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SALES, Kamila Gaudéncio da Silva. PCR em tempo real para caracterizacdo de fontes
alimentares de flebotomineos (Diptera: Psychodidae). 2015. Dissertagdo (Mestrado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhédes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2015.

RESUMO

Os flebotomineos sdo insetos hematdfagos de grande importancia médica e veterinaria
atuando como vetores de parasitas como Leishmania. O estudo do padrdo alimentar desses
vetores pode ajudar a compreender a sua interagcdo com potenciais reservatorios de
Leishmania. Neste estudo, desenvolvemos ensaios de PCR em tempo real para identificacdo
de sangue em flebotomineos. Seis pares de primers foram desenhados com base no gene
citocromo b de sequencias disponiveis no GenBank dos seguintes hospedeiros potenciais: c&o,
gato, cavalo, galinha, rato e humano. Primeiramente, os ensaios de PCR em tempo real
utilizando SYBR Green foram conduzidos usando uma curva padrédo com oito concentracfes
diferentes (i.e., 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg e 1 fg por 2 pl) de amostras do
DNA extraido do sangue com EDTA a partir de cada espécie de animal. Em seguida, 0 DNA
foi extraido de 100 fémeas de flebotomineos ingurgitadas de campo pertencentes a trés
espécies (i.e., Lutzomyia longipalpis, L. migonei e L. lenti) foram testadas pelos protocolos
aqui padronizados. Fémeas de flebotomineos foram experimentalmente alimentadas em um
rato (Rattus rattus) e utilizadas para avaliar a deteccdo do ensaio. Os protocolos funcionaram
de forma eficiente com limites de deteccdo de 10 pg a 100 fg. Fémeas de flebotomineos
ingurgitadas coletadas no campo estavam alimentadas de humanos (73%), galinhas (23%),
caes (22%), cavalos (15%), ratos (11%) e gatos (2%). Curiosamente, 76,1% das fémeas de L.
longipalpis foram positivas para o sangue humano. No total, 48% das fémeas testadas
estavam alimentadas em uma unica fonte, 31% em duas e 12% em trés. A analise do curso de
tempo mostrou que a técnica de PCR em tempo real visando o DNA de roedor foi capaz de
detectar pequenas quantidades de DNA do hospedeiro até 5 dias ap0s o repasto sanguineo.
Esses protocolos representam ferramentas promissoras para a identificacdo da fonte alimentar
de flebotomineos de campo.

Palavras-chave: Epidemiologia, Psychodidae, PCR em tempo real.



SALES, Kamila Gaudéncio da Silva. Real-time PCR for the characterization of feeding
sources of sand flies (Diptera: Psychodidae). 2015. Dissertation (Academic Master's in
Bioscience and Biotechnology at Health) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2015.

ABSTRACT

Phlebotomine sand flies are blood-feeding insects of great medical and veterinary
significance, acting as vectors of Leishmania parasites and other pathogens. Studying the
blood-feeding pattern of these vectors may help understanding their interactions with potential
reservoirs of Leishmania. In this study, we developed real time PCR assays for sand fly blood
meal identification. Six pairs of primers were designed based on cytochrome b gene
sequences available in GenBank of the following potential hosts: dog, cat, horse, chicken, rat,
and human. Firstly, SYBR Green-based real time PCR assays were run using a standard curve
with eight different concentrations (i.e., 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg and 1 fg
per 2 ul) of DNA extracted from EDTA blood samples from each animal species. Then, DNA
was extracted from 100 field-collected engorged female sand flies belonging to three species
(i.e., Lutzomyia longipalpis, L. migonei and L. lenti) were tested by the protocols standardized
herein. Female sand flies were experimentally fed on a rat (Rattus rattus) and used for
evaluating the time course of the detection of the assay. The protocols worked efficiently with
detection limits from 10 pg to 100 fg. Field collected female sand flies contained blood from
humans (73%), chickens (23%), dogs (22%), horses (15%), rats (11%) and cats (2%).
Interestingly, 76.1% of the L. longipalpis females were positive for human blood. In total,
48% of the tested females were fed on single sources, 31% on two and 12% on three. The
analysis of the time course showed that the real time PCR assay targeting the rodent DNA
was able to detect small amounts of the host DNA up to 5 days after the blood meal. These
assays represent promising tools for the identification of blood meal in field-collected female
sand flies.

Key-words: Epidemiology, Psychodidae, real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

Os flebotomineos sdo insetos hematdfagos de distribuicdo cosmopolita e grande
importancia médica e veterinaria. Possuem varios nomes vulgares, como “mosquito-palha”
(devido a sua coloracdo amarelada semelhante a palha vegetal), “asa-branca” e “asa-dura”
(por possuirem asas grandes de formato lanceolado que se mantém eretas durante o pouso),
“tatuquira” (devido ao habito de se abrigarem em buracos de tatu), “arrepiado” (por
possuirem o corpo piloso), “pula-pula” (devido ao voo do tipo saltitante) e, erroneamente, de
“mosquitos” (MARTINS; WILLIAMIS; FALCAO, 1978). No entanto, algumas dessas
denominacdes sdo incorretas, particularmente, os flebotomineos ndo devem ser chamados de
mosquitos, pois eles apresentam caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas que os distinguem
dos insetos da familia Culicidae.

Eles sdo insetos de grande importancia médica e veterinaria, devido a sua capacidade
de transmitir bactérias, virus e protozoarios para 0 homem e animais (MAROLI et al., 2013).
As doencas transmitidas por vetores estdo entre os principais problemas de salude publica em
muitos paises em desenvolvimento e industrializados (COLWELL; DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2011). Doencas como dengue, maléria, leishmaniose e doenca de Chagas
continuam a causar um impacto enorme na saude puablica, incluindo gastos com diagnostico,
tratamento e controle podem alcancar cifras exorbitantes. Fatores de ordem bioldgica,
geografica, ecoldgica, social, cultural e econébmica podem influenciar diretamente a
distribuicdo e impacto causado pelas doencas transmitidas por vetores (TAUIL, 2002).

As dificuldades enfrentadas pelos programas de controle de doencas transmitidas por
vetores como dengue e leishmaniose no Brasil, estdo relacionadas principalmente com o
controle de vetores e ao tratamento, sendo esse Ultimo muitas vezes de longa duracdo ou
inexistente (p.ex., ndo existe tratamento especifico no caso da febre do dengue) (BARRETO
et al., 2011). De forma geral, as leishmanioses se apresentam como doencas focais. Ou seja, a
maior parte dos casos esta concentrada em uma area especifica, onde flebotomineos vetores,
hospedeiros reservatorios e populacdo susceptivel se encontram e interagem (DANTAS-
TORRES et al., 2010).

1.1 Flebotomineos

1.1.1 Taxonomia
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Pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae. Essa familia, por sua vez, estd divida em seis subfamilias
(Bruchomyiinae, Trichomyiinae, Horaiellinae, Psychodinae, Sycoracinae e Phlebotominae),
sendo os flebotomineos membros da subfamilia Phlebotominae (FORATTINI, 1973).

Os primeiros registros da subfamilia Phlebotominae datam do Cretaceo Inferior
(LEWIS, 1982). A primeira espécie de flebotomineo foi descrita por Scopoli em 1786 na
Italia, que apds anos sendo chamada de Bibio papatasi teve a sua nomenclatura alterada e
hoje é conhecida como Phlebotomus papatasi (DEDET; VIGNES; RANGEL, 2003). Os
primeiros flebotomineos americanos foram descritos por Coquillett (1907) e Lutz e Neiva
(1912) foram os primeiros pesquisadores a descrever a presenca dos flebotomineos no Brasil.

A subfamilia Phlebotominae é composta por seis géneros; Phlebotomus, Sergentomyia
e Chinius no Velho Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya no Novo Mundo
(YOUNG; DUNCAN, 1994). Uma chave de identificacdo foi proposta por Galati (1995,
2003), que utilizou o método cladistico para estudar os flebotomineos americanos
reclassificando os flebotomineos do Novo Mundo em 22 géneros. No entanto, a classificacéo
tradicional ainda tem sido utilizada pela maioria dos autores.

Dos géneros de flebotomineos do Novo Mundo, Lutzomyia € mais diverso e de mais
ampla distribuicdo geografica, com representantes desde os Estados Unidos até o norte da
Argentina e Uruguai. De acordo com a classificacdo tradicional, o género Lutzomyia €
formado por 15 subgéneros, 11 grupos de espécies e duas espécies com descri¢do deficiente
(YOUNG; DUNCAN, 1994). Atualmente, sdo conhecidas aproximadamente 988 espécies de
flebotomineos, com 512 espécies viventes e 17 fosseis nas Américas (BATES et al., 2015).

1.1.2 Biologia e ecologia

Esses insetos sdo de pequeno porte medindo geralmente de 0,3 a 0,4 cm de
comprimento (KILLICK-KENDRICK, 1999), sdo holometabolos, apresentando estagios de
ovo, larva (quatro estadios ou instares), pupa e adulto. Apresentando intensa pilosidade,
pernas longas e delgadas, voo do tipo saltitante, coloragdo amarelada, asas grandes de formato
lanceolado que se mantém eretas e afastadas do corpo quando em repouso (Figura 1)
(BRAZIL; BRAZIL, 2003).
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Figura 1- Fémea de flebotomineo.

Fonte: Collins (2011).

Os ovos de flebotomineos sdo de forma elipsoide ou ovoide e medem de acordo com a
espécie, de 300 a 500 mm de comprimento por 70 a 150 mm de largura e a postura é feita
isoladamente ou em pequenos grupos, permanecendo aderidos ao substrato, devido a uma
substancia produzida pelas glandulas acessorias (BRAZIL; BRAZIL, 2003). Esta substancia é
composta principalmente de A&cidos graxos e recobre todo o ovo, favorecendo a
permeabilizacdo e podendo também atuar como feromdnio de oviposicdo (BRAZIL;
BRAZIL, 2003; MAROLI et al., 2013; RANGEL; LAINSON, 2003; REY, 1992). Entre sete
e 17 dias ap6s a postura acontece a eclosdo dos ovos, que ocorrera de acordo com as
condicGes disponiveis do ambiente (substrato imido e sombreado e rico em matéria organica)
e da quantidade de sangue ingerido pela fémea. As formas imaturas podem ser encontradas
em diferentes ambientes domésticos (e.g., pordes de casas, constru¢Ges abandonadas, fendas
de chédo e paredes), peridomésticos (e.g., tocas de animais, aterros, latrinas e sob pedras) e
silvestres (e.g., cavernas, toca de roedores, formigueiros e raizes tubulares) (FELICIANGELLI,
2004; FORATTINI, 1973; MORALES; BELLO; CARDENAS, 2005; SANGIORGI et al.,
2012).

