtidos para nesste analises indicam que a maior variagdo entre

individuos dentroa as populacdes (82,18%) e que existe uma moderada variacdo entre populagdes (17,81%) (Tabela 13). Os indices estimados

por AMOVA foram, para as comunidades de FST (0.1781), entre ambientes FST (0,042), entre ambienges desntro as comunidades de FST -

0,071e entre individuos dentro as popula¢des de FST (0,178).
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Tabela 13. AMOVA para os 9 locis analisados para as quatro comunidades (TQ, JC, JG, CA) de Triatoma infestans, no municipio de

Toro Toro, Potosi, Bolivia.

Fonte de variagéo d.f. Soma de Componentes de  Porcentagem de
quadrados variancia variagdo

Entre comunidades 3 18,375 0,0504 17,819

Entre ambientes 2 1,128 0,0116 4,205

Entre ambientes dentro as

comunidades 5 0,837 -0,0177 -6,286

Entre individuos dentro as

populagdes 482 112,064 0,2329 82,180

Total 485 130,440 0.2829 100

5.5. O nivel microgeografico dentro as comunidades (ambiente doméstico e silvestre)

Ao nivel microgeografico dentro os diferentes ambientes presentes nas comunidades, o menor nunero médio de alelos (2) encontra-se na

populagdo de JC5_peri (primeira fase), enquanto a populagdo CAS_peri mostrou a maior média de alelos 6,000 (primeira fase).

O valor minimo (média) de heterozigosidade esperada foi calculado de 0,43341 para as populagdes de CA1l peri e o valor maior foi para a

populagdo JG5 peri (1), ambos pertencentes a primeira fase. As populagdes de JC4 peri e CA4 intra apresentaram maior valor de endogamia

(FIS=1) na primeira fase; por outro lado, na segunda fase a populacdo de CA2 peri foi a Gnica que apresentou maior endogamia (FIS=0,93047).
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O teste estatistico G-W mostrou que as populagdes de 7. infestans apresentaram uma reducdo do niimero de alelos em todas as populac¢des (nas

duas fases) (Tabela 14).

Tabela 14. Analises da diversidade genética intraopulacio dos ambientes domésticos (intra e peridomicilio) e silvestre dentro as cuatro

comunidades.

Name N A He Ho G-W FIS
*TQ_A_peri 49 5,556 0,589 0,493 0,334 0,154*
JC1_A peri 3 2,889 0,659 0,519 0,529 0,253
*JC2_A peri 5 4,444 0,706 0,667 0,290 0,063
*JC3_A_peri 20 5,111 0,624 0,539 0,438 0,14%*
JC4_A peri 5 3,333 0,667 0,600 0,465 0,111
JC6_A peri 14 4,111 0,576 0,625 0,374 -0,096
JC7_A peri 12 5,778 0,722 0,514 0,277 0,289*
JC_A silv 11 4,111 0,620 0,545 0,452 0,126*
JG1_A peri 3,222 0,585 0,519 0,500 0,119
JG2_A peri 2,286 0,500 0,571 0,418 0,158
*JG3_A_peri 12 4,000 0,572 0,583 0,467 -0,021
*JG4_A_intra 2,875 0,560 0,450 0,400 0,311*
*JG6_A_intra 2,500 0,489 0,417 0,479 0,286
*JG_A_silv 12 4,111 0,616 0,500 0,441 0,196*
*CA2_A peri 12 4,333 0,609 0,528 0,427 0,138%*
*CA3_A peri 25 6,111 0,608 0,507 0,407 0,170*
*CAS_A_ peri 45 7,667 0,688 0,598 0,312 0,115%*
CAS5b A peri 6 2,750 0,458 0,500 0,516 0,032
*TQ_B_peri 3 2,250 0,526 0,625 0,540 -0,071



*JC2_B_peri
*JC3_B_peri
JC8_B_peri
*JG3_B_peri
*JG4_B_intra
JG4B_B_peri
JG4C B peri
JG5_B peri
JG6 B intra
*JG_B_silv
CA1_B peri
*CA2_B_peri
*CA3_B_peri
*CAS B peri

