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RESUMO

A taxa de infeccdo pofrypanosoma cruzi em triatomineos € um importante parametro
para a avaliacdo do risco de transmissao vetosialaénca de Chagas em localidades onde ha
infestacdo domeéstica e peridomeéstica por estewsisk infecgdo por. cruzi em insetos vetores
costuma ser avaliada pelo exame, através de mopisoptica, de suspensbes do conteudo
intestinal fresco dos insetos, buscando-se negtassenca de tripanossomatideos flagelados. Esta
metodologia apresenta como desvantagens a neakssidsse transportar 0s insetos vivos até o
laboratoério, além de ndo permitir a identificac&o espécie de tripanossomatideo presente nas
fezes dos triatomineos. Técnicas de biologia mtdechaseadas na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tém, portanto, sido desenvolvidaia a identificacdo dB cruz em amostras
biol6gicas, como o conteudo intestinal dos triatwos. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a
aplicabilidade e a sensibilidade de uma técnicdiagnostico molecular da infeccao natural por
T. cruzi, baseada na utilizacio de papel de filtro, em mateos capturados no estado do Ceara.
Adicionalmente, procurou-se avaliar esta técniegmbstica em amostras do conteudo intestinal
de triatomineos criopreservadas em papel de @lirante 11 anos. Foram estudados os contetdos
intestinais de 68 espécimes de triatomineos cajusmo ano de 200®ijodnius nasutus, n=40;
Triatoma pseudomaculata, n=25 €T. brasiliensis, n=3), além de fezes de 51 espécimes coletados
no ano de 2010T( pseudomaculata, n=15;T. brasiliensis, n=36). Os conteldos intestinais obtidos
por compressdo abdominal dos 119 triatomineos foamalisados pelo exame direto por
microscopia optica. As fezes foram diluidas solsrédeninas de microscopia, em solugéo salina
tamponada, cobertas com laminulas e examinadasanosgopico 6ptico com aumento de 400
vezes, para observacédo direta da presenca deosgmmatideos. Aliquotas das suspensdes fecais
foram separadas e aplicadas em tiras de papel Ite {FTA Card, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK), que foram armazenadas indaliiente em tubos de 2 mL e
acondicionadas em freezer a -20 °C, para utilizagitécnica de PCR, visando a deteccédo de
KDNA de T. cruz. Empregaram-se 0s iniciadores S35 5-
AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3, e S36 5-
GGTTGCATTGGGTTGGTGTAATATA-3", que amplificam o fragento de 330 pares de bases
contendo as regifes variaveis dos minicirculos #0ADRJo cinetoplasto (kDNA). O calculo
comparativo das sensibilidades das técnicas diigaggmicroscopia optica e PCR) foi realizado
da seguinte forma: sensibilidade da técnica = ndndgder exames positivos por esta técnica /
namero de exames positivos em quaisquer das doagdas. Com relacdo a andlise dos 68
conteldos intestinais criopreservados em papel EaAl, 58 foram positivos pela microscopia
Optica. Destes, 56 foram positivos pela PCR. Obsevedesta forma, uma sensibilidade
comparativa de 96,5% para a PCR e 100% para a soap@ oOptica. Analisando-se as 51
amostras fecais recém-obtidas de triatomineos,velste uma positividade, pela microscopia
Optica, de quatro amostras e, pela PCR, de 14 eampsibtendo-se uma sensibilidade de 100%
para a PCR e de 28.6% para a microscopia optic@ngordancia entre as técnicas foi de 66/68
(97%) para as amostras criopreservadas e de 4804%) para as amostras recém-obtidas de
insetos. Analisando-se as amostras em conjuntdyeals uma concordancia de 107/119
(89,9%) entre as técnicas. O estudo conclui géerdda de diagnostico por PCR em amostras de
conteudo intestinal de triatomineos aplicadas @eldal A Card é aplicivel para a estimativa das
taxas de infeccao natural destes insetos petouzi, sendo capaz de auxiliar a caracterizagéo de
perfis eco-epidemioldgicos e a deteccdo da cir@olago parasita em ambientes silvestres,
peridomésticos e domeésticos, contribuindo tambéra paavaliacdo do risco de transmissédo da
doenca de Chagas em localidades onde ha infegtaf@vetores.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Chagas, triatomineos, FT@d, PCR, diagndstico molecular,
diagndstico parasitoldgico.



ABSTRACT

The rate of infection bylrypanosoma cruzi in triatomines is an important parameter for
assessing the risk of vectorial transmission of gakadisease in localities where domestic and
peridomestic infestation by these insects are folmidction withT. cruz in triatomines is usually
evaluated by examining, by light microscopy, suspmrs of intestinal contents of fresh insects,
seeking in them the presence of flagellate trypamagids. This approach has disadvantages as the
need to transport the live insects to the laboyatend not allow the identification of the
trypanosomatid species present in the triatomireeseMolecular biology techniques based on
polymerase chain reaction (PCR) have therefore leseloped to identifyl. cruz in biological
samples, such as the intestinal contents of tristesn The aim of this study was to evaluate the
applicability and sensitivity of the technique oblecular diagnosis of natural infection Bycruz,
based on the use of filter paper in triatominedwag in the Ceara state. Additionally, we sought t
evaluate this diagnostic technique in samples tfstinal content of triatomines cryopreserved on
filter paper for 11 years. We studied the intestomntents of 68 specimens of insects capturetien t
year 2000 Rhodnius nasutus, n = 40;T. pseudomaculata, n = 25 andr. brasiliensis, n = 3), and feces
from 51 specimens collected in 2010 pseudomaculata, n = 25 T. brasilienss, n = 36). The
intestinal content obtained by abdominal compressid 119 insects were analyzed by direct
examination through optical microscopy. The fecesewdiluted on microscope slides in buffered
saline (pH = 7.0), covered with coverslips and exach under optical microscope with 400 times
magnification for direct observation of the trypaames presence. Aliquots of fecal suspensions were
separated and applied to strips of filter paperAFJard, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
which were stored individually in 2 mL tubes andrstl at -20 ° C for use in PCR , aimed at detection
of kDNA of T.cruz.The primers used were 5-AAATAATGTACGGG S35 (T @)
GAGATGCATGA-3 'and 5-GGTTGCATTGGGTTGGTGTAATATA S38, which amplify a
fragment of 330 base pairs containing the hypeadei regions of the k-DNA minicircles. The
comparative calculation of the sensitivity of diagtic techniques (optical microscopy and PCR) was
performed as follows: sensitivity = number of teichhtests positive by this technique / number of
positive tests in any of the two techniques. Reiggrthe analysis of 68 cryopreserved paper intaktin
contents FTA Card, 58 were positive by light micmzy. Of these, 56 were positive by PCR. Was
obtained in this way, a comparative sensitivity 96.5% for PCR and 100% for light
microscopy. Analyzing the newly obtained 51 fecamples of insects, we obtained a positivity by
light microscopy, four samples and PCR of 14 sagjpjeelding a sensitivity of 100% for PCR and
28.6% for optical microscopy. The agreement betwden techniqgues was 66/68 (97%) for the
cryopreserved samples and 41/51 (80.4%) for thdyneltained samples of insects. Analyzing the
samples together, we achieved an agreement of 19780.9%) between the techniques. The study
concludes that the technique of PCR for diagnasisamples of intestinal content of triatomines
applied to FTA paper Card is applicable for estingathatural infection rates of these insects by
T. cruz, is able to assist the characterization of ecdeapiological profiles and the detection of the
parasite in the wild environment, peridomestic dodhestic, also contributing to the assessment of
risk of transmission of Chagas disease in localitidere there is infestation by vectors.