As larvas sdo pequenas, brancas e de aspecto vermiforme. A fase larval passa por
guatro estadios por meio de trés mudas e sdo constituidas por 12 segmentos, sendo trés

toracicos e nove abdominais (iguais, com excecdo dos dois Gltimos que sdo modificados a
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funcdo locomotora). Apresentam apéndices cefélicos (antenas), que variam de acordo com o
estadio larvar e a espécie, e as pecas bucais sdo do tipo triturador. Alimentam-se de matéria
organica, das cascas dos ovos eclodidos e dos corpos dos adultos mortos apos a postura. Todo
segmento abdominal € coberto por cerdas, que pode variar de acordo com os estadios e a
espécie. As larvas sdo terrestres, desenvolvem-se em microhabitats com abundancia em
matéria organica, com duracéo de trés semanas (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

As pupas possuem coloracdo branco-amarelada, permanecendo aderidas ao substrato
até emergirem, adquirindo uma tonalidade mais escura. Sdo compostas por 13 segmentos. Os
quatro primeiros, mais ou menos fundidos, formam o cefalotdrax, ao passo que 0s nove
restantes sdo individualizados e constituem o abdomen (BRAZIL; BRAZIL, 2003; FERRO et
al., 1997).

Quando adultos, os flebotomineos apresentam dimorfismo sexual evidente. O
comportamento alimentar que expressa hematofagia é exclusivo da fémea. O macho possui a
proboscide mais curta, ja nas fémeas é mais longa e adaptada para picar e sugar; os Ultimos
segmentos abdominais sdo modificados para constituir a genitalia do inseto onde no macho
estd presente um conjunto de apéndices bem desenvolvidos e ornamentados (importante para
taxonomia), enquanto as fémeas 0s segmentos s&0 menores e apresentam estruturas internas
(espermateca), conferindo um aspecto arredondado (ALEXANDER, 2000; BRAZIL;
BRAZIL, 2003; FERRO et al., 1997).

Os flebotomineos adultos possuem o aparelho bucal do tipo picador-sugador o que
permite efetuar alimentacdo de carboidratos como: glicose, frutose, sacarose, turamose,
melezitose, rafinose, maltose e trealose, obtidos de seiva de plantas, néctar e secrecdes de
afideos (ALEXANDER; USMA, 1994). Os flebotomineos ap06s ingerirem uma substancia
acucarada, esta é armazenada no diverticulo, de onde é levada para o trato digestivo e em
seguida é absorvida. Esses carboidratos sdo utilizados principalmente como fonte de energia
para exercerem as suas principais atividades de voo, acasalamento, postura, garantindo a
sobrevida. Esses acUcares também possuem importante papel no desenvolvimento e
infectividade de Leishmania, pois atuam controlando a flora bacteriana intestinal do inseto,
atuando como bacteriostaticos e como fonte de energia para os parasitas que demonstram
multiplicar-se mais facilmente no trato digestivo dos flebotomineos (BRAZIL; BRAZIL,
2003).

Apenas as fémeas adultas no periodo reprodutivo sdo hematofagas, sendo o sangue
alimento fundamental para a maturacdo dos ovos, utilizado como fonte de proteinas e

aminoacidos (FORATTINI, 1973). Normalmente realizam um unico repasto a cada ciclo de
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reproducdo (ovogénese), mas em algumas espécies foram observados mais de um repasto
antes da oviposicdo, tal comportamento ocorreria pelas variagcbes climaticas, altas
temperaturas e baixa umidade, prejudicando a oviposicdo, sendo necessario mais de um
repasto para reposi¢do hidrica (BRAZIL; BRAZIL, 2003). O numero de ovos produzidos esta
diretamente relacionado a quantidade de sangue ingerido (READY, 1979), de maneira que a
quantidade de sangue varia de acordo com a espécie, onde o inseto pode ingerir o volume de
sangue igual ao préprio peso, que pode variar de 0,1 a 0,6 mg (RANGEL; LAINSON, 2003).

Os flebotomineos possuem habitos crepusculares ou noturnos para realizarem a
hematofagia. Durante o repasto sanguineo, o flebotomineo introduz as pec¢a bucal na pele do
hospedeiro, lacerando o tecido e formando uma pequena poca de sangue. Durante a
hematofagia o inseto libera saliva que apresenta diferentes substancias, tais como
anticoagulantes, antiagregantes plaquetarios, imunossupressores e vasodilatadores
(KAMHAWI, 2006; RIBEIRO; SCHNEIDER; GUIMARAES, 1995). Apé6s a ingestio o
sangue é direcionado ao intestino médio e em seguida o bolo alimentar formado sofre a acéo
de enzimas secretadas pelo intestino médio (e.g. tripsinas, amino-carboxipeptidases). Assim, a
digestdo permite a convencdo de nutrientes sanguineos em proteinas necessarias para o
desenvolvimento dos ovos (PIMENTA et al., 2003).

A preferéncia dos flebotomineos ao hospedeiro vertebrado para a obtencdo do sangue
é bastante variada. O comportamento pouco seletivo de algumas espécies leva esses insetos
hematofagos a se alimentarem em diversas fontes de vertebrados, inclusive humanos. Esse
comportamento facilita a transmissdo de doencas (KILLICK-KENDRICK, 1999). A
diversidade vegetal, animal e fatores microclimaticos que caracterizam as florestas tropicais
fornecem recursos alimenticios, abrigos e condi¢es 6timas de temperatura e umidade para o
desenvolvimento dos flebotomineos, influenciando a abundancia e diversidade de espécies
(SILVA et al., 2007).

Certas espécies dependem muito das caracteristicas especificas do tipo de floresta, o
que determina sua especificidade a um unico tipo de floresta, outras espécies, por sua vez,
podem estar relacionadas a mais de um tipo de vegetacdo (FEITOSA; CASTELLON, 2006;
SILVA et al., 2007).

1.2 Importancia médica

A importancia dos flebotomineos para 0 homem e para 0s animais se deve

principalmente o seu papel como vetores de virus, bactérias e protozoarios, e também por
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afetarem diretamente as pessoas, com suas picadas dolorosas que podem, inclusive, causar
reacOes alérgicas (MAROLI et al., 2013, SHERLOCK, 2003).

1.2.1 Leishmanioses

De um modo geral, entre as doencas transmitidas por flebotomineos, as leishmanioses

assumem um papel preponderante. As leishmanioses sdo, em sua maioria, zoonoses causadas
por varias espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), que acometem o homem e algumas espécies de mamiferos sinantropicos,
silvestres e domésticos, 0s quais podem atuar como hospedeiros reservatorios dos parasitos.
Sdo reconhecidas cerca de 30 espécies de Leishmania que infectam mamiferos, agrupadas e
classificadas em dois subgéneros: Leishmania e Viannia (BARRAL; COSTA, 2011).
Existem quatro principais tipos de leishmanioses: leishmaniose tegumentar, leishmaniose
tegumentar difusa, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2014). De acordo com a espécie de Leishmania e com a resposta
imune do hospedeiro a doenca pode assumir diferentes formas clinicas. Nas Ameéricas,
circulam 11 espécies dermotrdpicas de Leishmania causadoras da doenca (BRASIL, 2006).
No Brasil, ja foram verificadas diversas espécies que causam leishmaniose tegumentar no
homem, a saber: L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) shawi, L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L.(V.) lindenbergi (LAINSON; SHAW, 1998). Ja em relacdo a
leishmaniose visceral (LV), L.(L.) infantum (=L. chagasi) € a espécie responsavel pela grande
maioria dos casos humanos e animais.

Atualmente as leishmanioses ocorrem em 98 paises (distribuidos em cinco
continentes), mas a sua notificacdo é compulséria em apenas 30 deles (ALVAR et al., 2012).
A Organizacdo Mundial de Saude estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao
risco, com registro aproximado de dois milhdes de novos casos ao ano, das diferentes formas
clinicas (ALVAR et al., 2012; WHO, 2010).

A fauna de flebotomineos no Brasil € uma das faunas mais bem estudadas em todo o
mundo (GALATI, 2003). Isto se torna importante para obtencdo de informagOes base para
desenvolvimento de politicas publicas de salde voltadas para o programa de controle das
leishmanioses no pais. No Brasil vérias espécies de flebotomineos tém sido incriminadas na
transmissdo da leishmanias causadoras de leishmaniose tegumentar, incluindo Lutzomyia
whitmani, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia migonei, Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia

flaviscutellata, Lutzomyia complexa, Lutzomyia umbratilis e Lutzomyia anduzei (RANGEL;
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LAINSON, 2009). Estas espécies de flebotomineos foram definidas como vetores por
atenderem aos critérios que definem a competéncia vetorial de uma determinada espécie
(MAROLI et al., 2013). No caso da LV, a principal espécie associada a transmissdo €
Lutzomyia longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005). No entanto, em algumas areas L.
migonei, Lutzomyia cruzi e Lutzomyia evansi tém sido indicadas como potenciais vetores
(CARVALHO et al., 2010; PITA-PEREIRA et al., 2008; SALOMON et al., 2010; SANTOS
etal., 1998; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Diversos estudos sobre flebotomineos vém sendo desenvolvidos no Estado de
Pernambuco, fornecendo novos conhecimentos na ecoepidemiologia das leishmanioses no
nordeste do Brasil. Pelo menos 37 espécies de flebotomineos foram relatadas previamente
nesse Estado (DANTAS-TORRES et al., 2010). A diversidade da fauna de flebotomineos é
pequena quando comparados com a variedade de espécies de outros estados do Nordeste
como, Maranhdo e Bahia, e é mais diversa do que os estados de Alagoas, Ceard, Paraiba,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (DANTAS-TORRES et al., 2010).

Pernambuco é representado pela Mata Atlantica e pela Caatinga que sdo biomas que
abrigam um vasto nimero de espécies de flebotomineos (DANTAS-TORRES et al., 2010).
Em algumas regibes da Zona da Mata Sul de Pernambuco, L. whitmani é a espécie mais
abundante (BRANDAO-FILHO et al., 1999), ao passo que L. complexa é a principal
representante da fauna da Zona da Mata Norte (ANDRADE, 2005). Ambas as espécies sdo
apontadas como vetores de L. (V.) braziliensis no Brasil (MAROLI et al., 2013).

1.2.2 Arboviroses

De acordo com Shaw et al. (2003), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda alguns critérios para o reconhecimento de um artropode como vetor de um
arbovirus. E preciso isolar o virus de artropodes coletados no campo, comprovar a capacidade
do artropode se infectar por meio a alimentacdo sobre um hospedeiro vertebrado infectado
pelo virus ou através de uma suspensdo artificial do virus, comprovar a capacidade do inseto
em transmitir o virus biologicamente através da picada, além de obter evidéncias no campo,
confirmando a associacao do artropode com o vertebrado, no qual a doenca ou infecgdo esteja
ocorrendo. De acordo com os critérios acima, 0s vetores sdo distribuidos nas seguintes
categorias: vetores suspeitos (aqueles que atendem a um dos critérios estabelecidos pela
OMS), vetores potenciais (satisfazem aos testes de infeccdo natural e transmissdo

experimental) e vetores confirmados (preenchem todos os critérios propostos pela OMS).
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Os flebotomineos estdo envolvidos na transmissdo de alguns virus, dentre os quais 0s
mais importantes sdo agrupadas no género Phlebovirus (familia Bunyaviridae) e ao género
Vesiculovirus (familia Rhabdoviridae) (MAROLI et al., 2013). Aproximadamente 39
sorotipos de Phlebovirus sdo reconhecidos, sendo que 25 destes estdo presentes no Novo
Mundo (SHAW et al., 2003). No velho mundo a infeccdo por Phlebovirus tem sido na
associada a presenca flebotomineos nas seguintes areas: sul da Europa, Africa, Oriente Médio
e Asia Central e Ocidental (TESH et al., 1976).