35
26
21
35

18

15

24
9
4
6

6,333
5,444
4,222
5,111
4,889
2,875
5,222
3,778
5,000
3,333
4,889
3,778
3,750
3,500

0,602
0,571
0,527
0,602
0,585
0,466
0,622
0,569
0,648
0,637
0,558
0,624
0,607
0,569

0,465
0,541
0,559
0,589
0,517
0,500
0,482
0,500
0,620
0,711
0,465
0,731
0,781
0,708

0,352
0,298
0,396
0,400
0,399
0,397
0,440
0,427
0,355
0,395
0,345
0,387
0,377
0,393

0,226*
0,048

0,011

-0,086
0,109*
0,049
0,219*
0,130

0,027
-0,133
0,168*
-0,232
-0,172
-0,118

*populagdes presentes na primeira e segunda fase; A: numero de individuos; N: numero de individuos; *: (p<0,05). Nimero médio de alelos, heterozigozidade observada

(Ho), heterozigozidade esperada (He) e indice de Garza-Williamson (G-W), das seis e cinco populagdes

5.5.1. Analise de variancia molecular (AMOVA)
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Tendo em conta os resultados fornecidos pela estadistica F e que as popula¢des ndo se encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi

realizada uma prova usando o programa Arlequin. Toda a populagdo foi dividida por comunidade (TQ, JC, JG, CA). Os resultados obtidos para
este estudo indicaram que a maior variagdo (48,22%) entre as subpopulagdes e que existe uma variagdo moderada entre individuos dentro as

subpopulagdes (29,78%). Os indices estimados por AMOVA foram: FST (0,0420), FIS (0,61864), FSC (0,07035), FCT (0,48224) e FIT

(0,81644) (Tabela 15).
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Tabela 15. AMOVA para os 9 locis analisados das populacdes totais dos dferentes ambientes onde Triatoma infestans esteve presente, no

municipio de Toro Toro, Potosi, Bolivia.

Fonte de variagéo d.f. Soma de Componentes de  Porcentagem de
quadrados varidncia variagéo
Entre ambientess 2 2,257 0,0116 4,205

Entre individuos dentro os
ambientes 483 128,182 0,2653 95,794

Total 485 130,440 0,2770 100
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6. DISCUSSAO
Dinamica da infestacio por 7. infestans

Dentro as provincias altamente endémicas para a doenca de Chagas no Departamento de Potosi, o municipio de Toro Toro chama a atencéo
devido as condi¢des extremas de pobreza que algumas de suas comunidades apresentam (USAID, 2011; INE, 2015), ideais para o
estabelecimento e desenvolvimento de triatomineos domésticos.

Neste contexto foram realizadas avaliagdes entomologicas em duas fases do estudo (antes e apds borrifagdo). Na primeira avaliagdo a
comunidade de JC mostrou maior porcentagem de infestacdo (28%); oito meses apos a comunidade de JG foi a mais infestada (14%) (Tabela 5).
Por outra parte, 58% da reinfestagdo intradomiciliar nas comunidades de TQ, JC, JG e CA foram atribuidos a presenga de peridomicilios
positivos observados antes de borrifagdo. Além disso, 53% da reinfestagdo das casas poderia ser resultado de uma baixa efetividade do inseticida
(42%) (Tabela 8), prejudicando o éxito do programa do controle, e colaborando para a seleg¢do de triatomineos resistentes.

O estabelecimento dos triatomineos ¢ atribuido ao tipo de material utilizado na elaboragdo das casas, a ampla disponibilidade de refugios e a
disponibilidade de fontes de alimentagdo (Lorenzo & Lazzari, 1999; Abad-Franch et al, 2011; Dumonteil et al, 2013). Na nossa area de estudo a
maior abundancia de triatomineos estava associada ao maior nimero de estruturas presentes no peridomicilio (PD, Complex), presenga de
galinheiros (pcgall), diversidade de animais domésticos (Anim,complex) e distancias entre as casas (distcasa), evidenciando-se a dificuldade para
o controle do vetor.