KEY WORDS Chagas Diseaseg, triatomine, FTA Card, PCR, molecular diagnostic, parasitologic
diagnostic.
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1 - INTRODUCAO
1.1. A Doenca de Chagas: alguns aspectos de impartéa bioldgica e epidemiologica

A doenca de Chagas (tripanossomiase americanapéarasitose sistémica causada
pelo protozoario flageladoTrypanosoma cruzi, transmitida ao homem por insetos
hematofagos (triatomineos), através das fezessdesteres apOs a picada (Chagas 1909).
Reconhecem-se dois ciclos de transmisséd.druz: i) um ciclo silvestre que constitui o
ciclo original da tripanosomiase americana e nd garicipam mais de 200 espécies animais
e triatomineos silvestres e ii) um ciclo doméstigopem estudado, do qual participam o
homem, animais sinantrépicos e triatomineos doiaies. O ciclo doméstico teve sua origem
na ocupacao pelo homem dos ecotopos silvestresydazse incluir no ciclo epidemiolégico
da doenca. Assim ofereceu ao vetor abrigo e o&itaentar abundante nas vivendas rurais
de péssima qualidade (Dias & Dias, 19F3te protozoario pode também ser transmitido de
forma congénita, por via parenteral através de lramsfusdes, em acidentes de laboratério
ou pela ingestdo de alimentos contaminados Ppetouzi, como tem sido relatado em surtos
ocorridos no Brasil (CDC 2006, Pinto et al. 2004).

Embora as formas aguda e cronica da doenca de £€bejgan potencialmente letais, a
infeccdo peloT. cruzi frequentemente € assintomatica e evolui para use danominada
indeterminada. Aproximadamente 30% dos pacienteduem para a forma cronica,
caracterizada por miocardite e dilatacdo de visaeras (Ferreira et al. 2002).

A infeccéo esta associada as duas principais lerigedo parasitd,. cruzi | (Tcl) eT.
cruzi Il (Tcll). Tcl esta envolvido principalmente com ciclo silvestre de transmisséo,
possivelmente sendo menos patogénico para o hommmetacéo a cardiopatia crénica. Tcll
estaria relacionado ao ciclo doméstico nos paise€ahe Sul (Brasil, Argentina, Uruguai,
Paraguai e Chile), sendo capaz de, mais frequentemeroduzir infeccdo cronica

sintomatica (Guhl et al. 2009). Uma classificagaais discriminatoria foi recentemente
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proposta, agrupando os isoladosTderuzi em seis unidades discretas de tipagem (DTUs,
sigla em inglés pardiscrete typing units), numeradas Tcl a TcVI (Zingales et al. 2009).

Héa evidéncias de queTo cruz infecte seres humanascerca de cinco mil anos A.C.,
periodo em que povos andinos podem ter estabelanidorota entre 0 mar e as montanhas.
Material genético dd@. cruz foi identificado por técnicas de biologia molecutan mamias
da época, recuperadas desta regido. Neste setditlosido proposto que o centro de
disperséo da infec¢do chagasica tenha sido os Amitdando-se o processo de domiciliagdo
dos vetores em casas muito primitivas, nas quaimasdores desenvolveram o habito de
criar roedores silvestres que trouxeram o pargst@a o dominio humano. A transmissao
estavel da doenca de Chagas desenvolveu-se naaredidue o homem aproximou-se dos
habitats naturais dos triatomineos, aos poucos propiciamdmlonizacdo de sua propria
vivenda pelos insetos vetores. Este processo dettiagéio dos vetores do agente etiologico
da doenca de Chagas foi inicialmente focal, mas@awmmento da densidade demografica de
vastas areas rurais na América Latina p6de angdiasempre associado as caracteristicas dos
domicilios, como seré discutido adiante (Prata,1201

A distribuicdo e a intensidade da endemia chagasicafortemente influenciadas
pelas condicBes sanitarias e sociais, especialneenteelacdo as condicbes de moradia que
propiciam a domiciliagdo dos triatomineos. Seuassicial é elevado, particularmente no
setor de producdo agricola, de importancia esicaégo desenvolvimento econémico e
social dos paises latino-americanos (Schofield91990 entanto, a comprovada eficacia do
uso de inseticidas no controle das populacdes teegedomiciliares e peridomiciliares e na
interrupcdo consequente da transmissad.dwuzi a0 homem demonstrou que a doenca de
Chagas representa um problema vulneravel a umenigho técnica eficaz a curto e médio

prazo (Vinhaes & Dias, 2000).

11



Mesmo ap6s mais de um século de sua descobertaercal de Chagas ainda
representa uma importante endemia na América Laseado um dos seus maiores
problemas sanitérios. Essa situacao persiste agasanedidas de controle terem conseguido
diminuir a incidéncia em aproximadamente 70% nogsgsado Cone Sul, através da
eliminacdo de coldénias domeésticas e peridoméstioasretores domiciliados e da vigilancia
dos bancos de sangue (Moncayo & Silveira, 2009;r&d&u Viias, 2010). Estima-se que
cercadenove a dez milhdes de pessoas estejam sob o Bscondrair a doenca de Chagas, o
que coloca a endemia entre as doencas parasit@iasérias do hemisfério sul (Moncayo &
Silveira, 2009; Coura & Dias, 2009; Dias, 2009).

O controle da transmisséo vetorial da doenca dg&3hpelo uso de inseticidas de acao
residual foi estruturado no Brasil a partir de 19Vkhaes & Dias, 2000). Nessa época, 0s
inquéritos entomoldgicos e de soroprevaléncia tecgdo na populacdo humana mostraram
que: (i) a &rea de transmissao vetorial onde emgontrados os triatomineos domiciliares
correspondia a 36% do territorimacional (18 estados brasileiros); (ii) trinta espe de
triatomineos estavam presentes no ambiente doanieilientre elas cinco tinham participagéo
na transmissao domiciliar da infeccaoiftoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
sordida, Triatoma pseudomaculata e Panstrongylus megistus; (iii) a prevaléncia da infeccéo
chagasica na populacgéo rural era de 4%.

A “Iniciativa dos Paises do Cone Sul” (ArgentinaliBia, Chile, Paraguai e Uruguai)
contra oT. infestans, teve a participacdo do Brasil a partir de 1991a Hsiciativa conjunta
objetivou interromper a transmissao da doenca dmy&hatravés da luta antivetorial e do
controle dos centros de transfusdo sanguinea (PABES). As medidas de controle adotadas
vém apresentando um grande impacto no controleodacd. Varios estados do Brasil ja

declararam a interrupcdo da transmissdo da tripamase americana. Os indicadores
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entomologicos apontam atualmente para a virtuadiedicdo dd. infestans, o principal vetor
doméstico no Brasil (Vinhaes & Dias, 2000).

Em vérias areas onde foi efetuado o programa dectemeT. infestans, o processo de
sucessao ecoldgica do vetor principal se fez rapétiée por outras espécies de triatomineos,
entdo restritas aos ecotopos silvestres. As cdestaaiteracbes antropicas ocorridas no
ambiente natural (destruicdo da vegetacao pelaudigma) levaram a uma modificagdo de
comportamento dos vetores que passaram a ocupa&has deixados vagos pela erradicacao
de T. infestans, possibilitando desta maneira a formagéo de noigdss de transmissédo da
doenca de Chagas com a participacdo de espécigimatimente silvestres, no peri e
intradomicilio (Forattini et al1979; Dias, 1988). A invasédo, pelos triatomineas, espacos
peridomésticos e das habitagcbes humanas € umaeflearefacdo de seus habitas naturais e
de suas fontes de alimentacdo sanguinea. No Budmsl, 53 espécies de triatomineos
catalogadas, cerca de trinta ja foram capturadaanmmoiente domiciliar e outras tantas,
assinaladas como apresentando risco de domicili@jas, 1988; Vinhaes & Dias, 2000).

Deve ser reconhecido que as a¢fes de vigilanateote entomoldgicos aplicadas no
Brasil mostraram eficAcia no controle da transmoiss@torial da infec¢cdo chagasica,
resultando na diminuicdo significativa da incid@nde casos humanos e na certificacéo
internacional, por parte da Organizacdo Pan-Ameaicke Saude (OPAS), o que conferiu ao
pais o status de zona livre de transmissao da dam€hagas pelb. infestans (Silveira &
Dias, 2011). No entanto, esta eliminacdo se reédamransmissdo da doenca de Chagas por
apenas um dos vetores, de habito intradomicikan algumas regidées do nordeste brasileiro,
faz-se necessaria a vigilancia continuada, tendovista a possibilidade de espécies de
vetores autdctones, coriobrasiliensis e T. pseudomaculata manterem a transmissao.