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus atualmente alguns
Phlebovirus estdo associados a flebotomineos no Velho Mundo, estes incluem: virus da febre
dos flebotomineos de Napoles, que inclui o virus Napoles, virus Teerd, virus Karimabad e
virus da Toscana; o virus Salehabad, inclui os virus Salehabad e virus Arbia. O virus siciliano
e o0 virus Corfou também foram isolados e adicionados ao género Phlebovirus
(ANAGNOSTOU et al., 2011; COLLAO et al., 2010; MOUREAU et al., 2010).

Alguns novos Phlebovirus foram detectados através de testes moleculares, como por
exemplo, a presenca de um Phlebovirus intimamente relacionado, contudo distinto do virus
siciliano foi relatado na Argélia (MOUREAU et al., 2010), Tunisia (ZHIOUA et al., 2010) e
Turquia (CARHAN et al., 2010; KOCAK TUFAN et al., 2011). O virus Adria (semelhante ao
virus Arbia) foi detectado, porém ndo isolado, em flebotomineos coletados na Albania
(ANAGNOSTOU et al., 2011; PAPA; VELO; BINO, 2010). Nas Américas, os flebotomineos
identificados como vetores de Phlebovirus sdo: Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia ylephiletor, L.
flaviscutellata, L. umbratilis, Lutzomyia panamensis e Lutzomyia sanguinaria (ADLER;
THEODOR, 1926). No Velho Mundo, as espécies vetoras conhecidas sdo: P. papatasi,
Phlebotomus perniciosus e Phlebotomus perfiliewi (MAROLI et al., 2013).

De acordo com Wunner et al. (1995) cerca de 28 agentes virais do género
Vesiculovirus infectam vertebrados e invertebrados. Trés vesiculoviroses sdo conhecidas:
virus da estomatite vesicular (VSV)-Alagoas, VSV-Indiana e VSV-New Jersey (MAROLI et
al., 2013). O virus estomatite vesicular causa estomatite em humanos e animais domesticos
(gado, cavalos e porcos) estdo presentes no Novo Mundo. No Brasil na regido amazonica dois
virus do género Vesiculovirus (vesiculovirus Carajas e Maraba) foram isolados em fémeas de
Lutzomyia spp. capturadas em Serra Norte, municipio de Maraba, estado do Para (COMER;
TESH, 1991). As espécies L. trapidoi, L. ylephiletor e Lutzomyia shannoni tém sido
associadas com a transmisséo de VSV (COMER; TESH, 1991).

O virus Chandipura da encefalite e o virus Isfahan sdo endémicos no Velho Mundo,

em algumas partes da India, Iri, e Turcomenistdo e outras republicas da Asia Central
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(BASAK et al., 2007; GAIDAMOVICH et al., 1978; TESH et al., 1977). Chandipura virus foi
isolado de pools de Phlebotomus spp. (DHANDA et al., 1972) e também foi detectado em
flebotomineos pertencentes ao género Sergentomyia (GEEVARGHESE et al.,, 2005).
Conduto, em &reas que 0 Vvirus esta presente a espécie suspeita e predominante é P. papatasi
(MAROLLI et al., 2013). Vale ressaltar, que o diagndstico de infeccdo por esses agentes €
dificil e escassa atencdo é dada para tais casos, porque os mesmos sao facilmente confundidos
com malaria, influenza e outras doencas virais respiratdrias ou outras arboviroses (SHAW et
al., 2003).

1.2.3 Bartonelose

O agente etioldgico da bartonelose é a bactéria Bartonella bacilliformis, estas sao
bacilos Gram negativos, aerébios e moéveis que infectam células do sistema reticulo endotelial
(MAROLI et al., 2013). Nos seres humanos, a bartonelose provoca uma enfermidade
conhecida como doenca de Carridn, que apresenta duas fases clinicas distintas: uma fase
aguda, conhecido como “febre de Oroya” (compreendendo severa anemia hemolitica, dores
articulares e febre e ictericia), e uma fase eruptiva chamada de “verruga peruana” (usualmente
se desenvolve apds o paciente recuperar-se da febre de Oroya e pode persistir cerca de um ano
no individuo contaminado, desaparecendo em seguida (MAROLI et al., 2013; TICONA et al.,
2010). Este patdgeno é transmitido pela picada flebotomineos da género Lutzomyia (por
exemplo, Lutzomyia verrucarum e Lutzomyia peruensis pescei) (SANCHEZ CLEMENTE et
al., 2012), distribuindo-se na regido ocidental da Cordilheira dos Andes, Equador, Colémbia e
Peru, sendo esporadicamente relatada na Bolivia e no Chile (SANCHEZ CLEMENTE et al.,
2012). Ademais, alguns estudos mostram que no Peru outras espécies de flebotomineos
podem também estar envolvidas na transmissdo da doenca, assim como Lutzomyia noguchii e
L. peruensis (YOUNG; DUNCAN, 1994).

1.2 Competéncia vetorial

Estudos sobre a interagdo dos flebotomineos com diferentes espécies de Leishmania
tém contribuido para o entendimento da competéncia vetorial desses artrépodes. Diante disso,
Killick-Kendrick (1990) propds cinco critérios para que se possa incriminar uma determinada
espécie de flebotomineo como vetor de Leishmania sp.: 1) promastigotas deverdo ser isoladas

de fémeas de campo ndo ingurgitadas recentemente (com menos de 36 h apos o repasto); 2)
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formas infectantes de Leishmania spp. deverdo ser vistas na parte anterior do intestino e da
valvula estomodeal de fémeas naturalmente infectadas ou provenientes de colénia apos
xenodiagnostico; 3) o vetor deve picar o hospedeiro; 4) associacdo ecoldgica, entre o vetor e
0s seres humanos e em qualquer outro hospedeiro reservatorio; e 5) transmissdo experimental
eficaz apds infeccdo de uma espécie de hospedeiro natural ou modelo equivalente de
laboratério.

Recentemente dois novos critérios foram acrescentados para aprimorar aos que ja
foram sugeridos: 1) utilizacdo de dados retrospectivos e modelagem matematica demonstram
que o vetor pode ser essencial para manter a transmissdo com ou sem o envolvimento de
outros vetores; e 2) uma modelagem matematica com base em um programa de controle
planejado demonstra que a incidéncia da doenca diminui significativamente com uma
diminuicdo significativa na densidade do vetor (READY, 2013).

Diante disso, os vetores podem ser divididos em vetores especificos (sdo aqueles que
permitem o crescimento de apenas uma espécie de Leishmania) e vetores permissivos
(suportam o desenvolvimento de mais de uma espéecie) (WHO, 2010). Algumas barreiras
naturais existentes dentro do flebotomineo vdo conduzir a refracdo ou susceptibilidade do
inseto a infec¢do (READY, 2013).

De acordo com Pimenta et al. (2003) os principais fatores que influenciam na
competéncia de uma dada espécie de flebotomineo em atuar como um vetor estdo
relacionados com a capacidade das leishmanias de resistirem as acdes das enzimas digestivas
presentes no intestino médio do inseto, de aderirem ao epitélio intestinal no momento da
excrecdo do resto alimentar, de escaparem da matriz peritréfica (MP) que envolve o bolo
alimentar; completarem o ciclo de vida dentro do inseto vetor, atingindo o desenvolvimento e
distincdo de formas infectantes.

Por outro lado, € importante destacar que o papel de determinadas espécies de
flebotomineos como vetor ndo depende apenas da sua habilidade de permitir a
metaciclogénese do parasito, mas também da sua capacidade de transmitir as formas
infectantes (KILLICK-KENDRICK, 1990). Alguns flebotomineos realizam mais de um
repasto sanguineo por ciclo reprodutivo, apresentando capacidade oportunista para se
alimentar de varios vertebrados; A realimentacdo em determinados animais domésticos pode
aumentar a sua habilidade em transmitir Leishmania spp. em areas em que a doenca €
endémica (aumentando a capacidade vetorial) (SECUNDINO et al., 2011).

1.4 Relagéo parasito-vetor
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Ao realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado a fémea ao ingerir o
parasito na forma amastigota. Essa forma é rapidamente transportada ao intestino médio do
inseto e envolta pela MP junto ao bolo sanguineo (PIMENTA et al., 1997; SECUNDINO et
al., 2005; WALTERS et al., 1993, 1995). Apds um periodo de 12 a 20h as amastigotas se
diferenciam em promastigotas. ApOs varias mudancas e intensa multiplicacdo, as
promastigotas se diferenciam em promastigotas metaciclicas, forma infectante do parasito
(DESCOTEAUX; TURCO 1999; SACKS; PERKINS, 1984).

Ao final de seu processo evolutivo no vetor, os parasitos atingem o intestino anterior
do inseto e eventualmente s&o transmitidas a um hospedeiro vertebrado durante um repasto
sanguineo sucessivo (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2005). As promastigotas sdo introduzidas no
hospedeiro vertebrado pela picada do inseto vetor e invadem o sistema fagocitico
mononuclear iniciando a fase de desenvolvimento intracelular do parasito, recomecando o

ciclo (Figura 2).

Figura 2 - Ciclo biolégico de Leishmania spp. Dependendo da espécie do protozoéario envolvido, a
doenca evolui para a forma visceral ou cuténea.

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2010).
Nota: VL - Leishmaniose visceral; CL - Leishmaniose tegumentar.

De acordo com Secundino et al. (2011), as leishmanias devem superar algumas
barreiras, incluindo a acdo das enzimas digestivas, a MP e o processo de excrecdo. De fato, o
processo digestivo do flebotomineo representa um conjunto de fendmenos adversos ao
desenvolvimento das leishmanias que, ao longo do seu processo evolutivo, desenvolveram

mecanismos para superar essas barreiras. Por exemplo, a resisténcia das formas promastigotas
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as enzimas digestivas dentro do intestino do vetor se deve a presenca de moléculas em sua
superficie (lipofosfoglicano - LPG), que formam uma cobertura na superficie do parasito,
impedindo a lise da membrana. Contudo, o grande desafio é a transicdo de amastigota para
promastigota, visto que a camada celular de LPG ainda ndo esta presente na primeira
(PIMENTA et al., 2003). Assim, muitos protozoarios ingeridos com a alimentacéo sanguinea
sd0 mortos durante a digestdo no intestino médio do flebotomineo, porém um ndmero
suficiente de leishmanias resiste a acdo enzimatica e multiplicam-se rompendo superando as
barreiras naturais existentes no vetor (SECUNDINO et al., 2011).