Estudos realizados na Amazonia por Abab-Franch et al, 2010 sugerem uma possivel relagdo entre a fertilidade do solo com a densidade de
insetos. Contrariamente, nas comunidades avaliadas que pertencem aos Vales Interandino observou-se uma maior abundancia de triatomineos em
areas sem vegetagdo (sinveg), seguida de areas com vegetacdo primaria (dveg), o que, seguramente, estd relacionado com a ecologia das espécies

locais.
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Segundo estudos realizados por Cécere et al, 1998; Gurevitz et al, 2011; Dumonteil et al, 2013; Gorla et al, 2013, tanto o material como o tipo de
construcdo dos peridomicilios (currais, galinheiros e outras estruturas) apresentam um efeito na infestagdo e na abundancia dos triatomineos pois
estas estruturas criam abrigos e condi¢des estaveis para seu desenvolvimento. Este fato foi conferido em nosso estudo onde se evidenciou uma
maior infestagdo em estruturas intradomiciliares construidas com pedra (50%), e com adobe (31%); ja nas estruturas do peridomicilio a maior
infestacdo se observou em estruturas construidas com adobe e pedra (100%), com pedra (50%).

A presenga destas estruturas € um obstidculo para uma intervengdo bem-sucedida, devido a que estas albergam populacdes residuais que
sobreviveram ao tratamento inseticida (Vazquez-Prokopec et al, 2005; Cecére et al, 2006; Gurevitz et al, 2013). Outra razdo da baixa eficacia do
inseticida é devida a presenga de populacdes de 7. infestans resistentes em diversas areas da Bolivia (Picollo et al 2005; Gomez et al, 2014;
Bustamante et al, 2016) e a alta variabilidade das populagdes de 7. infestans (Gorla et al, 2002; Bargues et al, 2006; Panzera et al, 2014;
Bustamante et al, 2016).

Deve-se notar que restri¢gdes ambientais e socioculturais ndo incluidas em nosso estudo também poderiam modificar a dindmica da infestacdo e
reinfestagdo, assim como a abundancia de 7. infestans nestas quatro comunidades. Também devera influir o constante fluxo que realizam os

habitantes entre as comunidades, aspectos que deverdo ser analisados posteriormente.

Diversidade genética dentro as populacoes de Triatoma infestans presente nas quatro comunidades do minicipio de Toro Toro.
A estrutura genética é determinada, em primeira instancia, pela distribui¢do das popula¢des no espaco e a distancia entre eles, a presenga de
barreiras antropogénicas, como estradas e areas urbanizadas e / ou barreiras naturais; como por exemplo, condi¢des climaticas, cobertura vegetal,

montanhas e rios entre outros (Guillot et al, 2009).
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Ao nivel genético, alteragcdo numa populacdo poden ser descritas como a mudanga na frequéncia dos diferentes alelos e as frequéncias dos
genotipos e os processos que fazem a mudenga na frequéncia de uma geragdo a outra sdo: a mutagdo, a deriva gé€nica, migragdo e a selecdo
natural (Guillot et al, 2009).

Nos ultimos tempos tém sido utilizados inumeros indicadores de variabilidade populacional em triatomineos (Dujardin and Tibayrenc, 1985;
Monteiro et al, 1999; Borgues et al, 2000; Bargues et al, 2006; Piccinali et al, 2009, 2011; Quisberth et al, 2011; Panzera et al, 2014). Esses
indicadores fornecem uma grande quantidade de informagdes importantes para os estudos de biossistematica, genética populacional e evolugdo
dos triatomineos.

Estudos recentes na analise de genética populacional de triatomineos baseam-se em marcadores moleculares altamente polimorficos (Garcia et al,
2004, 2013; Marcet et al, 2006; Richer et al, 2007; Pérez de Rosas et al, 2008, 2013), tentando responder o por que do restabelecimento das
populagdes de triatomineos apds a aplicagdo de inseticida, definindo o que ¢ atribuido a persisténcia de focos de insetos residuais ou a migracdo
destes.

Das comunidades de Taqo taqo, Julio Chico, Julio Grande y Calauta, un total de 485 triatomineos foram genotipados para 9 locis de
microssatélites polimoérficos. Onde observou-se que o nimero médio de alelos por locus detectado por populagdo variou de 2 a 20 nas quatros
populagdes na primeira fase, e 2 a 19 na segunda fase. J& para as populagdes silvestres de 7. infestans os alelos por locus variaram de 2 a 9 e de 2
a 4 na primeira fase e segunda fase, respectivamente (Tabla 11), diferindo dos valores (2-17) obtidos por Marcet et al, (2006) e (6-31) por Marcet
et al, (2008) em triatomineos procedentes de distintas provincias de Argentina.