A transmissdo oral da doenca de Chagas ocorre pahsumo de alimentos

contaminados pela presenca dos triatomineos oufezes ou por ingestdo de carne crua de
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mamiferos silvestres infectados (Dias, 2006). Aalaemergéncia dos casos de doenca de
Chagas aguda com possivel transmissédo oral pode fesdamentada i) no consumo de
alimentos contaminados pela ndo adocéo de boasgs;at) na invasdo humana dabitats
silvestres que aumenta os riscos associados anpdaxe de vetores e reservatérios silvestres
e iii) pela maior capacidade e disponibilidade @deadstico, que permite caracterizar casos e
surtos (ANVISA, 2008). O primeiro surto de transséis oral de doenca de Chagas no Brasil
foi relatado em 1965 (da Silva et al, 1968), serelatados também surtos associados ao
consumo de caldo de cana (Shikanai-Yasuda et @l,; Toatto et al, 2007). Nestes surtos, 0
periodo de incubacéo foi de aproximadamente 22 diessente dos 4 a 15 dias associados a
transmissao vetorial (BRASIL, 2009). Casos recemsicados no Brasil de doenca de
Chagas aguda estdo relacionados ao consumo dodeuagai fresco, considerado um
alimento essencial na dieta da populacdo da Régp@®. A contaminacdo dos alimentos a
base de vegetais natura com T. cruzi € acidental e pode ocorrer durante a colheita,
armazenamento, transporte ou até mesmo na etgpapiacao. Em 2007, foram divulgadas
quatro Notas Técnicas relatando casos de surtomidm® na regido amazodnica pela
Secretaria de Vigilancia em Saude, totalizando maid00 casos associados a transmissao
oral. No ano de 2006, a forma oral foi identificadamo de grande importancia
epidemioldgica, quando houve a confirmacdo de BHEps de doenca de Chagas aguda nas
regides Norte e Nordeste, sendo 94 casos de tres@onpela via oral, devido ao consumo, na
maioria dos casos, de acai contaminado. Registragatambém, neste periodo, surtos pela
ingestdo de suco de bacaba e de caldo de canaick-8&8NVISA, 2008).

Dados epidemiologicos brasileiros dos ultimos dezsaapontam para a continuidade
dos numeros de casos da doenca de Chagas. Nodea2080 a 2010 foram registrados 1.093
casos agudos no Brasil, sendo que a maior par¥é)(@dorreu por transmissao oral devido a

ingestao de alimentos contaminados (caldo de e@@a#, entre outros). Mas vale destacar que
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Sao 0s casos cronicos de doengas de Chagas, deesme infeccdes adquiridas no passado,
gue predominam no pais, com aproximadamente tr@isoesi de individuos infectados

(BRASIL, 2011).

1.2. Os vetores da doenca de Chagas: consideracgemis

Embora todas as espécies de triatomineos sejamesam potencial do protozoario
cruzi, apenas aquelas que colonizam o domicilio e/oweraa@micilio rednem condi¢des
necessarias para transmitir a doenca de Chagasmsshumanos. Neste aspecto, 0s géneros
de maior importancia epidemioldgica s@anstrongylus, Triatoma e Rhodnius. No Brasil ja
foram catalogadas mais de 42 espécies de triatogyjisendo 30 encontradas em ambientes
domiciliares, embora apenas cinco apresentem pag&o direta na transmissdo domiciliar
da doencalTriatoma infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Triatoma
sordida e Panstrongylus megistus (Silveira & Vinhaes, 1999).

T. infestans foi uma espécie introduzida que chegou passivammmtBlordeste por
volta dos anos 50 e se dispersou com grande rapidetensidade entre casarios pobres a
partir do sul, via Bahia (Silveira et al., 1984;aBi& Schofield, 1999). Esta espécie esta
virtualmente eliminada do Nordeste, excetuandossécos do oeste da Bahia (Silveira &
Vinhaes, 1999).

A espécieTriatoma brasiliensis é, segundoLent & Wygodzinsky (1979), um dos
principais vetores da doenca de Chagas nas zomadrislas do nordeste do Brasil. Estudos
morfologicos, bioldgicos, ecologicos e genéticosdfarentes populacdes de brasiliensis
coletadas em Caico (RN), Espinosa (MG), Petrolfta) e Juazeiro (BA) ja foram reportados
(COSTA et al. 1997, 1998). Corréa & Espinola (196#gncionanTriatoma pseudomacul ata
como uma espécie de importancia regional no narddésasileiro, encontrada no

peridomicilio em pombais, galinheiros e cercadyitisida geograficamente pelos estados de
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Pernambuco, Paraiba, Ceara, Alagoas, Bahia, Mieasi<; Piaui e Goias. Segundo Dias et
al. (2000), T. brasiliensis e T. pseudomaculata estdo entre as espécies de vetores que
apresentam maior importancia epidemiologica naeste do Brasil, ao lado deiatoma
infestans e Panstrongylus megistus. Estas ultimas foram mais domiciliadas, causandmm
impacto médico-social e tém sido eliminadas mediamintrole quimico, ao passo qlie
brasiliensis e T. pseudomaculata, mais frequentemente encontradas no peridomicilio,
permanecem como grande desafio operacional.

A espéciel. brasiliensis (Silveira et al. 1984), possui ampla distribuic@oambiente
silvestre, em nove estados da regido nordeste ¢atadgBahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Sergipe, Maranhdo e Rio Grande do Nortémnalos estados de Tocantins e Minas
Gerais. Desenvolve-se em temperaturas mais elevadan climas mais secos (Forattini,
1980) e encontra-se associado, no ambiente siyestrabrigos de mamiferos (roedores,
morcegos), aves e marsupiais, transmitindb oruzi entre os roedores e marsupiais. Além
disso, coloniza bem o domicilio e peridomiciliogando o homem e os animais domésticos.
No Ceara, foram encontrados varios exemplared.derasiliensis em locas de pedras,
associados a varias espécies de quirdpteros ereseffgta espécie entdo considerada de
importancia secundaria no que diz respeito a cdpdei vetorial e as medidas de controle,
tornou-se, atualmente, uma das prioridades do®$méecutivos do Ministério da Saude, por
ser considerada o principal vetor da doenca de &hags zonas semiaridas do Nordeste do

Brasil (Costa, 2000).

1.3. Caracteristicas da transmissdo vetorial doencde Chagas na regido Nordeste do

Brasil, com énfase para o Estado do Ceara

Em regides onde a doenca de Chagas € transmitideipatmente por espécies

autoctones, nédo introduzidas, e que, portantoueosabitats naturais no ambiente silvestre,
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a erradicacdo dos vetores por tratamento quimisoddmicilios ndo € possivel (Lima et al,
2012). Este € o caso de vastas areas do Nordestdeio, incluindo o Estado do Ceara.
Nestas é&reas, o tratamento quimico das habitacdderd ser sempre seguido pela
reintrodugcdo, no ambiente doméstico e peridoméstieo insetos vetores da doenca de
Chagas, provenientes do ambiente silvestre (Canv@tsta et al, 2010; Carbajal-de-La-
Fuente et al, 2007

O Nordeste brasileiro €, portanto, uma regido cedienca de Chagas ocorre de
forma endémica. Nela estdo assinaladas diferemtgies fisiograficas que comportam
diversas espécies de triatomineos (Dias et al,)2@Estado do Ceara possui uma area de
148.016 km e apresenta cobertura vegetal predominante dimgast possuindo uma vasta
area rural, com habita¢cdes humanas e habitos aatislique, como relatado acima, propiciam
abrigo e mobilizacdo de espécies de triatominelescar et al. (1976) demonstraram que, em
apenas nove dos 141 municipios do Ceara estesesatdo foram encontrados. De acordo
com Dias-Lima & Sherlock (2000), a destruicdo, oesmo a transformacdo, dos ecotopos
naturais podem causar a diminuicdo ou o0 desapagatimdas fontes alimentares dos
triatomineos, resultando em pressao de invasaooducilios e peridomicilios por esses
insetos, ndo somente na busca de complementacé®taucompleta com sangue humano,
e/ou de animais domésticos e/ou sinantrépicos, tarabém na busca por novos abrigos.
Desta forma, a domiciliagdo de triatomineos é umpmtamento populacional associado ao
homem e a dispersdo destes insetos deve estatasajatuacdo deste no meio natural
(Forattini, 1980). Alencar et al. (1976) relatamedqiriatoma brasiliensis é a espécie
transmissora mais comum no estado, sefdatoma pseudomaculata também bastante
encontrado, porém em segunda escBladnius nasutus é a espécieom menor taxa de

infestacdo de domicilios e peridomicilios (Frei@2305).
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O municipio de Jaguaruana, localizado na regiaBaioo Jaguaribe, distante 183 km
da capital Fortaleza, sempre esteve no grupo dzes &om as maiores prevaléncias da
infeccdo chagasica no Estado do Ceara (Borgesr®eteal, 2008), e estudos realizados por
Albuquerque et al. (1942), Bustamante (1956), 8Sdvet al. (1984), e Alencar (1987)
demonstraram quériatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Rhodnius nasutus tem
sido encontrados neste municipio por muito tempgémAdisso, estudos moleculares mais
recentes, reportaram a infeccdo natural Ppocruzi, nessa trés espécies, em quatro areas

endémicas do municipio de Jaguaruana (Pacheco2&0al; Brito et al 2008)