A MP é formada logo ap06s a ingestdo de sangue, sendo produzida pelas células
epiteliais em todo intestino médio e constituida por quitina, proteoglicanos e proteinas
(PIMENTA et al., 2003). A MP apresenta diversas e importantes funcgdes, incluindo: protecao
contra patdgenos; compartimentalizacdo do alimento e permeabilizacdo de enzimas,
detoxifica¢do e sequestro do “heme” produzido pela quebra da hemoglobina (SECUNDINO
et al., 2011). As leishmanias, ap0s se transformarem em promastigotas, produzem quitinase e
escapam da MP quando necessario. Posteriormente é imprescindivel que os promastigotas
tenham habilidade de se aderir as células do epitélio intestinal mediadas por LPG,
favorecendo a manutencdo da infeccdo (SECUNDINO et al., 2011). As Gltimas barreiras
enfrentadas no processo de interacdo do parasito com o vetor € o processo de diferenciacdo
(metaciclogénese) que produz promastigotas metaciclicas, estas sdo adaptadas a serem
inoculadas pelos flebotomineos vetores e a sobreviverem nos vertebrados, garantindo a
continuidade do seu ciclo de vida (PIMENTA et al., 2003).

1.5 Fonte alimentar de flebotomineos

A atracdo que diferentes animais silvestres e domésticos exercem sobre 0s
flebotomineos para alimentacdo compde importante fator para o conhecimento das relacdes
hospedeiro-vetor nos diversos ambientes, especialmente em areas onde as leishmanioses séo
endémicas (FOTENELES et al., 2009). A identificacdo da fonte alimentar de artrépodes
hematofagos tem mostrado ser de grande utilidade no estudo da ecologia de insetos vetores de
doencgas (DIAS et al., 2003). Os trabalhos pioneiros para identificacdo de sangue ingerido por
artropodes foram realizados por King e Bull (1923) e Rice e Barber (1935), trabalhos esses
que foram primordiais para a adaptacdo e desenvolvimento de técnicas imunoldgicas em

outros insetos.
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O teste de precipitina baseado na utilizacdo de antissoros € uma ferramenta usualmente
empregada para detecgdo de fonte alimentar (AFONSO et al., 2005; DIAS et al., 2003;
FONTELES et al., 2009; JAVADIAN et al., 1977; MORRISON et al., 1993; NERY et al.,
2004; OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2008; TESH et al, 1971, 1972). Ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) requerem o uso de anticorpos especificos para o desenvolvimento
do teste (AGRELA et al., 2002; BONGIORNO et al., 2003; COLMENARES et al., 1995;
GOMEZ; SANCHEZ; FELICIANGELI, 1998; MARASSA et al., 2004; ROSSI et al., 2008;
SVOBODOVA et al., 2003).

Embora tenham produzido importantes informag0es sobre a identidade dos
hospedeiros vertebrados de muitos artrépodes hematdfagos, as técnicas soroldgicas
apresentam algumas limitacGes, como por exemplo: possivel reacdo cruzada; necessidade de
producdo de anticorpos especificos; incapacidade de incriminar reservatorios ndo esperados
(HAQOUAS et al., 2007); ndo detectam repastos sanguineos mais antigos que 24 horas (TESH
et al.,, 1971); apresentam baixa sensibilidade (SANT’ANNA et al., 2008); e podem até¢ nao
distinguir espécies filogeneticamente préximas (SILVA et al., 2001).

A espectrometria de massa € uma técnica que usa a hemoglobina como base para
identificacdo do repasto sanguineo em flebotomineos e consegue acompanhar a dindmica de
digestdo desta proteina no inseto (SILVA, 2006). Contudo, a hemoglobina extraida do trato
digestivo dos flebotomineos pode ser analisada durante quatro dias apenas e fica estavel
apenas por um ano. Com objetivo de compreender o habito alimentar dos flebotomineos
alguns trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando observac@es visuais, capturas com isca
humana, armadilhas contendo animais (e.g., suino, céo, coelho e galinha) (MUNIZ et al.,
2006). Porém, essas observacOes ndo permitem esclarecer o complexo habito alimentar desses
dipteros em condicdes naturais.

Atualmente a identificacdo do habito alimentar por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem sido realizada, utilizando o gene prepronociceptin (HAOUAS et al.
2007) e regibes do gene citocromo b (ABASSI et al.,, 2009; BOAKYE et al., 1999;
BARTSCH et al., 2009; GARLAPATI et al., 2012; JIMENEZ et al., 2013; NGO; KRAME,
2003; KENT; NORRIS, 2005; QUARESMA et al., 2012; SANT 'ANNA et al., 2008).
Citocromo b é uma proteina bem caracterizada a partir de complexo Il do sistema de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, € a Unica proteina neste complexo codificado pelo
genoma mitocondrial (IRWIN et al., 1991). O citocromo b é um dos citocromos envolvidos

no transporte de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial (ESPOSTI et al., 1993). E o
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maior polipeptideo do complexo bcl do citocromo, que catalisa a transferéncia de elétrons de
redox ubiquinona citocromo ¢ (ESPOSTI et al., 1993; CROFTS et al., 1999).

Além da sua utilizacdo para a identificacdo de fonte alimentar em artrépodes, este
gene vem sendo empregado em estudos evolutivos de vertebrados (IRWIN et al., 1991; NGO;
KRAMER, 2003). A utilizacdo do gene citocromo b como marcador genético oferece
vantagens devido a sua localizacdo no genoma mitocondrial (que ndo sofre recombinagéo) e a
disponibilidade de sequéncias completas no GenBank (PERKINS; SCHALL, 2002). Essas
caracteristicas tornam esse gene um dos principais marcadores utilizados para identificacdo da
fonte alimentar de artrpodes vetores.

Diferentes técnicas moleculares (PCR e suas variantes) ja foram empregadas para a
identificacdo da fonte alimentar de artropodes hematdfagos (KENT, 2009). Recentemente, a
PCR em tempo real foi utilizada para deteccdo de sangue de diferentes vertebrados em
diversos artrépodes, a saber: pulgas (GRAHAM et al., 2012; 2013; WOODS et al., 2009),
triatomineos (MOTA et al., 2007) e mosquitos (VAN DEN HURK; SMITH; SMITH, 2007).
Os resultados desses estudos claramente indicaram a superioridade da PCR em tempo real em
relacdo as outras técnicas, em termos de sensibilidade e rapidez na obtencdo dos resultados,
por exemplo. De fato, uma das vantagens da PCR em tempo real é que ela possibilita a
eliminacdo da etapa de pés-amplificacdo (preparo do gel para eletroforese), necesséria para

visualizacdo do produto amplificado.



27

2 JUSTIFICATIVA

A introducéo de ferramentas de biologia molecular na identificacdo da fonte alimentar
tem revolucionado o estudo do comportamento alimentar de insetos hematofagos. A
caracterizacdo do sangue ingerido por fémeas de flebotomineos baseada na detecgdo do DNA
do hospedeiro por PCR em tempo real é uma alternativa promissora em relacdo as técnicas
tradicionais (e.g., preciptina), devido a sua alta sensibilidade e especificidade. O
conhecimento sobre o padrdo alimentar dos flebotomineos é de grande importancia para o
entendimento da ecologia desses insetos e da epidemiologia das leishmanioses. Tais
conhecimentos poderdo contribuir na ado¢do de medidas de prevencdo e controle dessas

Z00Nnoses.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Seria a técnica de PCR em tempo real capaz de detectar as principais fontes de

repastos sanguineos em fémeas de Lutzomyia spp.?
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4 HIPOTESE

A PCR em tempo real é capaz de detectar as principais fontes de repastos sanguineos

em fémeas de Lutzomyia spp.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Desenvolver protocolos de PCR em tempo real para a caracterizagdo do sangue
ingerido por fémeas de flebotomineos.

5.2 Especificos

a) Padronizar protocolos de PCR em tempo real para a caracteriza¢do do sangue ingerido
por fémeas de flebotomineos;

b) Avaliar a aplicabilidade da PCR em tempo real para a caracterizacdo de fonte
alimentar em flebotomineos de campo;

c¢) ldentificar multiplos repastos em flebotomineos de campo por PCR em tempo real.
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6 METODOLOGIA

6.1 Captura e triagem dos flebotomineos

Os flebotomineos utilizados nesse estudo foram coletados no ambito de outros
projetos realizados pelo grupo de pesquisa em eco-epidemiologia de leishmanioses do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhédes. Em particular, os espécimes foram coletados no municipio de
Passira (07°59°42” S, 35°34°51” O), Agreste Setentrional do estado de Pernambuco.

As coletas foram realizadas utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC, instaladas
no final da tarde (17:00 horas) e retiradas pela manhd do dia seguinte (6:00 horas). Cada
armadilha foi posicionada 1,5 metro do nivel do chdo, sendo instaladas em diferentes
ecotopos (galinheiro, curral, plantagdo/chiqueiro e estabulo) no periodo de agosto de 2009 a
agosto de 2010 (COSTA et al., 2013). Os espécimes capturados (n = 100) foram seccionados
com o auxilio de estiletes entomoldgicos estéreis, sendo os dois Ultimos segmentos do
abdome e a cabeca montados em laminas com liquido de Berlese. A cabeca foi posicionada
com a regido ventral para cima, para uma melhor visualizagdo das estruturas de interesse
taxondmico, com o auxilio de um microscopio de luz. A identificacdo da espécie foi realizada
de acordo com a classificacdo proposta por Young e Duncan (1994). Os abdomens das fémeas
alimentadas foram individualmente condicionados em tubos de microcentrifuga, com
capacidade de 1,5 ml, a —20°C, até serem analisadas.

Fémeas de flebotomineos (n = 50) experimentalmente alimentadas em um roedor
(Rattus rattus) foram mantidas em laboratorio por diferentes intervalos de tempo (i.e., 1 h, 24
h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 142 h) ap0s o repasto de sangue. Em cada intervalo de tempo,
cinco fémeas foram selecionadas e submetidas a extracdo de DNA ou mantidas a —20°C até

serem processadas.

6.2 Amostragem e aspectos éticos

Foi adotada uma amostragem ndo probabilistica de conveniéncia (COSTA NETO,
1977; REIS, 2003). Esse estudo foi previamente licenciado (Projeto n° 55/2013) pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhes
(Anexo A). O grupo de pesquisa em leishmanioses possui a autorizacdo do pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) (Projeto n° 28/2013) (Anexo B) e a autorizagdo do Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) (Projeto n® 12749-2) (Anexo C). As
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amostras de sangue dos animais que foram utilizadas na pesquisa foram coletadas pelo
médico veterinario responsavel e o proprietario do animal assinou um termo de consentimento
livre e esclarecido (APENDICE A).

6.3 Coleta de sangue

Para padronizacdo da PCR em tempo real, amostras de sangue venoso de alguns
animais foram coletadas: cdo (CLF), gato (FC), rato (RR), cavalo (EC), galinha (GG) e
homem (HS). Os animais do estudo foram provenientes de fazendas, laboratérios ou
residéncias. As amostras de sangue foram armazenadas em tubos contendo solucdo
anticoagulante (EDTA 0,009 g/5 ml de sangue) e estocadas em freezer a —80°C para posterior
extracdo de DNA.