A heterozigozidade esperada (He) em quase todas as popula¢des foi maior que a observada (Ho). Segundo Pizarro et al, (2008), Pérez de Rosa et
al, (2008), este excesso de homozigotos sugere a subdivisdo da populacdo por endogamia, padrdo frequentemente relatado para 7. infestans. A
He mostrou baixos valores para Tinfest ms68 e mais altos foram para Tinfest ms65, contrario ao observada por Marcet et al, (2006) onde o locu

com maior valor observou-se em Tinfest ms5 e o baixo valor para Tinfest ms68.
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O valor de FIS obtido na andlise mostrou que existe uma alta redu¢éo de variabilidade genética da primeira para a segunda fase (ap6s borrifagdo)
(Tabela 11), demostrando o efeito que poderia estar jugando o uso de inseticida sobre as populagdes avaliadas, fato corroborado pelos valores do
indice G-W, que demostrou valores baixos apds borrifagdo (tabela 11).

Comparando os FST globais, observou-se uma diferenca grande ao nivel macrogeografico entre as comunidades (FST=0.1781) e ao nivel
microgeografico existe uma pequena diferenciacdo genética (FST=0,042). Estes valores observados suguerem as populagdes sdo dindmicas, elas
podem crescer em nimero, expandir sua area de ocorréncia, ou diminuir. E que a maioria da diversidade genética de 7. infestans se encontra
dentro as subpopulac¢des representadas pelos insetos presentes nas diferentes estruturas (Tabela 13, 15).

E que as populagdes de 7. infestans em comunidades geograficamente proximas apresentam fluxo restrito entre elas, mesmo entre os mais
préoximos, chegando a estabelecer um isolamento por distancia. De acordo com Guillot et al, 2009, estes efeitos podem serem devidos a presenca
de barreiras ou as caracteristicas da paisagem que impedem o fluxo de genes. Por outro lado, ao nivel microgeografico, as subpopulades
geograficamente proximas a pesar de estas estar proximas estas apresentam fluxo baixo entre elas. O que poderia indicar que existe uma estrutura
espacial (Guillot et al, 2009).

Estes dados obtidos ao nivel macro e microgeografico sugerem que a combinagdo de dispersdo ativa e passiva pode ter efeitos na estruturagéo
populacional 7. infestans, sendo possivel que estas populagdes tenham se dispersado no municiopio de Toro Toro através de uma expansdo a
escala macro (comunidades) e microgeografica (ambientes domésticos), alcancando progressivamente todas as areas em que foi encontrado
atualmente. Estes processos teriam consequéncias importantes ao longo do tempo, podendo conduzir a altera¢cdes na estrutura genética da
populagdo.

Segundo Schofield (1988) T. infestans apresenta uma dispersdo restrita a curtas distdncias e geralmente permanece na mesma casa ou em sua

vizinhang¢a imediata durante sua vida. Porem, além disso, a importancia dos processos de migracdo humana é reconhecida para a ampla disperséo
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conseguida pelo 7 infestans (Silva, 1986; Gorla, 2002), o que, seguramente, tem papel significativo na estruturacdo da populagdo da espécie nas
diferentes regides.

Os dados apresentados neste estudo sdo relevantes, principalmente, para os programas de controle vetorial da doenca de Chagas de Bolivia. A
persisténcia da infestagdo domiciliar por 7. infestans obriga a manuten¢do das atividades de vigilancia e controle do vetor, bem como a
identificagdo das causas da persisténcia desta infestag@o. Os resultados relatados neste estudo indicam um método para estratificar espacialmente
o risco de transmissdo da doenga de Chagas sobre as comunidades de Toro Toro, e dessa maneira orientar a distribui¢do diferenciada de recursos
pela agéncia de satude publica de Potosi.