1.4. O parasito

OT. cruzi é um flagelado da familia Trypanosomatidae quegita mamiferos
e tem como hospedeiros invertebrados numerosasiespde hemipteros hematofagos
da familia Reduvidaecomumente denominados barbeiros. Este protozogtiando
eliminado pelas fezes do triatomineo, apresentasea forma de uma célula alongada com
um flagelo que lhe possibilita 0 movimento, formsiaedenominada tripomastigota. Estes
tripomastigotas sdo chamados metaciclicos, tipgrexte no organismo dos triatomineos.
Apos a entrada no organismo do hospedeiro vertepoatrre a infec¢do de células préximas
ao local da picada. Dentro da célula, os triporgatis assumem uma forma ovéide e sem
flagelo, chamada amastigota, a qual se multipagadamente por divisdo binaria. O grande
namero de parasitos provoca 0 rompimento celulaefpando na corrente sanguinea e no
sistema linfatico. Nesse momento, eles reassumédonmea flagelada, sendo chamados de
tripomastigotas sanguineos, forma parasitaria eltslar observada nos hospedeiros
vertebrados. Assim, espalham-se pelo organisméeetam mais células em novos ciclos de

replicacdo, causando lesdes principalmente emageisculares cardiacos e lisos, podendo
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levar a graves problemas, como a insuficiénciaiaead e também ao 6bito (Dias & Macedo,
2005).

O inseto, ao se alimentar do sangue de vertebradiestados, ingere o0s
tripomastigotas sanguineos. No intestino médio dsetd, os tripanossomas vao se
transformar na forma epimastigota (exclusiva dopkdsiro invertebrado) e se multiplicar
(Moraes et al, 2008). Esta forma é semelhantgarnrastigota, entretanto o cinetoplasto, um
organulo mitocondrial menor que o nucleo, encosgrardximo a este.

Nas formas amastigota e epimastigota, o cinetaplesh o aspecto de um disco,
cbncavo na face voltada para o blefaroplasto eecando outro lado. Em corte transversal,
mostra a estrutura de DNA formada por filamentossde, dispostos em alcas paralelas e
apertadas, arrumadas em um ou dois planos. Nasnagtigotas, o cinetoplasto é maior e
encontra-se proximo a extremidade anteriol doruzi. No intestino posterior do triatomineo,
0s epimastigotas se diferenciam para a forma t@stigpota metaciclica, que sera eliminada
com as fezes e urina do inseto durante o repasus®o, podendo penetrar no organismo
do hospedeiro vertebrado por meio da picada ou sas¢caenovando assim o ciclo de

transmissaoRigura 1.1) (Rey, 2008).
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Figura 1.1. Ciclo do T. cruzi nos hospedeiros invertebrados e vertebrados cam su

respectivas formas de parasitismo. (Cambridge WsityePress, 2002).

1.4.1. O DNA do cinetoplasto (kDNA)

O DNA do cinetoplasto (KDNA), encontrado nos protrzos da ordem
Kinetoplastida, esta localizado em uma regidao eifeiada da mitocondria Unica desses
organismos, denominada cinetoplasto. Na verdadmaéestrutura altamente organizada que
apresenta atividade para certas enzimas de cadsmratéria e realiza a fosforilacéo
oxidativa (Meyer, 1968; Simpson, 1973).

O kDNA representa cerca de 20% do DNA total dalagtuesta organizado em uma
rede formada pela concatenacéo de milhares de ofedéde DNA circulares, que assemelha-
se uma malha entrelacada (Simpsom & Berliner, 18Motel et al, 1980) e é constituida por

dois tipos de moléculas circulares, os maxicircelos minicirculos.
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Os maxicirculos sdo minoritarios (5%) e contamacach, com cerca de 20 a 40 kb
dependendo da espécie. S&do formados por sequénomgéneas, estdo presentes de 20 a 50
cOpias por rede e codificam os genes mitocondgatsuturais (De La Cruz et al, 1984;
Shapiro & Englund, 1995). Sdo homdlogos funciordds DNA mitocondrial de outros
eucariotas e codificam RNAs ribossomais, alguns RIMAias e proteinas envolvidas nos
processos mitocondriais de geracdo de energia.ifsimulos sdo moléculas menores, que
constituem aproximadamente 95% do KDNA e se emmontra rede com cinco a dez mil
copias, na maioria das espécies de tripanossornati@iio heterogéneos em sequéncias e
variam em tamanho de 0.5 kilobases (kb) a 2.5 kiveeas diferentes espécies de
tripanossomatideos, mas ndo sao intraespecificangenstantes. O mecanismo de replicagédo
envolve a acdo de uma topoisomerase Il, que libenmainicirculos da rede sob a forma de
moléculas circulares covalentemente fechadas qdesdecam para a periferia da rede, onde
se replicam e sdo novamente reincorporados agadejobra de tamanho e segrega durante a
diviséo celular (Ryan et al, 1988; Shlomai, 199%juncéo genética principal do minicirculo
€ a de codificar os pequenos RNAs guia que govemaspecificidade da edicdo de RNA
(Shapiro & Englund, 1995).

As regifes conservadas e variaveis variam em tamargm nimero de copias e sdo
encontradas nas moléculas de minicirculos. A sengémcleotidica da regido conservada é
compartilhada intraespecificamente entre todos oscirculos do kDNA enquanto a da
regido variavel ndo é. A regido conservada estximglada a replicacdo dos minicirculos e
possui um tamanho aproximado de 120 a 200 pardsmsks (pb) e, quando presente em
namero maior do que um, apresenta disposicdo $t@é&o longo da molécula. Na regido
conservada ha uma sequéncia dodecamera (GGGGTTGHT@&Mbém conhecida como

Sequéncia Universal dos Minicirculos, presentes mascirculos de KDNA de todos os
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tripanossomatideos da ordem Kinetoplastida, reptasdo a origem da replicagédo (Kidane et
al, 1984; Ntambi & Englund, 1985; Ray, 1989; Mogtsal, 2001).

Assim, através do sequenciamento de DNA de minidscde diferentes cepas e
isolados dé€l. cruz, foi demonstrado que cada molécula de aproximaniamie400 pares de
bases (pb), encontra-se organizada em quatro pasjuegidoes de 120 pb, dispostas em
angulos de 90°, as quais apresentam um alto névebdservacdo de sequéncia intraespécie.
Essas regibes conservadas apresentam-se intescgladaoutras quatro regidées maiores
(regides variaveis), com tamanho em torno de 33@pb exibem uma extrema variabilidade
de sequéncia entre os milhares de minicirculoscqugdem a rede de kDNA (Kidane et al,
1984).

A regido variavel apresenta uma heterogeneidade @igem € ainda obscura. A
funcdo codificante para RNAs guia fornece uma eggho para a heterogeneidade de
sequéncia intra e entre espécies. Uma das vantadarisnais é o grande numero de copias

dessas moléculas por rede, o que facilita o didgpadastravés da PCR (Morel et al, 1980).