6.4 Extracéo de DNA

Para extracdo de DNA das fémeas de flebotomineos ingurgitadas e de amostras de
sangue de cada fonte estudada foi utilizado os kits comerciais DNeasy Blood & Tissue kit and
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen®, USA) (QIAGEN®, USA), respectivamente,
seguindo as instrucBes do fabricante. As amostras de DNA foram eluidas em 100 pl de
tampdo Tris-EDTA e congeladas a —80°C. A quantidade e a pureza das amostras de DNA

foram determinadas usando um espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

6.5 Desenho dos primers

Os primers foram desenhados com base nas sequéncias polimdrficas do gene
citocrono b disponiveis no GenBank [cdo (JF489119.1), gato (AB194817.1), rato preto
(AB194817.1), cavalo (JF511458.1), galinha (EU839454.1) e homem (KC711458.1)],
utilizando a ferramenta Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Os
primers, contendo de 20 a 24 pb cada, foram desenhados e analisados com base na
especificidade, temperatura de melting (Tm 57-63°C), tamanho do produto (70-120 pares de

base - pb) e o percentual de guanina e citosina (% de GC) (Tabela 1).



Tabela 1 — Caracteristicas dos primers desenhados para desenvolvimento dos protocolos de PCR em tempo real.

% de Tamanho
Hospedeiro Primers Start Stop Tm (°C) do  produto
CG
(pb)
Cio f5’ - AGCGCCGTCTAACATCTCTG - 3° 55,45 66 85 55,90 118
15’ - TGTGGCTGTGTCCGATGTAT -3’ 50,89 183 164 59,10
Cavalo f5’ - CAGCCAGTGGAACACCCATA- 3 55,00 1021 1040 59,67 103
15’ - TGTTTTCGATGGTGCTTGCG - 3’ 50,00 1123 1104 60,04
Gato 5’ - AGAATGGATCTGAGGGGGCT -3’ 55,00 4835 502 60,03 108
15’ - AGGTGTACTGCTGCTAAGGC - 3’ 55,00 90 571 59,75
Galinha f5’ - CAGCAGACACATCCCTAGCC -3’ 60,00 170 189 60,18 104
r5’ - GAAGAATGAGGCGCCGTTTG - 3’ 55,00 273 254 60,18
Homem 5’ - AGGCGTCCTTGCCCTATTAC- 3’ 55,00 63 82 59,53 104
r5’ - GTGATTGGCTTAGTGGGCG - 3’ 55,00 166 147 60,39
Roedor f5’ - GAATTGGGGGCCAACCAGTA -3’ 55,00 1033 1052 59,00 109
r5’ - TCAATGATTCCGGAGATTGGT -3’ 42,86 1141 1121 57,00

Fonte: A autora.
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6.6 PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando o ABI PRISM 7000®
(Applied Biosystems) e os resultados foram analisados utilizando o software v2.3 (Applied
Biosystems). Trés concentragdes dos primers foram inicialmente avaliadas (8 pmol/ul, 5
pmol/ul e 3 pmol/ul) para determinar a melhor concentracdo de funcionamento dos sistemas.

Inicialmente, cada reacdo conteve um volume final de 50 pl, incluiram 2 pl da amostra
de DNA testada, 1 pl de cada primer e 25 pl de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). Algumas rea¢Ges foram também realizadas em um volume final de 25 pl (ou
seja, 8,5 ul de tipo 1 de &gua, 1 pl de primer (5 pmol), 12,5 ul de SYBR Green PCR Master
Mix e 2 ul de DNA testado).

A reacdo foi realizada com uma desnaturacdo inicial a 95°C durante 10 minutos,
seguido por 40 ciclos de amplificagdo (95°C/15 segundos, 60°C/1 minuto). Agua livre de
DNA foi usada como no template control (NTC), fémeas ndo ingurgitadas ou machos como
controle negativo e curvas de DNA de cada fonte como controle positivo foram incluidos. O
software ABI PRISM® 7000 SDS (versdo 1.1) foi utilizado para analise dos resultados. Todas
as amostras foram testadas em duplicatas. Nos resultados a soma dos percentuais das fontes
alimentares é maior que 100%, pois algumas fémeas de flebotomineos se alimentaram de

sangue de mais de um hospedeiro.
6.6.1 Sensibilidade analitica, eficiéncia e especificidade

Para avaliacdo da sensibilidade analitica (limite de detec¢do) foi utilizada uma curva
de diluicdes seriadas de DNA genémico (10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg e 1 fg
por 2 ul) de cada animal. O limite de detec¢do do ensaio foi definido como sendo a menor
quantidade de DNA alvo detectavel (TOO, 2003).

A eficiéncia foi determinada de acordo com Too (2003), por meio da seguinte
formula: & = 10 (1/sloP9) g

A especificidade (o) foi definida pela equacdo o = (1+ &) ““' onde o ACt é
determinado pela diferenca dos valores dos Cts (Cycle threshold) da amostra definida como
alvo e das amostras em teste (TOO, 2003). Assim, foi realizado um cruzamento entre dos
primers com diferentes amostras (alvo). Para uma amostra ser enquadrada como positiva,
foram definidos alguns critérios: duplicatas homogéneas; curva de amplificagdo (Ct inferior
ao NTC); e curva de dissociacao (derivativa superior ao NTC). O ponto de corte (cutoff) foi
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definido como o valor de Ct, correspondente ao limite detecgdo inferior do protocolo.
Qualquer valor de Ct acima deste limite de deteccéo foi considerado negativo juntamente com

analise da temperatura de melting (em comparagdo com o padréo).

6.7 Sequenciamento

O produto da PCR em tempo real de cinco especimes positivos para cada hospedeiro
foram purificados em coluna do kit Pure Link PCR Purification (Invitrogen®) seguindo as
instrugcdes do fabricante. Foi utilizado o kit BioDye Terminator Cycle Sequencing (verséo
3.1) (Applied Biosystems) em um seqlienciador automatico (ABI 3100 Genetic Analyzer) do
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
FIOCRUZ/PE.

6.8 Analise dos dados

Os dados foram tabulados e as frequéncias calculadas com o auxilio do programa
Microsoft Office Excel 2007°.
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7 RESULTADOS

7.1 Sensibilidade analitica, eficiéncia e especificidade

Dentre as trés concentracOes dos primers avaliadas (8 pmol/ul, 5 pmol/ul e 3 pmol/ul)

para determinar a melhor concentracdo de funcionamento dos protocolos, 5 pmol/ul foi a que

apresentou melhor desempenho.

Utilizando uma curva de dilui¢do (10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fge 1

fg por 2 ul) do DNA obtido de amostras de sangue da cada espécie animal, verificou-se que o

limite de deteccdo dos protocolos direcionados ao DNA de cdo (CLF), rato (RR) e gato (FC)

foi de 1 pg. O protocolo direcionado ao homem (HS) detectou até 100 fg de DNA ao passo

que aqueles para galinha (GG) e cavalo (EC) tiveram sensibilidade analitica de 10 pg (Tabela

2).

Tabela 2 — Coeficiente de determinacdo (R?), eficiéncia () e coeficiente angular da reta (slope) das

curvas padrdo por tipo de sangue.

Hospedeiro Slope R? g (%) Limite de deteccéo
(por 2 i)

Céo -3,58+0,69 0,93+0,10 96,3+30,8 1pg

Cavalo -3,88+0,61 0,96+0,02 83,28+14,74 10 pg

Gato -3,37+£0,16 0,93+0,02 96,89+4,13 1 pg

Roedor -4,29+0,16 0,94+0,04 71,06+3,32 1pg

Galinha -3,65+0,65 0,96+0,06 92,61+27,24 10 pg

Humano 3,84+0,53 0,83+0,23 84,17+£15,74 100 fg

Fonte: A autora.

Através dos testes cruzados, todos os primers demonstraram um bom desempenho,

onde a amplificagdo das amostras foi especifica para cada o alvo, com auséncia de

amplificagdo do NTC e dos controles negativos (fémeas ndo alimentadas). Os protocolos para

CLF, EC e RR, por exemplo, demonstraram 100% de especificidade para DNA do alvo

(Figuras 3,4 e 5).
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Figura 3 - Curvas de amplificacdo (A) e dissociagdo (B) do protocolo de PCR em tempo real para
CLF (padréo: 100 pg; NTC: controle negativo) com DNA de outras espécies (GG, EC, FC, RR e HS).
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Fonte: A autora.

Figura 4 - Curvas de amplificagdo (A) e dissociagéo (B) do protocolo de PCR em tempo real para EC
(padrdo: 100 pg; NTC: controle negativo) com DNA de outras espécies (GG, CLF, FC, RR e HS).
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Fonte: A autora.

Figura 5 - Curvas de amplificacdo (A) e dissociacdo (B) do protocolo de PCR em tempo real para RR
(padréo: 100 pg; NTC: controle negativo) com DNA de outras espécies (GG, CLF, FC, EC e HS).
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Fonte: A autora.
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Amplificagcbes ndo especificas ocorreram em alguns casos. O protocolo para GG
amplificou o DNA de RR (Ct 37,6) e HS (Ct 36,2-37,9) (Figura 6); os primers de FC
amplificaram DNA de EC (Ct 37,2-38,6), CLF (Ct 35,9-38,2), RR (Ct 38,0-38,2), GG (34,8-
35,2) e HS (Ct 34,4-34,7); e os primers de HS amplificaram DNA de CLF (37,1), FC (Ct
31,0-32,0) e RR (35,7-36,1). No entanto, estas amplificacdes ndo especificas puderam ser
distinguidas pelo valor de Ct (acima do definido como limite inferior de detec¢do de cada
ensaio correspondente) e/ou por andlise da curva de melting (em comparacdo com o padréo).
Além disso, a especificidade dos ensaios foi também confirmada por anélise da sequéncia de
DNA, que mostrou niveis elevados de identidade (96-100%) das sequéncias obtidas nesse
estudo com sequencias correspondentes disponiveis no GenBank (nimero de acesso:
KJ185407.1, KF282339.1, KF964328.1, AB194817.1, KF038166.1, e KJ522809.1).

Figura 6 - Curvas de amplificacdo (A) e dissociac¢do (B) do protocolo de PCR em tempo real para GG
(padrdo: 100 pg; NTC: controle negativo) com DNA de outras espécies (CLF, EC, FC, RR e HS).
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Fonte: A autora.

7.2 Deteccdo das fontes alimentares em flebotomineos

Testes para avaliar a capacidade de detec¢do da técnica ao longo do tempo, mostraram
que a técnica de PCR em tempo real visando DNA de RR foi capaz de detectar pequenas
guantidades de DNA do hospedeiro até 5 dias (120 horas) apds o repasto sanguineo (Figura
7).
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Figura 7 — Deteccdo de DNA de rato (padréo: 1 pg DNA de roedor; NTC: controle negativo) por PCR
em tempo real em diferentes intervalos de tempo (1-142 h).
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Fonte: A autora.