Por outra parte devemos considerar que as areas continuas infestadas por 7. infestans poderiam albergar populacdes com diferentes perfis de
susceptibilidade e resisténcia, coexistindo em simpatria. A resisténcia observada nas populagdes doméstica e silvestre pode ser adquirida por
pressdo de selecdo ou uma resisténcia natural. Qual ou quais s3o os mecanismos de resisténcia que estas populagdes domésticas e silvestres
apresentam nas quatro comunidades? Neste caso, estudos moleculares e bioquimicos devem ser realizados para caracterizar as enzimas
detoxificativas envolvidas no processo da resisténcia, assim como a identificacdo da mutagao do sitio alvo.

O encontro de populagdes estruturadas nas quatro comunidades deve ser um indicador entomologico importante, que colabore para defini¢cdo de

novos focos, ou de reinfestacdo apds intervengdo com inseticida, orientando as a¢des de controle.



7.

78

CONCLUSAO

Este estudo mostra que populagdes de 7. infestans mantém baixa infestagdo domiciliar em Toto Toro, mas que representa um risco potencial
para a transmissdo de 7. cruzi nessas comunidades.

Foi possivel estratificar esta infestagdo domiciliar através de varidveis ambientais como temperatura (Bio2, Bio4 e Bio6), precipitagdo (Bio19)
e produzir um mapa de risco para orientar as atividades de intervengdes de controle de vetores no municipio de Toro Toro (Potosi, Bolivia).
As populagdes domésticas e silvestres de 7. infestans das quatro comunidades do municipio de Toro Toro, apresentam diferentes perfis de
resisténcia ao inseticida deltametrina. A complexidade deste fenomeno néo se limita apenas ao nivel das comunidades, mas também ao nivel
microgeografico (unidades domiciliares), o que deve ser considerado no momento de planejar atividades do programa de controle.

A caracterizagdo da estrutura genética de populagdes de 7. infestans pode auxiliar aos programas de controle, através do desenvolvemeento de
estratégias de intervengao eficaze.

As andlises de genética populacional atraves de microssatélites, ao nivel macrogeografico, sugerem que as populagdes de 7. infestans nas
quatro comunidades estdo altamente estruturadas geograficamente, com pouco ou moderado fluxo de genes entre elas. Por outro lado, ao
nivel microgeografico, comparando o peridomicilio e o intradomicilio, os dados sugerem um fluxo de genes entre estes ambientes, limitando
o &xito do controle nestas areas.

A avalia¢do do impacto do inseticida sobre a diversidade genética nas populagdes de 7. infestans antes e apos a borrifagdo, mostrou uma
reducdo intrapopulacional do nimero de alelos. Por outro lado, estes resultados sugerem que os focos de infestagdo sdo populagdes residuais,

o que condicionaria o éxito do programa de controle nestas comunidades.
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9. ANEXO

9.1 Anexo 1. Pontos Georeferenciados das 73 comunidades existentes no municipio de Toro Toro.

UDs UDs
Comunidades avaliadas | positivas | Latitude Longitude
Aguas Calientes 25 2 -65,6847 -18,1164
Alcani 148 0 -65,5778 -18,2905
Afiahuani 1056 28 -65,6446 -18,2293
Arafani 103 4 -65,7837 -18,2329
Arampampa 23 0 -65,9031 -18,1192
Araria 194 0 -65,846 -18,1258
Cala Cala 101 4 -65,9014 -18,0428
Calahuta 734 54 -65,7611 -18,0612
Cafiada 251 7 -65,6654 -18,1774
Carasi 626 7 -65,6889 -18,3137
Chancarani 70 4 -65,7449 -18,2026
Condor Pampa 53 1 -65,7586 -18,2565
Cruz Kasa 370 0 -65,6472 -18,2747
Cusi Cusi 106 0 -65,8609 -18,0335
Cufiurani 254 15 -65,7089 -18,1671
Estrella Kasa 52 0 -65,746 -18,187
Estrellani 105 0 -65,7751 -18,1572
Habas Kasa 20 0 -65,8328 -18,1753
Hacienda Loma 115 3 -65,7642 -18,1126
Huara Huara 186 2 -65,7564 -18,2351
Huayllas 163 2 -65,7013 -18,1444