1.5. O diagndstico molecular da infec¢do pofFrypanosoma cruzi em triatomineos vetores

Os alvos moleculares dos ensaios de PCR tém gidesentados tanto pelo genomas
mitocondrial como pelo nuclear dib cruzi na deteccao e tipagem de DNA parasitario em
triatomineos vetoregBreniere et al, 1992, 1995; Fernandes et al, 1¥&sse et al, 2001,
Brito et al, 2008). O KDNA é considerado como uwodbastante eficaz para a deteccao de
DNA de T. cruzi através da PCR tanto em sangue (Britto et al5)186mo em tecidos
(Andrade et al, 2002) ou mesmo fezes de triatomsifiBassomando et al, 1996, Brito el al,
2008) principalmente devido ao elevado numero geasdpresente em cada parasito. Outra
vantagem é que 0s minicirculos contém quatro regdie seqiéncias de DNA altamente

conservadas e quatro variaveis presentes em t@daspas e isolados representativos das
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diferentes linhagens db. cruzi, aumentando ainda mais a chance de amplificacéavido
desejado com grande margem de éxito. O ensaio & p¥ta deteccdo d€. cruz foi
desenvolvido com oligonucleotideos iniciadores geeonhecem sequéncias nucleotidicas
conservadas nestes minicirculos, que podem geoalufms de amplificacdo com tamanho
molecular de 120 pb ("regido conservada" do miaitd) ou 330 pb ("regido variavel" do
minicirculo) (Sturn et al ,1989). A amplificacaa tegido intergénica do gene de mini-exon,
de subunidades do DNA ribosomal (rDNA) (Fernandesle 1998, Souto et al, 1996,
Zingales et al , 2009), e das regi0es espacadd&d e ITS-2 do rDNA (Marcilla et al,
2001, Bargues et al, 2002; Pacheco et al, 2003,)26m sido também aplicada com éxito na
deteccéo e tipagem decruzi em humanos e triatomineos com contribuicdessoatente
ao nivel diagndstico mas também taxondmico, filégien e epidemioldgico.

O ensaio molecular por PCR para deteccdo da preesken®NA deT. cruz, além de
mais sensivel, tem se mostrado especifico pargoassita. O método pode tornar-se ainda
mais especifico associando-se a hibridizacdo miale@o ensaio da PCR. Para esse fim,
oligonucleotideos especifico capazes de discrimioar subgénerosschizotrypanum e
Megatrypanum de Trypanosoma foram desenhados (Pacheco et al 1996) Cabetersgaé
outras espécies de protozoarios flagelados, indisiveis deT. cruzi a microscopia Optica,
podem estar presentes no contelddo intestinal deortrineos, reduzindo assim a
especificidade das técnicas parasitologicas trankds, neste caso a microscopia optica (Silva
et al 1977), o que reforca ainda mais a necessidadaplicacdo de técnicas moleculares

especificas, como a PCR, para o rastreamento elzc&d natural em triatomineos.
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2. JUSTIFICATIVA

O indice de infeccdo natural pbrcruzi nos insetos vetores constitui uma importante
informacé&o para a avaliacdo do risco de transmigséwial da doenca de Chagas em regides
nas quais ha presenca, nos ambientes domésti@glerpésticos, de triatomineos. Esta taxa
de infeccdo costuma ser determinada pela micrasagpiica de suspensdes do contetdo
intestinal dos insetos capturados em campo (nosieateb silvestre, peridoméstico e
doméstico), nos quais pesquisa-se a presencapamdssomatideos. Esta metodologia tem
como principal desvantagem operacional a necessidiade transportar os triatomineos vivos
até o laboratério, afim de que sejam examinadose&nnos de campo, este transporte pode
levar a perda de um percentual variavel de espécimes quais nao serd possivel o
diagndstico. Espécimes silvestres do génenodnius, que dispdem de menos recursos
alimentares em seus habitats naturais e frequenterséo coletados em jejum, apresentam
usualmente as maiores taxas de mortalidade noptreasaéreo até o laboratério onde é
pesquisada a infeccéo natural pocruzi. Soma-se a esta limitacdo o fato de que a andise p
microscopia Optica, apesar de util e facilmentecapél no laboratério, ndo permite, como
discutido acima, a identificagdo da espécie deamogsomatideo presente nas fezes dos
triatomineos.

Neste sentido, técnicas de biologia molecular lksenaa PCR tém sido desenvolvidas
para a identificacdo d&. cruzi em amostras biolégicas, como o0 conteudo intestioal
triatomineos. Desta forma, a aplicacdo da PCR d&mecassociada ou ndo a hibridizacéo
molecular, permite detectar a presenca de infepQéad.cruzi diretamente de material clinico
(sangue e tecidos em humanos e outros mamiferas) fezes de triatomineos (Brito et al ,
2008) e sua identificacdo ao nivel subgenéricon®ax et al, 1996), apresentando vantagens

em relacdo aos métodos parasitoldégicos convensionai
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7

Nos municipios mais afetados pela doerg&ldagas, € necessaria a realizagdo de
inquéritos epidemiolégicos e pesquisas entomol§gicen coleta de amostras em campo. A
presenca de triatomineos é pesquisada, buscanderseterizar a taxa de infestacédo
domiciliar em distintas localidades, visando o pjJamento das medidas de controle baseadas
no combate ao vetor. Além do indice de infestacamiciliar, reveste-se de grande
importancia a estimativa da taxa de infeccdoparuzi dos insetos coletados. Esta taxa é
mais um parametro para a caracterizacao do riged e transmisséo vetorial da doenca de
Chagas. A deteccdo da infeccdo naturalTfparuzi em triatomineos coletados em campo é
também util por permitir a realizacdo de estudosegidemiologia molecular e genética
evolutiva deste protozoario, através de seu genoma.

No presente estudo, portanto, pretende-se avakan triatomineos coletados em
campo, a aplicabilidade de uma técnica de coldgtarsporte de seus contetdos intestinais
para diagnéstico da presenca, nestes,Tdaruzi. A técnica, baseada na aplicacdo de
suspensoes fecais dos insetos em papel FTA Capmkrdia o transporte de insetos vivos para
analise laboratorial e é capaz de preservar o raltgenético parasitario para estudos
moleculares. O diagndstico espécie-especificoyédrao ensaio da PCR, é entdo realizado
diretamente no material aplicado ao papel de filtro

A proposta do presente trabalho é utilizar fezeid®omineos aplicadas diretamente
em papel de filtro (FTA Card), visando rastreamfedcdo natural pofl. cruzi em area
endémica no estado do Ceard. A sensibilidade dasictéadde PCR para o diagndéstico
molecular e sua concordancia com a microscopiaaptitilizando-se como alvo a regido

variavel dos minicirculos do kDNA, serdo avaliadas.
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3 — OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliari@abilidade e a sensibilidade de uma
técnica de diagnostico molecular da infeccdo nbpoaT. cruzi pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) em trés espécies de triatominac&rea endémica para doenca de Chagas

no municipio de Jaguaruana, estado do Ceara.

3.2. Objetivos Especificos

» Comparar as técnicas de microscopia Optica e P€Rgdiagndéstico de infeccéo por

T. cruzi em triatomineos;

» Estimar a frequéncia de infeccdo natural porcruzi em triatomineos coletados na

area de estudo;

» Comparar as taxas de infec¢ao poeruzi em diferentes espécies de vetores;

» Avaliar a aplicabilidade da criopreservacdo de arassfecais de triatomineos em

papel de filtro para o diagndstico molecular.

26



4 — MATERIAL E METODOS

4.1. Area de coleta dos triatomineos

O municipio de Jaguaruana estéa localizado na réggé® do Estado do Ceara, distante
aproximadamente 180 km de Fortaleza, a capitakthule, pertencente a regido Nordeste do
Brasil (Sarquis et al, 2004). A maioria dos triatoens estudados é proveniente de cinco
areas rurais deste municipio: Figueiredo (n = BRjyeiredo Bruno (n = 5), Jodo Duarte (n =
22), Corrego das Melancias (n = 16), Catinguinha 80), Di6 (n = 3), Perimetro Irrigado (n
= 5) e Matinho (n = 1). Quatro espécimes foram tedies também em uma area rural no
municipio de Russas, totalizando-se, portanto, eksffcimes. Essas localidades constituem
areas de planicies de solos argiloso e arenos@dag no dominio da Caatinga, tipo de

vegetacao caracteristica do semiarido brasileiro.