7.2 Deteccéo das fontes alimentares em flebotomineos

Em relacdo as 100 fémeas ingurgitadas de campo, 91% foram positivas para 0 DNA
dos hospedeiros estudados. Em particular, 73% das fémeas continham sangue de humano,
23% de galinha, 22% de céo, 15% de cavalo, 11% de rato e 2% de gato. Curiosamente, 76,1%
das fémeas de L. longipalpis se alimentaram de sangue humano, seguido por galinha (19,6%),
cdo (16,3%), cavalo (16,3%), rato (12%) e gato (2,2%). O espécime de L. lenti foi positivo
para sangue de cdo. As fémeas de L. migonei se alimentaram de sangue de cdo (85,71%),
galinha (71,43%) e humano (42,86%).

No total, 48% das fémeas de flebotomineos de campo foram positivas para uma
espécie animal, 31% para duas e 12% para trés. Entre as fémeas que haviam se alimentado de
uma fonte de sangue, & maioria continha sangue humano (73%), seguido por galinha (10,4%)
e cdo (6,2%). Entre aqueles alimentados em duas fontes de sangue, a maioria deles foi
positiva para: humano + cavalo (n = 7), humano + galinha (n = 7), humano + céo (n = 8), rato
+ humano (n = 4) e cdo + galinha (n = 4). Finalmente, a maioria das fémeas alimentadas com
trés fontes foi positiva para humano + céo + galinha (n = 5), seguido de cavalo + humano +
rato (n = 3), cdo + gato + humano (n = 1), galinha + humano + cavalo (n = 1), humano + rato

+cdo (n = 1) e humano + galinha + rato (n = 1).
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8 DISCUSSAO

No presente estudo foram desenvolvidos ensaios de PCR em tempo real utilizando
SYBR Green como fluor6foro, para identificacdo de sangue ingerido por fémeas de
flebotomineos. Os ensaios foram capazes de detectar pequenas quantidades de DNA do
hospedeiro em fémeas de campo que estavam armazenadas a —20 °C por aproximadamente 4
anos. De fato, o bom desempenho dos ensaios aqui desenvolvidos permitiu, por exemplo, a
deteccdo de 100 fg de DNA de humano. O limite de deteccédo dos ensaios foi equivalente ao
relatado por alguns autores (ABBASI et al., 2009; HAOUAS et al., 2007). Isso confirma a
utilidade do gene citocromo b como um alvo genético em ensaios de PCR em tempo real para
identificacdo do repasto sanguineo em flebotomineos, como anteriormente demonstrado por
PCR convencional (ABBASI et al., 2009; GARLAPATI et al., 2012; JIMENEZ et al., 2013;
TIWANANTHAGORN et al., 2012). A utilizacdo desse alvo também foi bem sucedida para
deteccdo de sangue de hospedeiros em outros insetos como mosquitos (NGO; KRAME, 2003;
BARTSCH et al., 2009; KENT; NORRIS, 2005; PETTERSSON et at., 2013), simulideos
(BOAKYE et al., 1999) e barbeiros (MOTA et al., 2007).

Diversas metodologias tém sido utilizadas para detectar sangue em artrépodes vetores,
como mosquitos (KENT, 2009), mas algumas diferencas bioldgicas tornam dificil extrapolar
os resultados para flebotomineos, incluindo a quantidade de sangue ingerido por mosquitos
(2-6 ul) (CLEMENTES, 1992) e flebotomineos (1 pul ou menos) (DABA et al., 2004). Além
disso, o processo de digestdo do sangue em insetos hematdfagos pode resultar na
desnaturacdo do DNA e, por conseguinte, prejudicar a deteccdo da fonte alimentar, alguns
dias apos o repasto sanguineo (KENT; NORRIS, 2005; SANT'ANNA et al., 2008). Assim, é
desejavel dispor de uma técnica que seja suficientemente sensivel para permitir a deteccéo de
quantidades minimas de DNA, até alguns dias ap0s a ingestdo de sangue, uma vez que é
dificil de estimar o tempo decorrido desde o ultimo repasto, em especial em fémeas coletadas
no campo sem sangue visivel no abdémen. Muitos dos estudos para detec¢do de sangue em
insetos visam compreender o comportamento alimentar de vetores de patdgenos de
importancia medica e veterinaria (KENT, 2009).

Os resultados dos experimentos sobre a deteccdo em diferentes intervalos de tempo
aqui obtidos demonstram a robustez dos ensaios, permitindo a detecgdo de DNA de roedor até
5 dias ap0s o repasto sanguineo. Esses resultados estdo consistentes com outros estudos sobre
a identificacdo de sangue em flebotomineo, que geralmente relatam uma capacidade de
deteccdo do DNA do hospedeiro por 1 a 4 dias (ABBASI et al., 2009; GARLAPATI et al.,
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2012; HAQUAS et al.,, 2007; KENT; NORRIS, 2005; SANT'ANNA et al., 2008;
VALINSKY et al., 2014). Os ensaios com PCR heteroduplex desenvolvidos para identificar
sangue de aves em mosquitos foram capazes de detectar o DNA do hospedeiro por até 7 dias
(LEE et al., 2002). Os autores sugeriram que a maior quantidade de DNA no sangue de aves
(devido a presenca de eritrocitos nucleados) persiste por um periodo maior do que o DNA de
sangue de mamiferos.

No presente estudo a maioria das fémeas pertencentes a espécie L. longipalpis
analisadas foram positivas para sangue humano, seguido por galinhas, cdes, cavalos, ratos e
gatos. Curiosamente, a maioria das fémeas de L. longipalpis de campo foi coletada em
galinheiros perto de habitagdes humanas. O comportamento antropofilico desse vetor é
bastante evidenciado, assim como seu eclético habito alimentar, sendo ainda considerada uma
espécie de facil adaptacdo a ambientes modificados pelo homem (LAINSON; RANGEL,
2005; RANGEL; VILELA, 2008). Um estudo realizado no Rio Grande do Norte, em areas
onde a LV é endémica, foram encontrados espécimes de L. longipalpis alimentados de
humano, porco, cavalo, cdo, gato, galinha e gambas (MACEDO-SILVA et al., 2014). No
Maranhdo, foram encontradas fémeas positivas para sangue de galinha e roedor, seguidos de
humano, c4o e equino (DIAS; LOROSA; REBELO, 2003). J4 no Mato Grosso, as fémeas de
L. longipalpis se alimentaram predominantemente em aves e roedores, mas também foram
encontrados exemplares com sangue de humanos, gambas, bois, cavalos e caes (MISSAWA,;
LOROSA,; DIAS, 2008). Os dados da literatura, atrelados aos resultados do presente estudo,
denotam o carater oportunista de L. longipalpis, favorecendo, inclusive, a transmissao de
patdgenos.

A proximidade do homem a &reas de floresta e a criacdo de animais domésticos pode
favorecer a atracdo de flebotomineos ao peridomicilio (MISSAWA; LOROSA; DIAS, 2008).
Vale ressaltar que os animais domésticos estdo entre as fontes de sangue mais frequentes de
flebotomineos no ambiente peri-doméstico. Embora sejam primariamente associados a
ambientes naturais, os flebotomineos podem eventualmente se estabelecer no peri-domicilio
ou até mesmo no interior das casas, representando um risco para a populacao local.

Embora a preferéncia de certos flebotomineos para uma determinada espécie animal
ou grupo (por exemplo, mamiferos ou aves) possa variar, 0 comportamento seletivo de
algumas espécies tem sido reconhecido. Por exemplo, em um estudo realizado em Belém do
Pard, L. flaviscutellata foi a espécie predominantemente encontrada se alimentando de
roedores (SHAW; LAINSON, 1968). Apesar disso, a maioria das espécies de flebotomineos,

para as quais existe informacéo disponivel, parece ser generalista e ndo especialista em sua
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escolha de hospedeiros (BAUM et al., 2013; GUY et al., 1984; MACEDO-SILVA et al.,
2014; NGUMBI et al, 1992; OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2008).

No presente estudo, 19,2% das fémeas de L. longipalpis positivas para sangue de
humano também foram positivas para o sangue de galinha. As aves possuem caracteristicas
fisiologicas (e.g., elevada temperatura corporal) que as tornam refratarias a infeccdo por
Leishmania (OTRANTO et al., 2010; ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994). Assim, foi sugerido
que as galinhas poderiam atuar como agentes zooprofilaticos, reduzindo a infeccdo por
Leishmania em flebotomineos que delas se alimentassem (ALEXANDER et al., 2002).
Porém, um estudo demonstrou que o sangue de galinhas ndo é prejudicial ao desenvolvimento
de Leishmania mexicana em L. longipalpis (SANT’ANNA et al., 2010). A atracdo dos
flebotomineos por galinhas foi observada em varios estados brasileiros (AGUIAR; VILELA;
LIMA, 1987; BARATA et al., 2005; COSTA et al., 2013; DANTAS-TORRES; ALMEIDA;
BRANDAO-FILHO, 2006). De fato, a presenca de galinheiros no peri-domicilio tem sido
frequentemente apontada como um fator de risco para a LV (ALEXANDER et al., 2002).
Ademais, em algumas situacdes as galinhas podem facilitar a aproximacédo dos flebotomineos
a outros animais, por exemplo, ao homem e ao céo, visto que geralmente os galinheiros sdo
construidos proximos as residéncias. De fato, pelo menos quatro das 92 fémeas de L.
longipalpis analisadas no presente estudo, haviam se alimentado de humano, céo e galinha.
Certamente, os protocolos de PCR em tempo real desenvolvidos no presente estudo poderédo
ajudar a entender o comportamento alimentar de flebotomineos vetores e direcionar as
medidas de controle, como por exemplo, a remoc¢do de galinheiros proximos as habitacGes
humanas (ALEXANDER et al., 2002).
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9 CONCLUSOES

Os protocolos de PCR em tempo real padronizados nesse estudo permitiram a
deteccdo de pequenas quantidades de DNA de Rattus rattus em fémeas de flebotomineos
alimentadas, até cinco dias ap0s o repasto sanguineo. Portanto, conclui-se que a PCR em
tempo real € uma ferramenta capaz de identificar as principais fontes de repastos sanguineos
em fémeas de Lutzomyia spp., com sensibilidade analitica e especificidade satisfatorias. Como
perspectiva, novos estudos para melhorar a eficiéncia dos protocolos aqui desenvolvidos para
fins de quantificacdo do DNA do hospedeiro em fémeas de flebotomineos de campo sdo
necessarios. Da mesma forma, o refinamento desses protocolos para a deteccdo simultanea do
DNA de diferentes hospedeiros e de Leishmania spp. em flebotomineos seria de grande valia
em termos de custo-beneficio. Nesta perspectiva, 0 uso de sondas TagMan e, talvez, a
concepgdo de novos oligonucleotideos iniciadores (por exemplo, para gatos) seria apropriado

para aumentar a especificidade do ensaio.
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APENDICE A - TCLE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO
Projeto: Utilizacdo de PCR em tempo real para caracterizagdo das fontes alimentares de

flebotomineos (Diptera: Psychodidae), em regides endémicas para as leishmanioses no Estado
de Pernambuco, Brasil.