Huayra Kasa 273 -65,8032 -18,1115
Inca Corral 76 0 -65,8361 -18,0653
Julo Chico 791 47 -65,7957 -18,0187
Julo Grande 637 23 -65,7863 -18,0319
Kara Pampa 77 0 -65,8811 -18,1711
Kehuayllani 365 28 -65,6901 -18,1046
Kirusillani 66 1 -65,7855 -18,2586
Kirusmayu 222 12 -65,8466 -17,999
Laguna 95 -65,8147 -18,0819
Laime Aceroma 61 -65,7025 -18,2257
Laime Cotani 61 -65,7595 -18,2028
Lamadera 117 -65,7131 -18,301

Liste 241 22 -65,652 -18,3419
Lupi Lupi 39 0 -65,8444 -18,1791
Mojon Kasa 132 -65,8171 -18,1628
Molle Cancha 338 0 -65,7424 -18,157

Omereque 148 13 -65,6592 -18,3023
Ovejeria 102 -65,8836 -18,0908
Palla Palla 267 -65,5263 -18,3383
Paloma Pampa 177 11 -65,6332 -18,3216
Pampa Rancho 282 9 -65,6881 -18,3254
Pampajasi 281 12 -65,5697 -18,3425
Paychata 189 6 -65,6421 -18,1696
Piruhata 109 5 -65,8177 -18,2125
Pocoata Aceroma 55 0 -65,6679 -18,255

Pocosuco Chico 40 1 -65,739 -18,2902
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Pocosuco Grande 194 0 -65,7357 -18,2517
Pucara 332 8 -65,4156 -18,3956
Punta Aguada 135 5 -65,4835 -18,3633
Qhullpa Potrero 228 7 -65,6698 -18,3181
Quioma 266 20 -65,6057 -18,1941
Rancho Pampa 340 19 -65,7586 -18,257
Rodeo Escalon 342 0 -65,7309 -18,1671
Sacabamba 58 0 -65,738 -18,2899
Saychani 22 0 -65,7683 -18,2681
Saychani Chico 38 2 -65,7739 -18,2911
Saychani Grande 12 1 -65,7845 -18,2837
Sucusuma 638 46 -65,7366 -18,0732
Taconi 137 2 -65,4874 -18,3564
Tambo Kasa 716 8 -65,7973 -18,1777
Tipa Kasa 108 6 -65,5347 -18,2772
Tolabamba 217 4 -65,7867 -18,2107
Toro Toro 1015 1 -65,7632 -18,1343
Tunazani 296 3 -65,9112 -18,062
Vaqueria 98 0 -65,8712 -18,1353
Viluyo 402 4 -65,8202 -18,1317
Vila Kasa 131 0 -65,7678 -18,1407
Vifia Pampa 67 1 -65,8728 -18,0069
Viscachani 30 0 -65,802 -18,172
Yambata 615 2 -65,9467 -18,0399
Yunguillas 76 7 -65,5354 -18,2598
Yunguma 80 0 -65,8856 -18,1066
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9.2 Anexo 2. Numero de UDs, nas comunidades de Taqo Taqé (TQ), Julo Chico (JC), Julo Grande (JG) e Calahuta (CA), e local de captura

antes e apos a intervencdo quimica.

Aplicagcao | Aplicagao
. . . . topica de topica de

COD Ambiente (L,P,S) Latitud Longitud Especie insE:a ticida ins[:: ticida
(1° Etapa) | (2° Etapa)

TQ-1a | Casa 18°00'44,8" | 65°48'29,9"

TQ-1b | Curral de cabras (P) 18°00'45,1" | 65°48'30,4" | T, infestans X

TQ-2 Casa 18°00'48,6" | 65°48'05,2" -

TQ-3 Casa 18°00'49,6" | 65°48'06,4" -

TQ-4 Casa 18°00'50,1" | 65°48'04,7" -

TQ-5 Casa 18°00'40,2" | 65°48'35,2" -

TQ-6 Casa 18°00'43,5" | 65°48'31,5" -

TQ-7 Casa 18°00'42,1" | 65°48'32,7" -

TQ-8 Casa 18°00'41,1" | 65°48'33,2" -

TQ-9 Casa 18°00'41,0" | 65°48'33,1" -

TQ-10 | Casa 18°00'40,2" | 65°48'35,2" -

JC-1a | Cozinha (I) 18°01'34,0" | 65°47'20,8" | 7T, infestans

JC-2a | Parede de cozinha (I) 18°01'30,3" | 65°47'29,1" | T, infestans X X

JC-3a | Deposito () 18°01'16,9" | 65°47'46,8" | T, infestans X

JC-3b | Curral de cabras e galinheiro (P) 18°01'16,3" | 65°47'45.8" | T, infestans X