4.2. Captura de triatomineos no ambientes intradorgiliar, peridomiciliar e silvestre

Uma equipe de pesquisadores da Fundacdo Oswaldo desenvolve, no Cear4,
diversos trabalhos voltados para estudo da doemg2hdgas. Os espécimes de triatomineos
estudados neste trabalho foram coletados, nosdan®26800 e 2010, pelo Laboratério de Eco-
Epidemiologia da Doenca de Chagas do Instituto @®n3ruz, da Fiocruz. Sessenta e oito
triatomineos foram capturados no ano de 2000 entomm® silvestres, domeésticos e
peridomésticos e outros 51 no periodo de novemhezambro de 2010 nas regides intra e
peri-domicilio (currais de ovelhas, chiqueiros,mairos, poleiros, pilhas de lenha e pedras).
A coleta procedeu-se conforme descrito por Sargtigl (2004), apds a identificacdo
individual das espécies foram realizadas a detexggdmdos estagios de desenvolvimento e do
sexo nos espécimes adultos. Posteriormente, focdetadas as fezes para identificacdo da

infecg&o natural por. cruz.
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Para as capturas foram utilizadas pingas manuaisyando-se 0s insetos por busca
ativa. Nos domicilios, as capturas foram efetuatagodos os comodos, vistoriando-se toda
a superficie das paredes, dos pisos, dos moéveis ebtos que pudessem abrigar os
triatomineos.

Nos peridomicilios, incluiram-se anexos temporariosrcas, currais, chiqueiros,
galinheiros, além de pedras, troncos e tijolosatsps nas proximidades das residéncias. Os
triatomineos presentes nas superficies das estsuaram capturados também por meio de
pincas manuais. Quando havia materiais empilhadosocgravetos, pedras, telhas entre
outros, as pilhas eram desfeitas para busca desnms®tos que ficavam abrigados.

Novamente estes foram identificados e catalogaolo® @aqueles coletados no intradomicilio.

4.3. Processamento inicial de amostras fecais deatomineos

Os triatomineos foram enviados ao Laboratério emdicdes de biosseguranca,
acondicionados em recipientes plasticos, identdisacom o local da coleta, a data e as
caracteristicas do inseto. Apos a confirmacao datificacdo macroscopica das espécies, do
estadio evolutivo e do sexo, os insetos foram sBEEOS com o0 auxilio de pingas,
pressionando-se o abdome e induzindo a saida deuUctnintestinal, que foram coletadas
sobre laminas de microscopia. As fezes foram dikiisbbre as laminas, em solucdo salina
tamponada (pH 7,0), cobertas com laminulas e exatag ao microscopio Optico com
aumento de 400 vezes, para observacéao diretaatg@d por tripanossomatideos.

Aliguotas das suspensdes fecais preparadas parizégao direta foram separadas e
aplicadas em tiras de papel de filtro (FTA Card, I&althcare, Buckinghamshire, UK), que
foram armazenadas individualmente em tubos de 2 mtondicionadas em freezer a -20 °C,

para utilizacdo na técnica de PCR.
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Os papéis de filtro contendo as suspensoées fewhisdualmente dentro de cada tubo,
foram retirados e picotados em pequenas partesidwedproximadamente 1 milimetro, sobre
placas de Petri estéreis, utilizando-se laminakisteri também estéreis. ApGs picotados, os
fragmentos de papel foram colocados em novos télstéreis e realizada a extracdo e
purificacdo do KDNA das fezes dos triatomineosaRsto, removeu-se uma pequena porgcao
da amostra picotada de papel FTA Card (aproximad®4 mm), que foi colocada em
tubos de microcentrifuga. De acordo com o manudblidcante e adaptacfes neste protocolo
descritas por Silva et al (2004) e Oliveira et24lQ5),foram adicionados 200 uL de reagente
FTA Purification em cada tubo e processou-se o material em voaie2@psegundos. Apds 5
minutos, removeu-se 0 sobrenadante e a operacéepfdida por duas vezes. Apos o descarte
do sobrenadante, acrescentou-se 200 pL de tampdoKTE,01M Tris,0,1mM EDTA, pH
8,0), e agitou-se em vortex por 20 segundos e, &pdEnutos, novamente removeu-se 0
sobrenadante. A operacdo foi repetida com 200 ptardeao TE mais uma vez. Apdés o novo
descarte do sobrenadante, o material foi centrifogaestocado em aproximadamente 50 pL

de tampéo TE em freezer a -20 °C.

4.4. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para dmneggtico da infeccdo natural porT.

cruzi no contetido intestinal dos triatomineos.

A técnica de PCR foi utilizada para deteccdo dbdlkRie T. cruzi a partir do DNA
extraido do conteudo intestinal dos triatominedadaeslos. De acordo com Wincker et al
(1994) e Britto et al (1995 empregaram-se 0s amdicies S35 5'-
AAATAATGTACGGG(T/G)GAGATGCATGA-3', e S36 5'-
GGTTGCATTGGGTTGGTGTAATATA-3', que amplificam o fraggnto de 330 pares de
bases contendo regifes variaveis dos minicircun&@NA do parasita. O protocolo de
reacao foi realizado conforme descrito por Britoak{2008) e a amplificagcdo do kDNA
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realizada em termociclador automético (GeneAmp Bg&em 9600, Applied Biosystems).
A mistura da reagéo continha 0,2mM de dNTP, 1,5miCl 10mM Tris-HCI, 2,5 Ul de
Taq Polimerase e 5 pmol/uL de cada iniciador alén3 giL da suspensédo de KDNA obtida
pelo papel de filtro, totalizando volume de 50 ALreacdo envolveu uma etapa inicial com
temperatura de 94°C por 6 minutos seguidos decB3saile desnaturacdo do DNA (94°C por
1 minuto), anelamento (64°C por 1 minuto), e alomgato da cadeia (72°C por 1 minuto),
sendo finalizado com um ciclo de 72°C por 7 minutds produtos da reagcdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarosé¥s, t@tendo o controle positivo do kDNA
deT. cruzi cepaCl-Brener e o0 controle negativo.

O calculo comparativo das sensibilidades das tésnitiagnodsticas (microscopia
Optica e PCR) foi realizado da seguinte forma: isdittade da técnica = nimero de exames
positivos por esta técnica / niumero de examesipasiem quaisquer das duas técnicas

(Breniére et al. 1995).

4.5. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados pela PCR foram analisadi@s/és de eletroforese em
gel de agarose 1,8% em TBE 1X (0,89 M TrizmaeBaD,89 M Acido Borico e 0,24 M
EDTA N&, pH8.3) sendo a corrida processada a 80V porradsho Foi utilizado o
marcador de 100bp — 100 Base-Pair DNA Ladder (Galthieare). Foram aplicados no gel
uma aliquota de 10ul dos produtos amplificados tpinda solucéo corante (0,02 gr azul
de bromofenol, 0,02 gr xilenocianol, 2,5 gr ficé0, 10ml TBE 5X). Apés a eletroforese
o gel foi corado em brometo de etidio (0,5 pg/ndualizado em transiluminador sob luz
ultravioleta (UV) e fotografado em sistema de foimdnentacdo (EasyDoc 100

BioAgency).
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5 - RESULTADOS

A distribuicdo por espécie e por localidade de waptdos triatomineos cujos
contetdos intestinais foram estudados esta apasiemiaFigura 5.1. A distribuicdo dos
estagios de desenvolvimento e do sexo das trésiespde triatomineos é apresentada na
Figura 5.2. A positividade ao exame de microscopia Optica datexido intestinal é

apresentada ragura 5.3.
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Figura 5.1. Distribuicdo das espécies de triatomineos colefadesacordo com as nove
localidades do municipio de Jaguaruana e em RuSeasa, durante todo o periodo estudado.
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Figura 5.2 Distribuicdo dos triatomineos de acordo com osgestée sexo das trés espécies

durante todo o periodo estudado.
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Figura 5.3. Distribuicdo por espécie dos triatomineos naturatménfectados peld. cruz,
analisados por exame direto de suspensdes do donietestinal através de microscopia

Optica, durante todo o periodo estudado.

Na analise individual do material fecal, de cadaéem, pela PCR especifica, foram
encontrados 35/40 (87,5%) pseudomaculata (Figura 5.4) naturalmente infectados p€lo
cruz; 28/40 (70%)R. nasutus (Figura 5.5) naturalmente infectados; e 7/39 (17,9%)Tde
brasiliensis (Figura 5.6) naturalmente infectadoBelo exame direto do conteudo intestinal
por microscopia Optica, dos 119 triatomineos w@dizs no estudo, 62 (52,1%) foram
positivos para infeccdo por tripanossomatideo®latps, enquanto outros 57 (47,9%) foram
negativos Com relacéo a analise dos 68 conteudos intestnaigreservados em papel FTA
Card durante 10 anos, 58 eram positivos, a époaldéa, no ano 2000, pela microscopia
optica. Destes, 56 foram positivos também pela P&fizada em 2011. Obteve-se, desta
forma, uma sensibilidade comparativa de 96,5% paRCR e 100% para a microscopia
Optica. A concordancia entre as técnicas foi dé&@7%) para as amostras criopreservadas
durante 10 anos. Estes dados estdo sumarizad@beta 5.1.