Eu, ,  RG ,

proprietario do animal , espécie :

residente a rua/Av. ,
bairro , cidade/estado , CEP:

aceito participar desse estudo, cujo objetivo é desenvolver um método de identificacdo de
fonte alimentar de flebotomineo (“mosquito palha”). Fui informado que meu a nimal sera
submetido a coleta de sangue para os testes em laboratério, sem que haja nenhum dano a
salde do mesmo. A coleta de sangue sera realizada com uso de agulha e seringa e, o animal
podera sentir um desconforto no momento em que a agulha for introduzida na
pele, sendo retirado de 3 a 5 mL de sangue, o equivalente a 1 colher de cha; este processo
também podera causar uma mancha roxa no local que, desaparecerd com o tempo de,
aproximadamente, sete dias. Durante a assinatura deste termo fui informado que as amostras
coletadas serdo incorporadas ao Laboratorio de Imunoparasitologia do Departamento de
Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ, podendo ser utilizados em
pesquisas posteriores; e que tenho plena liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem
sofrer nenhum tipo de penalizacdo ou pressdo por tal. Estou ciente que ndo havera incentivo
financeiro para participacdo nesta pesquisa, que este documento € emitido em duas vias, uma
ficard comigo e outra com a equipe de pesquisa, tenho garantida de que ndo havera
divulgacdo de minha identidade ou de meu animal nos produtos gerados por este projeto.
Contatos: Dr. Filipe Dantas Torres, CPQAM/FIOCRUZ — Tel. (81) 2101-2551

Sujeito da pesquisa Coordenador do projeto

Recife, / /
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Abstract

Background: Phlebotomine sand flies are blood-feeding insects of great medical and veterinary significance acting as

vectors of Leishmania parasites. Studying the blood-feeding pattern of these insects may help in the understanding of

their interactions with potential reservoir hosts of Leishmania parasites. In this study, we developed real time PCR assays
for the identification of sand fly blood meal.

Methods: Six pairs of primers were designed based on gitochrome b gene sequences available in GenBank of the
following potential hosts: dog, cat, horse, chicken, black rat, and human. Firstly, SYBR Green-based real time PCR assays
were conducted using a standard curve with eight different concentrations (i.e, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg,
10 fg and 1 fg per 2 pl) of DNA samples extracted from EDTA blood samples from each target animal. Then, DNA samples
extracted from field-collected engorged female sand flies belonging to three species (ie, Lutzomyia longipalpis, L. migonei
and L fenti) were tested by the protocols standardized herein. Additionally, female sand flies were experimentally fed on a
black rat (Rattus rattus) and used for evaluating the time course of the detection of the protocol targeting this species.

Results: The protocols performed well with detection limits of 10 pg to 100 fg. Field-collected female sand flies were fed
on blood from humans (73%), chickens (23%), dogs (22%), horses (15%), black rats (11%) and cats (2%). Interestingly,
76.1% of the L longipalpis females were positive for human blood. In total, 48% of the tested females were fed on single
sources, 31% on two and 12% on three. The analysis of the time course showed that the real time PCR protocol targeting
the black rat DNA was able to detect small amounts of the host DNA up to 5 days after the blood meal.

Conclusions: The real time PCR assays standardized herein successfully detected small amounts of host DNA in ferale
sand flies fed on different vertebrate species and, specifically for the black rats, up to 5 days after the blood meal. These

assays represent promising toals for the identification of blood meal in field-collected female sand flies.

Keywords: Phlebotomine sand flies, Blood meal, Brazil, Real time PCR

Background

Phlebotomine sand flies are blood-feeding insects of
great medical and veterinary significance, due to their
ability to transmit bacteria, virus, and protozoa to
humans and animals [1]. Indeed, besides water and car-
bohydrates for flight and general metabolism, female
sand flies almost always need to take a blood meal for
the protein supplementation for egg production [2].
While the preference of certain species of sand flies for a
given animal species or group (e.g., mammals or birds)

* Correspondence: filipe dantas@cpgamfiocruz.br

"Department of Immunclogy, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundagao Oswaldo Cruz, Recife, Pernambuco 50740-465, Brazil

“Departrment of Veterinary Medicine, Universita degli Studi di Bari, Valenzano,
Bari 70010, ltaly

( ) BioMed Central

may vary widely, the selective behaviour of some species
has been acknowledged. For instance, in a study con-
ducted in Belém (Para, Brazil), Lutzomyia flaviscutellata
was the predominant species reported to bite rodents
[3]. Nonetheless, most sand fly species for which infor-
mation is available appear to be generalists rather than
specialists in their host range [4-8]. This is the case of
Lutzomyia longipalpis, the most important vector of
Leishmania infantum in the Americas [9], making the
host choice a matter of availability rather than preference.
Understanding the blood-feeding patterns of these insects
is of great ecological and epidemiological relevance, as it
may provide date on host use and on potential reservoirs
of Leishmania spp. [10].

B 2015 Sales et al; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the temns of the Creative
Commans Attribution License (httpy/fe reativecommaons.orgflicenses/by/40), which pemits urrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commaons Public Domain

Dedication waiver (hitpy//creativecommons org/publicdomain/zera/1.0/) applies to the data made awailable in this article,

unless atherwise stated.
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Different methods have been traditionally applied to
study the blood-feeding behaviour of sand flies, includ-
ing the precipitin test [4,7,11-13] and ELISA [14-16].
However, these methods present some technical limita-
tions (e.g., the possibility of cross-reactivity between spe-
cies, the need for producing specific antibodies to
several species, and the inability to discover unpredicted
hosts) ([10]; and references cited therein).

In light of these limitations, molecular methods have
been developed for arthropod blood meal identification, in-
cluding DNA sequencing, group-specific polymerase chain
reaction primers, restriction fragment length polymorph-
ism, real-time polymerase chain reaction, heteroduplex
analysis, reverse line-blot hybridization and DNA profiling
(reviewed in [17]). Incidentally, several genetic markers
have been employed including mitochondrial genes (eg,
cytochrome b and cytochrome ¢ oxidase subunit I genes),
ribosomal RNA genes (e.g., 125 and 16S rDNA) and a nu-
clear gene (e.g., prepronociceptin gene) [17].

In the present study, we developed six uniplex SYBR
Green-based real time PCR assays for sand fly blood
meal identification using cytochrome b as a genetic tar-
get. These assays enable the detection of small quantities
of the host DNA and represent new tools for the study
of vector-host interactions.

Methods
Blood samples and sand flies
Blood samples from potential sand fly blood sources (i.e,
dog, cat, horse, chicken, black rat, and human) were used
as standard DNA. Moreover, a group of female sand flies
were experimentally fed on a black rat (Rattus rattus) and
used for evaluating the detection capacity of the assay tar-
geting this species in function of time (see below).

QOut of 24,226 sand flies collected in the framework of
a previous study [18], 100 engorged females (92 L. longi-
palpis, seven Lutzomyia migonei and one Lutzomyia
lenti) were used as field samples. In brief, these females
were collected from August 2009 to August 2010, using
standard CDC light traps in chicken coops, corrals and
other animal sheds near human houses in the municipal-
ity of Passira (07°59'42" §, 35°34'51" O), Pernambuco,
northeastern Brazil [18]. In the laboratory, these females
were dissected and both head and the last three abdom-
inal segments were used for species identification [19].
The thorax and remaining part of the abdomen of each
female were transferred to a 1.5 ml tube and stored at
-20°C for molecular processing.

DNA extraction and quality assessment

Genomic DNA was extracted from female sand flies and
animal blood using DNeasy Blood & Tissue kit and
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), respectively.
Purified DNA samples were eluted in 100 pl of Tris-
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EDTA buffer and frozen at -80°C. The quantity and degree
of purity of the DNA samples was assessed using a Nano-
drop 2000c¢ spectrophotometer (Thermo Scientific).

Primer designing and real time PCR conditions

Primers targeting each host species (i.e., dog, cat, horse,
chicken, black rat, and human) were designed based on
cytochrome b gene sequences available in GenBank
(Table 1), using Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast), considering the following
criteria: expected PCR product size (70-120 base pairs)
and primer melting temperatures (57-63°C).

DNA-free water was used as no template control
(NTC) and unengorged females as negative control. The
uniplex real time PCR reactions were run in an ABI
PRISM 7000° (Applied Biosystems) and the results ana-
lyzed using 7500 software v2.3 (Applied Biosystems). Ini-
tially, each reaction consisted of a final volume of 50 pl
containing 21 pl of type 1 water, 1 pl of each primer (5
pmol), 25 pl of SYBR Green-PCR Master Mix (Applied
Biosystems) and 2 pl of DNA template. Some reactions
were also done in a final volume of 25 pl (i.e., 8.5 pl of
type 1 water, 1 pl of each primer (5 pmol), 12.5 pl of
SYBR Green-PCR Master Mix and 2 pl of DNA tem-
plate), with no differences in terms of efficiency (data not
shown). PCR conditions were: initial denaturation at 95°C
for 10 min, then 40 cycles at 95°C for 15 s and at 60°C for
1 min. All samples were tested in duplicate. The cutoff
point was defined as the Ct value that corresponds to the
defined lower limit of detection of the assay and, any Ct
value above this limit, was considered negative.

Efficiency, specificity, detection limit and time course
detection

The amplification efficiency (g) was calculated using the
equation: &=10""#°P _1 [20]. In the same way, the
specificity (o) of the assays was determined by using
primers for one animal species (target) and DNA from
another animal species (templates), being calculated
using the equation: o= (1 +)*“"; where ACt is the dif-
ference in the Ct values of the defined target and the
templates. Melt curve was also considered in the specifi-
city analysis. The detection limit of the assays was
assessed using 10-fold serial dilutions (10 ng, 1 ng,
100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, and 1 fg per 2 pl) of
genomic DNA from each animal species. Finally, time
course experiments were carried out to determine how
long the host DNA could remain detectable by real time
PCR. In particular, sand flies (n =50) fed on a black rat
were kept in the laboratory for different periods of time
(ie, 1 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, and 142 h) after
the blood meal ingestion. At each time point five female
sand flies were taken and subjected to DNA extraction
or kept at-20°C until processing.
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Table 1 Primers targeting host cytochrome b gene
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Host species Primers CG content Tm (*C) Product size (bp)

Canis lupus farmiliaris f5' - AGCGCCGTCTAACATCTCTG - 3 5545 5580 118
15" - TGTGGCTGTGTCCGATGETAT - 37 5089 59.10

Equus caballus o' - CAGCCAGTGGAACACCCATA- 3 5500 2967 103
15" - TGTTTTCGATGGTGCTTGOS - 3 5000 6004

Felis catus f5' - AGAATGGATCTGAGGGGEGECT - 3/ 5500 6003 108
15" - AGGTGTACTGCTGCTAAGGC - 37 5500 5975

Gallus gallus f5' - CAGCAGACACATCCCTAGCC - 37 6000 60.18 104
15" - GAAGAATGAGGCGCCGTTTG - 37 5500 60.18

Homo sapiens o' - AGGCGTCCTTGCCCTATTAC 3 5500 5953 104
15" - GTGATTGGCTTAGTIGGGCG - 3° 5500 6039

Rattus rattus 5" - GAATTGGGGGCCAACCAGTA - 3' 5500 5900 109
15" - TCAATGATTCCGGAGATTGET - 3 42.86 5700

CG content: guanine-cytosine content; Tm: melting temperature.