JC-4b1 | Curral de cabras (P) 18°01'14,6" | 65°47'48.,2" | T, infestans X

JC-5b | Amontoado de tejas (P) 18°01'15,6" | 65°47'46,0" | T, infestans

JC-6a | Sede (I) 18°01'8,33" | 65°47'50,89" | T, infestans

JC-7b | Galinheiro (P) 18°00'55,00" | 65°48'3,05" | 7, infestans X

JC-8b | Curral de cabras (P) 18°1'20,30" | 65°47'38,14" | T, infestans X

JC-9 Casa 18°01'30,7" | 65°47'26,0" -

JC-10 | Casa 18°01'31,7" | 65°47'27.8" -

JC-11 | Casa 18°01'30,5" | 65°47'28,2" -

JC-12 | Casa 18°01'28,3" | 65°47'29,1" -

JC-13 | Casa 18°01'16,7" | 65°47'46,4" -

JC-14 | Casa 18°01'16,53" | 65°47'46,06" -

JC-15 | Casa 18°01'14,92" | 65°47'45,30" -

JC-16 | Casa 18°01'14,04" | 65°47'46,05" -

JC-17 | Casa 18°01'13,79" | 65°47'47,79" -

JC-18 | Casa 18°01'12,64" | 65°47'47,44" -

JC-19 | Casa 18°01'12,89" | 65°47'48,79" -




JC-20 | Casa 18°01'11,90" | 65°47'50,79" -

JC-21 |Casa 18°01'10,22" | 65°47'51,00" -

JC-22 | Casa 18°01'9,34" | 65°47'51,95" -

JC-23 | Casa 18°01'10,32" | 65°47'52,50" -

JC-24 | Casa 18°00'54,82" | 65°48'2,85" -

JC-25 | Casa 18°00'49,6" | 65°48'06,4" -

JC-Sil | Afloramento rochoso (S) 18°00'59,0" | 65°48'14,7" | T, infestans X

JG-1b | Curral de cabras (P) 18°02'25,7" | 64°47'27,2" | T, infestans X

JG-2a | Cozinha (I) 18°02'15,1" | 65°47'15,1" | T, infestans

JG-3a | Cozinha (I) 18°02'24,0" | 65°47'22,8" | T, infestans X X
JG-4a | Dormitdrio (1) 18°02'20,3" | 65°47'37,0" | T, infestans X X
JG-4b | Muro de pedra (P) 18°02'20,3" | 65°47'37,0" | T, infestans X
JG-4b1 | Galinheiro (P) 18°02'21,3" | 65°47'38,0" |7, infestans X
JG-5a | Cozinha (I) 18°02'18,0" | 65°47'37,7" | T, infestans X
JG-5al | Banco de madeira (I) 18°02'18,0" | 65°47'37,7" | T, infestans X
JG-6a | Dormitdrio (1) 18°02'25,78" | 65°47'36,0" | T, infestans X X
JG-6b | Curral de cabras (P) 18°02'25,8" | 65°47'36,5" | T, infestans