Como demonstrado neabela 5.2 analisando-se as 51 amostras fecais frescasasbtid
de triatomineos recém-capturados, obteve-se umdvmzde, pela microscopia 6ptica, de

apenas quatro amostras e, pela PCR, de 14 amagitasdo-se uma sensibilidade de 100%
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para a PCR e de apenas 28.6% para a microscopia.®tconcordancia entre as técnicas foi
de 41/51 (80,4%) para as amostras recém-obtidas€ims.

Analisando-se o0s dois grupos de amostras em caonjahtivemos uma concordancia
de 107/119 (89,9%) entre as técnicas.

No grupo de 51 triatomineos recém-capturados, jpopcéo de insetos infectados foi
significativamente superior entre aqueles pertdesea espécid@. pseudomaculata (10/15;

66,7%), quando comparada aquela observada. énasiliensis (4/36; 11,1%), p < 0,001).
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Tabela 5.1.Sensibilidade e concordancia das técnicas de noimpds Optica e PCR para
diagnostico da infec¢do pdr. cruzi no conteddo intestinal de triatomineos capturatns
municipio de Jaguaruana e Russas, estado do Ceaaionde 2000. As amostras foram

criopreservadas e a analise por PCR realizadacmdea@011. MO = microscopia éptica.

Positivas nd Negativas | Sensibilidadel Sensibilidadel Concordancia
PCR na PCR PCR MO

MO MO | MO MO

+ - + -
Triatomineos
capturados | 56 0 2 10 96,5% 100% 97%
em2000
TOTAL
Triatomineos 68

Tabela 5.2.Sensibilidade e concordancia das técnicas de naimpies Optica e PCR para
diagnédstico da infeccdo pdr. cruzi no conteudo intestinal de triatomineos capturatuos
municipio de Jaguaruana e Russas, estado do Ceamaonde 2010. MO = microscopia
Optica.

Positivas na Negativas | Sensibilidade| Sensibilidadel Concordancia
PCR na PCR PCR MO

MO MO | MO MO

+ - + -
Triatomineos
capturados | 4 10 0 37 100% 28,6% 80,4%
em2010
TOTAL
Triatomineos 51
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Figura 5.4. Gel de Agarose 1,8% mostrando as bandas diagm®stiea330 pb apods
amplificacédo pela PCR de amostras fecai$.qeseudomaculata positivas pard. cruz. (A, B

e C), Marcador — 100 Base-Pair DNA Ladder (Ge Healte), C+ (controle positivo- kDNA
deT. cruzi cepaCl-Brener) e C — (controle negativo)
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Figura 5.5. Gel de Agarose 1,8%, mostrando as bandas diaga®stie 330 pb apods
amplificacdo pela PCR de amostras fecaisRd@asutus positivas paral. cruz (B e C).
Amostras negativas paré. cruzi (A). Marcador — 100 Base-Pair DNA Ladder (Ge
Healthcare), C+ (controle positivo- kDNA de cruzi cepaCl-Brener) e C — (controle
negativo).

P1001 11 21 41 44 46 51 5566 71 11 1213 14 15 C+C- 8993 105 173203230231 232 74 78 76 77 78 79 &0 C+ C-81 8 & 84 177 186 190 195197 198 212214 217 221 223 C+ C-

Figura 5.6. Gel de Agarose 1,8% mostrando a presenca de asgharalas diagnosticas de
330 pb apos amplificacdo pela PCR de amostrassfeleail. brasiliensis positivas pard.
cruzi. ( B e C), Amostras negativas pdracruzi (A). Marcador — 100 Base-Pair DNA
Ladder (Ge Healthcare), C+ (controle positivo- KDMAT. cruzi cepaCl-Brener) e C —
(controle negativo).
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6 — DISCUSSAO

Neste trabalho, realizamos uma andlise compardéwduas técnicas para diagndstico
da infeccdo natural pof. cruzi em triatomineos coletados em campo. Foi confrentad
técnica de exame direto das suspensdes fecaisipasnopia 6ptica com a amplificagdo do
genoma parasitario por PCR. De um modo geral, hauma boa concordancia entre as
técnicas; os resultados foram congruentes em 1Q7%amostras (89,9%). Podemos, a partir
destes dados, sugerir que a PCR pode ser aplicadageéritos epidemiolégicos de campo
para estimativa das taxas de infeccdo naturalTparuzi em distintas espécies de vetores
coletadas em diferentes ecotopos.

O trabalho testou a hipétese de que a aplicacasusigensdes obtidas a partir do
conteudo intestinal dos triatomineos em papel FTakdQoode ser util em pesquisas de
campo, sendo capaz de preservar 0 genoma pakapiéda posterior aplicacdo de técnicas de
biologia molecular, inicialmente com fins diagnéss, mas também com o potencial para
utilizagdo em estudos de variabilidade genéticapivasitas. O DNA pdde ser facilmente
recuperado do papel FAT Card, tanto em suspensgassfpreparadas com material fresco
guanto em material aplicado ha 10 anos e criopradera -20°C.

A utilizacdo do papel FTA Card em pesquisas de oangwde facilitar
operacionalmente, portanto, a obtencdo, armazenameansporte e processamento inicial
de amostras biolégicas infectadas em que se peetezchperar o DNA de patdgenos
especificos. Cabe ressaltar aqui que estudos ejpidgmos de campo sao realizados,
comumente, a grandes distancias dos laboratéricte @erdo realizadas as analises
moleculares.

Com relacdo ao diagnédstico da infeccdo natural porcruzi em triatomineos,
especificamente, esta metodologia pode faciligmiBcativamente a estimativa das taxas de

infeccdo, devido a reduzir as perdas de insetaantkiio transporte. Ressaltamos que, para a
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observacéo direta do parasita nas fezes dos tiiaos é necessario que estes cheguem ainda
vivos aos laboratérios. Morto o hospedeiro inveddb, os parasitas também se tornardo
invidveis para o diagnoéstico, que € realizado basénte pela observacdo da movimentagéo
ativa dos flagelados. A sensibilidade da microszdgitica pode também sofrer influéncia da
destreza do examinador em detectar o parasitaspasséio do conteddo intestinal.

A andlise comparativa das diferentes sensibilidatbes técnicas revelou que, nas
amostras criopreservadas em papel FTA Card, a odrocia dos resultados nas amostras foi
préxima de 100% (66/68). A sensibilidade da PCRidairamente inferior, talvez apontando
para alguma degradagédo do DNA conservado no FTA &adongo do tempo, neste grupo
de amostras de suspensdes fecais.

Entretanto, observou-se que, em amostras recémashdie triatomineos coletados ha
cerca de duas semanas em trabalho de campo, untméma@r de amostras inicialmente
negativas pela microscopia Optica revelou-se pasjtelo PCR. Neste grupo de amostras, a
sensibilidade do exame microscopico direto foi iicwtivamente inferior. De um conjunto
de 14 amostras positivas pela PCR, em apenas daatpmssivel visualizar flagelados a
microscopia 6ptica. Especulamos que a perda delidexde (e possivel morte) dos parasitas
apos o periodo decorrido entre a captura do ireset@xame direto das suas fezes possa ser
uma explicacdo para a ndo deteccdo dos tripanotiseos

Aplicando o protocolo do FTA Card, pudemos obsemus a recuperacdo de DNA
das suspens0es fecais € um processo rapido eopGafaz de aperfeicoar, portanto, estudos
em epidemiologia molecular de amostras biolégitda®las em trabalhos de campo.

Breniére et al (1995) aplicaram a amplificacdo effido variavel dos minicirculos do
KDNA deT. cruzi com o objetivo de diagnosticar a infec¢do natamaltriatomineos nativos
da Bolivia, incluindor. infestans, espécie para a qual houve concordancia entresotados

obtidos por microscopia 6ptica e por PCR. Intergesaente, para trés outras espécies,
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Rhodnius pictipes, Eratyrus mucronatus e Triatoma sordida, cujos conteudos intestinais
foram todos negativos ao exame microscopico dieefdCR foi capaz de detectar a infeccéo
natural porT. cruzi. Embora estes resultados sejam comparaveis aquele®s obtidos, ndo
foi utilizada, nesta pesquisa, a aplicacéo de aassin papel de filtro.