DNA sequencing and analysis

PCR products were purified using Pure Link PCR Purifi-
cation (Invitrogen), sequenced using a Big Dye Termin-
ator v3.1 Cycle Sequencing and analyzed ABI 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Sequences gen-
erated were compared with known sequences available
in the National Center for Biotechnology Information
GenBank by using the Basic Local Alignment Search
Tool algorithm (http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST).

Ethical considerations

All the procedures adopted in this study were approved by
the human and animal ethics committees of the Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes, Oswaldo Cruz Foundation,

Recife, Pernambuco, Brazil (CPgAM: CEP 14/13 and
CEUA 55/2013).

Results

Each real ime PCR protocol amplified successfully the
DNA of the target animal species (Figure 1). No amplifi-
cation was obtained with NTC or with negative controls
(unengorged females). Non-specific amplification oc-
curred in some cases: the primers targeting chickens
amplified human (Ct 36.2-37.9) and black rat (Ct 37.6);
the primers targeting cats amplified horse (Ct 37.2—
38.6), dog (Ct 359-382), black rat (Ct 38.0-38.2),
chicken (Ct 34.8-35.2) and human (Ct 34.4-34.7) DNA;
and the primers targeting humans amplified dog (37.1),

et

NSA

non-target hosts

Iy non-target hosts

o e Crow et

non;target hosts

5 ) .

HoSeri— . blackrat —
NSA

chicken ; cat
NSA

non-target hosts

Figure 1 Specificity of the protocols. Specificity assays for each real time PCR protocol targeting different animal species: A, dog; B, horse; C,
black rat; D, man; E, chicken; F, cat. Mon-specific amplifications (NSA) were determined by melt curve analysis and/or cutoff Ct value (for more
details, see text).
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Table 2 Efficiency and detection limit
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Target host Slope R? € (%) Detection limit (per 2 pl)
Dog -3.58+ 0.69 093+0.10 96.3+308 1pg

Horse -3.88+ 0.61 096 + 002 83.28+ 14.74 10 pg

Cat -337+0.16 093 + 002 96.89+4.13 1pg

Black rat 4.29+0.16 094 + 004 71.06+3.32 1pg

Chicken -3.65+ 0.65 096 + 006 92.61+27.24 10pg

Man -3.84+0.53 083+023 84.17+ 1574 100 fg

Slope, R?, amplification efficiency, and detection limit of the assays.

cat (Ct 31.0-32.0), and black rat (Ct 35.7-36.1). How-
ever, the non-specific amplifications above occurred usu-
ally in later cycles and could be distinguished by the Ct
value (above defined lower limit of detection of each
corresponding assay) and/or by melt curve analysis (as
compared to the standard). Moreover, the specificity of
the assays was also confirmed by DNA sequence analysis,
which showed high levels of sequence identity (96-100%)
with corresponding sequences available in GenBank (ac-
cession number: KJ185407.1, KF282339.1, KF964328.1,
AB194817.1, KF038166.1, and KJ522809.1).

The detection limit of the assays ranged from 10 pg to
100 fg, with an acceptable level of homogeneity among
replicates and reaction efficiency (Table 2). Remarkably,

time course experiments showed that the real time PCR
assay targeting black rat DNA was capable of detecting
small amounts of the host DNA (~1 pg) up to 120 h
after the blood feeding (Figure 2).

Among field-collected engorged female sand flies, 91%
were positive and 9% negative for any host DNA. In par-
ticular, 73% of them were fed on humans, 23% on chick-
ens, 22% on dogs, 15% on horses, 11% on black rats and
2% on cats. Interestingly, most L. longipalpis females were
fed on humans (76.1%), followed by chickens (19.6%), dogs
(16.3%), horses (16.3%), black rats (12%) and cats (2.2%).

In total, 48% of the field-collected female sand flies were
positive for one animal species, 31% for two and 12% for
three. Among females that were fed on one source, the

~
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Figure 2 Time course of the detection. Time course of the detection (from 1 h to 142 h) of black rat DNA in experimentally fed sand flies. NTC,
no template control. SD, standard DNA (1 pg, black rat DNA extracted from blood).
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majority contained human blood (73%), followed by
chicken (104%) and dog blood (6.2%). Among those fed
on two sources, most of them were positive for human +
horse (7), human + chicken (7), human + dog (8) and hu-
man + rat (4). Finally, most females fed on three sources
were positive for human + dog + chicken (5), followed by
human + horse + rat (3), human + dog + cat (1), human +
horse + chicken (1), and human + chicken + rat (1).

Discussion

In the present study we developed SYBR Green-based
real ime PCR assays for the identification of female
sand fly blood meals. Remarkably, the assays were cap-
able of detecting small amounts of host DNA in field-
collected engorged females stored at -20°C for ~4 years.
The good performance of the assays developed herein
allowed the detection of as little as 100 fg per reaction
mixture (ie., 2 pl) of the host DNA (i.e., human). Indeed,
the detection limit of our assays is fairly equivalent to
that reported by some authors (10 pg in Ref. [10]; 1 pg
in Ref. [21]), confirming the usefulness of the cyto-
chrome b gene as a genetic target for blood meal identi-
fication in sand flies, as previously demonstrated with
conventional PCR protocols [21-24].

Several methodologies have been used to detect the
blood meal in arthropod vectors, such as mosquitoes
[17], but there are some biological differences that make
it difficult to extrapolate the results for sand flies, in-
cluding the lower amount of blood imbibed by sand flies
(1 pl or less) [25] than mosquitoes (2-6 pl) [26]. Add-
itionally, the blood digestion in haematophagous insects
may result in DNA denaturation, therefore impairing the
detection of the host DNA some days after the blood
meal [27,28]. It is thus desirable to have a technique that
is sensitive enough to allow the detection of minimal
amounts of DNA, even some days after the ingestion of
the blood. Indeed, it is difficult to estimate the time
elapsed since the last blood meal, particularly in field-
collected female sand flies with no visible blood in the
abdomen. The results of time course experiments ob-
tained herein demonstrated that the protocol targeting
black rats allowed the detection of the host DNA up to
5 days after the blood feeding. This is consistent with
other published assays for mosquito and sand fly blood
meal identification, which generally were able to detect
the host DNA for up to 1-4 days [10,21,22,27-29]. Inter-
estingly, a PCR heteroduplex assay was developed to
identify avian derived mosquito blood meals, being cap-
able of detecting the host DNA for up to 7 days [30].
The authors suggested that the greater amount of host
DNA in the avian blood meal persists for a longer period
than in a mammalian blood meal.

The catholic feeding behavior of L. longipalpis is well
acknowledged [9]. Accordingly, most females belonging
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to this species analyzed in the current study were posi-
tive for humans, followed by chickens, dogs, horses,
black rats and cats. Interestingly enough, most field-
collected L. longipalpis females were trapped in chicken
coops near human houses, being 19.2% of the human
blood-positive females also positive for chicken blood.
This data may suggest that the establishment of chicken
coops near human houses may increase the risk of expos-
ure to sand flies. Certainly, studying the blood feeding be-
haviour of sand fly vectors may help in understanding
host-vector interactions and possibly the transmission dy-
namics of Leishmania parasites [31,32].

Conclusions

In conclusion, the SYBR Green-based real time PCR as-
says standardized herein represent promising tools for
blood meal identification in field-collected sand flies. In-
deed, these assays successfully detected small amounts
of host DNA in female sand flies fed on different verte-
brate species and, specifically for black rats, up to 5 days
after the blood meal. As a perspective, it would be valu-
able to increase the efficiency of these assays for blood
meal quantification purposes. Finally, from a cost-benefit
perspective, a multiplex real time PCR assay should be
standardized for the simultaneous detection of blood
meals from different hosts in sand flies as well in other
blood feeding arthropods. In this perspective, the use of
TagMan probes and, perhaps, designing new primers (e.g.,
for cats and humans) would be more appropriate to in-
crease the specificity of the assay.
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Cronograma de atividades

# Descric3o da atividade Inicio (mésfano) [ Fim (mésfano)

1 [ Colonizagao de Bolomys lasiurus, Nectomus squamipes, Gale a spixii e Raftus raffus 007 082012

2 | Coloniza¢3o de Lutzomyia migonei, Lutzomyia whitmani e Lutzonmyia longipalpis 082007 08/2012

3 | Realizacao de ensaios de infecciosidade 08/2007 082012

4 | Coleia de pequenos roedores e fliebofomineos 0272011 082012

De acorde com o arl. 33 da IN 154/2009, esia auterizagao tem prazo de validade equivalente a0 previsio no cronograma de atividades do projeto.

Observacdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica esfrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
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deniro dos limites de unidade de conservag o federal cuio processe de regularizagdo fundidria enconira-se em curso.
Este documento somente podera ser utiizado para os fins previstos na Instrugao Normafiva IBAMA n° 15472007 ou na Instrugao Nomiativa ICMBie n° 1072010, no que

3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industniais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no Ambito do ensino superior.
A autorizac3o para envio ao exterior de matenial biclagico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco elefronico www.ibama_ gov br (Servigos on-line -

4 | Licenca para importac3o ou exportagdo de flora e fauna - CITES e nde CITES). Em caso de material consignado, consulte www_icmbio.gov br/sisbio - menu
Exportagdo.
O titular de licenga ou autorizac3o e os membros da sua equipe deverdo optar por melodes de coleta e instrumenios de captura direcionados, sempre gue possivel,

5 | ac grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a culros grupos, e empregar esforco de coleta ou captura gue ndo comprometa a viabilidade
de populagfes do grupo taxondmico de interesse em condi¢do in situ.
Este documento nde dispensa o cumprimenio da legislacac que dispde sobre acesso a compenenie do patrimanio genético existente no termitdrio nacional, na

6 | plataforma continental e na zena econdmica exclusiva, ou ac conhecimento tradicional associado ao pafriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégico.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador fitular desta auforizacao devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicfies, as condigdes para realizac3o das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
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# Municipio UF [ Descrice do local Tipo

1 [SAQ VICENTE FERREF FE Mundo Novo Fora de UC

2 | VICENCIA FE Imbu Fora de UC

3 | AMARAJI PE Refrigerio Fora de UC

4 | PAUDALHO PE CIMNC Fora de UC

Este decumento (Autorizac3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do cadige

de

autenticacdo abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.brisisbio).
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Material e métodos
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3 | Metodo de capturalcoleta (Outros mamiferos) Armadilha tipo gaiola com afracao por iscas ("Box TrapiTomahawk/Sherman®)
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biologico ou de subsfrato ndo
contemplado na autorizac&o ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacg&o ou da licenga permanente com a devida
anotac&o. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colec&o biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon*® Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* ldentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizac3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacdo: 96617826 H‘NHIHH‘"”I‘
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