JG-7 Casa 18°02'15,3" | 65°47'12,5" -

JG-8 Casa 18°02'12,8" | 65°47'13,8" -

JG-9 Casa 18°02'12,8" | 65°47'13.8" -

JG-10 | Casa 18°02'12,8" | 65°47'13.8" -

JG-11 | Casa 18°02'25,2" | 65°47'24,7" -

JG-12 | Curral-cabra (P) 18°02'18,0" | 65°47'37,7" -

JG-13 | Casa 18°02'20,3" | 65°47'36,9" -

JG-14 | Casa 18°02'10,5" | 65°47'17,1" -

JG-15 | Casa 18°02'09,2" | 65°47'17,0" -

JG-16 | Casa 18°02'09,2" | 65°47'17,1" -

JG-17 | Casa 18°02'09,2" | 65°47'17,3" -

JG-18 | Casa 18°02'04,7" | 65°47'14,8" -

JG-19 | Casa 18°02'02,7" | 65°47'15,7" -

JG-20 | Casa 18°02'01,2" | 65°47'14,9" -

JG-21 | Casa 18°02'00,6" | 65°47'14,5" -

JG-22 | Casa 18°02'01,6" | 65°47'18,0" -

JG-23 | Casa 18°02'01,6" | 65°47'18,0" -

JG-24 | Casa 18°02'02,0" | 65°47'17,0" -

JG-25 | Casa 18°01'59,9" | 65°47'18.4" -

JG-26 | Casa 18°01'58,9" | 65°47'17,3" -

JG-27 | Casa 18°02'10,4" | 65°47'45,6" -

JG-28 | Casa 18°02'24,5" | 65°47'40,1" | -
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JG-Silv | Faralhon de rochas (S) 18°01'52,0" | 65°45'17,5" | T, infestans X
CA-1b | Amontoada de madeira (P) 18°03'40,8" | 65°45'48,1" | T, infestans X
CA-2b | Curral de porco e galinheiro (P) 18°03'58,0" | 65°45'36,2" | T, infestans X
CA-3a | Casa 18°04'13,7" | 65°45'35,8" |-

CA-3b | Curral de cabras (P) 18°04'13,7" | 65°45'35,8" | 7, infestans

CA-3b | Curral de cabras (P) 18°04'13,7" | 65°45'35,8" | T, sordida

CA-4a | Dormitério (I) 18°04'11,1" | 65°45'26,0" | 7, infestans

CA-5b | Curral de cabras (P) 18°04'01,2" | 65°45'34,0" |7, infestans X
CA-5b1 | Casa de cées (P) 18°04'00,9" | 65°45'33,2" | T, infestans X
CA-6 Casa 18°03'42,1" | 65°45'47,9" -

CA-7 Casa 18°03'41,3" | 65°45'47,5" -

CA-8 Casa 18°03'42,5" | 65°45'43,9" -

CA-9 Casa 18°03'48,2" | 65°45'40,3" -

CA-10 | Casa 18°03'51,1" | 65°45'39,3" -

CA-11 |Casa 18°03'53,7" | 65°45'40,9" -

CA-12 |Casa 18°03'53,9" | 65°45'40,0" -

CA-13 | Casa 18°03'54,1" | 65°45'40,2" -

CA-14 | Casa 18°03'54,9" | 65°45'39,1" -

CA-15 | Casa 18°03'58,0" | 65°45'36,2" -

CA-16 |Casa 18°03'59,0" | 65°45'36,7" -

CA-17 |Casa 18°03'59,4" | 65°45'36,0" -

CA-18 | Casa 18°03'59,7" | 65°45'36,1" -

CA-19 | Casa 18°04'01,1" | 65°45'35,5" -

CA-20 |Casa 18°04'00,3" | 65°45'35,0" -

CA-21 |Casa 18°04'00,8" | 65°45'34,6" -

CA-22 |Casa 18°04'11,9" | 65°45'33,3" -

CA-23 |Casa 18°04'14,7" | 65°45'36,7" -

CA-24 |Casa 18°04'15,6" | 65°45'39,0" -

CA-25 |Casa 18°04'16,7" | 65°45'47,7" -

CA-26 |Casa 18°04'16,7" | 65°45'47,7" -

CA-27 |Casa 18°04'15,5" | 65°45'48,7" -

CA-28 |Casa 18°04'17,1" | 65°45'52,2" -

CA-29 |Casa 18°04'10,6" | 65°45'43,4" -

CA-30 |Casa 18°04'09,6" | 65°45'25,8" -

CA-31 |Casa 18°04'07,6" | 65°45'26,5" -

CA-32 |Casa 18°04'12,0" | 65°45'26,1" -

I: intradomiciulio, P: peridomicilio, S: silvestre
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