Russomando et al (1996) utilizou o diagndstico ke por PCR em fezes secas de
T. infestans coletadas em papel de filtro, examinando insetteciados artificialmente pela
alimentacdo em macacos infectados e triatomindetados em campo. Os autores sugerem
que o diagnéstico da infeccdo phrcruzi por PCR pode reduzir o tempo necessario para o
exame de insetos utilizados em xenodiagndésticod&uos obtidos com os triatomineos
coletados em campo foram também similares aos siossoltados em fezes recém-coletadas;
0s autores relatam uma positividade de 84% pela @@R% pela microscopia Optica. Os
dados corroboram a especulacdo de que a eficackxatoe direto por microscopia Optica
pode ser reduzida com a diminuicdo da mobilidadepdwasitas. Os autores sugerem ainda a
aplicacdo de papéis de filtro nas paredes de regaie infestadas por triatomineos com o
objetivo de captar matéria fecal dos insetos pastéepior diagnostico molecular.

Dorn et al (1999) compararam as sensibilidadesG@R € da microscopia 6ptica para
deteccdo dd. cruzi em diferentes sitios anatdmicos dos principaisrest da doenca de
Chagas na Guatemal&mbora ndo tenham sido observadas diferencasfisajivias nas
sensibilidades das técnicas para as amostras deudondo tubo digestivo dos insetos
coletadas a diferenca foi observada, sendo a P§iRisativamente mais sensivel, conforme
demonstrado nos resultados obtidos a partir dasendé material recém-coletado no nosso
estudo. Os autores enfatizam ainda a necessidaeatalisar o contetdo de diferentes sitios
anatdbmicos do tubo digestivo do inseto, como rgti@stino e estbmago, como forma de

aumentar a sensibilidade dos ensaios diagnosticos.
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Marcet et al (2006) realizaram a amplificac&mamica das regides varidveis do
kKDNA deT. cruz em lisados fecais (ndo aplicados a papel de)fitibbidos deT. infestans,
sendo 33 amostras positivas e 93 amostras negativagroscopia. Os ensaios de PCR
detectaram o KDNA do parasita em 91% das amostiagiyas e em 7,5% das amostras
negativas ao exame direto. Entretanto, a PCR naaf@az de detectar a presenca do parasita
em duas amostras positivas obtidag dguasayana e em duas amostras também positivas de
T. garciabes.

Fezes secas de triatomineos depositadas na paeaeadhabitacdo na Bolivia foram
analisadas através de PCR visando a deteccdo da BBN. cruzi por Hamano et al (2001).
Os autores obtiveram o material através da raspalgenfezes, que foram positivas para a
presenca do genoma mitocondrial parasitario. Ressas que 0 exame parasitologico
tradicional neste tipo de amostra fecal ndo serssipel.

A deteccgédo da infecgao porcruzi em fezes dé&. infestans artificialmente infectados
em camundongos e coletadas em papel de filtroefdizada também por Braz et al (2008).
Os autores relatam que o parasita € detectavelegtartécnica, quatro dias apds o repasto
sanguineo em camundongos infectados e sugeremliagdvada metodologia do papel de
filtro em pesquisas de campo.

O uso do papel de filtro para recuperar o kDNA Tocruzi oferece diversas
vantagens, conforme Brito et al (2008) relataraobretudo pela simplicidade do método,
além da capacidade de manutencédo deste tipo denggrar longos periodos de tempo. Estes
autores realizaram estudo em que foram analisidpseudomaculata e R. nasutus (140
espécimes), sendo suas fezes analisadas pela cojgi@$ptica e em seguida, com auxilio de
papel de filtro, o KDNA foi extraido para realizagda PCR. Embora o objetivo da pesquisa
ndo tenha sido comparar as técnicas, 0s autoresesu@ sua utilizacdo devido a facilidade

de execucdo e interpretacdo dos resultados. Estssnes autores (Brito et al, 2008)
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utilizaram o material genético decruz obtido de amostras coletadas em papel de filtra pa
estudos de variabilidade genética dos isoladogiabtde diferentes espécies de vetores e
diferentes ecotopos através de polimorfismos geretierados pela reamplificacdo gendmica
dos produtos de 330 pb com primer Gnico em condigigebaixa estringéncia (LSSP-PCR,
sigla em inglés para Low Stringency Single PrimePER). Dessa forma foi possivel
identificar que 13 distintos genotipos decruzi | circulam entreT. pseudomaculata e R.
nasustus coletados no peridomicilio e em ambientes natudaslocalidades urbanas e
periurbanas do municipio de Jaguaruana.

No presente estudo utilizando a PCR, 87,5% ®opseudomaculata, 70% dosR.
nasutus e 17,9% dodl. brasiliensis capturados e testados estavam naturalmente inésctad
peloT. cruz. Segundo Assis et al (2007), pseudomaculata vem se adaptando a ecétopos
artificiais, sendo facilmente capturado no peridha, principalmente em galinheiros. No
municipio de Jaguaruana, este triatomineo tem sidoontrado tanto em ambientes
peridomiciliares como intradomiciliares, podendtabslecer colbnias (Sarquis et al, 2006).

Palmeiras da espédmpernicia prunifera sdo bastante abundantes na regido onde
foram capturados os exemplaresRihednius nasutus incluidos neste estudo. Estas palmeiras
sdo uma importante caracteristica da paisagem sdanido bioma da Caatinga, no vale do
Rio Jaguaribe, fornecendo recurso natural pargalagdo humana local, a cera de carnauba.
As palmeiras desta espécie estdo frequentementada#t préximo as residéncias e
representam o principal habitat natural da esp&edeinius nasutus (Lima & Sarquis, 2008,
Dias et al, 2011). Espécimes BRenasutus, entretanto, sdo frequentemente encontrados no
interior de residéncias, demonstrando-se o potedeista espécie em invadir o domicilio
humano em busca de alimento. Colbnias estabeled&Rs nasutus ja foram descritas em
currais deanimais domésticos, demosntrando que esta esp&cibéin representa um

importante elo de ligagdo entre os ciclos de tréssin silvestre e doméstico da doenca de
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Chagas (Sarquis et al, 2006). O comportamento atenealeR. nasutus indicam que esta
espécie pode ser considerada um potencial vetof.dwuz, ja que tem um tempo de
alimentacéo longo e frequentemente defeca durargpasto sanguineo (Oliveira et al, 2009).
Em relacdo as outras espécies aqui avaliadas, Tabtasiliensis quantoT. pseudomaculata
sdoconsiderados os principais vetores da doenca dgaSham zonas semiéridas do nordeste
do Brasil, devido as suas caracteristicas ecolégsiza distribuicdo generalizada, seus altos
niveis de infec¢do natural (Silveira & Vinhaes, 9pEstes dados associados aos achados em
estudos descritos anteriormente ratificam a impor#8a destes vetores na cadeia
epidemioldgica de transmissdo da doenca de Chagg@orde Jaguaruana. E, a0 mesmo
tempo, reforcam a necessidade de uma vigilanci@deppologica constante para prevenir a
dispersao de cepas @iecruzi em ambientes domésticos (Pacheco et al, 2005).

Finalmente os dados do presente estudo pretendanhém, contribuir para o
desenvolvimento de metodologias alternativas, efisae praticas de coleta, transporte e
conservacdo de amostras bioldgicas obtidas em igasde campo, nas quais se busca a
deteccdo de agentes infecciosos. A técnica deacdetamostras em papel FTA Card tem,
portanto, aplicacdo em levantamentos epidemiolégiera planejamento de a¢cdes em saude

publica e em pesquisas em genética evolutiva espadogia molecular de patdgenos.
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7 — CONCLUSOES

e O papel FTA Card é um instrumento pratico e efigaza coleta, transporte,
conservacao e processamento inicial de amostrdéglmias nas quais se deseja

realizar ensaios de PCR para deteccab. deuz.

* A PCR demonstrou sensibilidade superior & micrascoptica para o diagnostico da

infeccao natural poF. cruzi em triatomineos recém-coletados em campo.

« E possivel recuperar DNA de amostras bioldgicaspoeservadas em papel FTA Card

e utiliza-lo para ensaios de PCR ap0s 10 anos.
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