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RESUMO

Na Amazodnia a doenca de Chagas-DC aguda se apresenta de maneira isolada ou em
surtos, sobretudo ligados a alimentos contaminados. No Amazonas ja ocorreram 6
surtos todos relacionados ao consumo do acai. Este trabalho tem como objetivo
conhecer e descrever informacdes sobre os surtos da DC por transmissao oral
ocorridos no estado do Amazonas. Os dados foram obtidos no Sistema de Informacé&o
de Agravos de Notificacdo-SINAN e prontuarios dos pacientes atendidos no
ambulatorio de DC da Fundacdo Dr. Heitor Vieira Dourado de Medicina Tropical-
FMTHVD, que tinham em comum a mesma histéria epidemiolégica. Os 6 surtos
ocorreram entre 2004-2018 em 5 municipios (Tefé-2004, Coari-2007, Santa Isabel do
Rio Negro-2010, Carauri-2011-2015 e Labrea-2018) e 106 pessoas foram afetadas. A
maioria, 60 (57%) foram pacientes do sexo masculino; a faixa etaria variou desde
criancas de 8 meses até idosos de 82 anos. Em todas as situagcfes, mais de um
membro da mesma familia ou parentes préximos, bem como amigos ou vizinhos, foram
afetados, e todos relataram beber suco de acai. Foram relatados sintomas
inespecificos, sendo a sindrome febril frequente em 99% dos pacientes, astenia 64,9%,
mialgia 53,2% e cefaléia 51%. A meningoencefalite foi observada em dois pacientes e
alterac@es cardiacas em 24/54 (44,4%). O diagnéstico inicial foi realizado por exames
parasitologicos em 92 (87%) dos pacientes; a gota espessa positivou em 91 (86%) dos
envolvidos; outros exames complementares também foram realizados como a
hemocultura, xenodiagnostico, xenocultura e PCR. Os exames soroldgicos foram
importantes no diagndstico de assintométicos, 9,4%. A linhagem do parasito
encontrada nos isolados dos pacientes foi Z3 (Tclll/TclV) e TclV. O perfil clinico e
epidemioldgico dos surtos ocorridos no Amazonas sao semelhantes e demonstraram

gue na transmissao oral qualquer pessoa esta vulneravel a doenca.

Palavras Chaves: Doencga de Chagas, Trypanosoma cruzi, Transmissao oral,
Amazonia brasileira.



ABSTRACT

In the Amazon, acute Chagas disease is isolated or in outbreaks, mainly related to

contaminated food. In Amazonas already occurred been 6 outbreaks

ball related to acai consumption. This work aims to know and describe information about
the outbreaks of CD by oral transmission occurred in the state of Amazonas. The data
were obtained from the SINAN Notification of Injury Information System and medical
records of the patients attending the DC ambulatory of the Dr. Heitor Vieira Dourado
Foundation of Tropical Medicine-FMTHVD, who had the same epidemiological history
in common. The 6 outbreaks occurred between 2004-2018 in 5 municipalities (Tefé-
2004, Coari-2007, Santa Isabel do Rio Negro-2010, Carauri-2011-2015 and Labrea-
2018) and 106 people were affected. The majority, 60 (57%) were male patients; the
age range varied from 8 months old to 82 year old. In all situations, more than one
member of the same family or close relatives, as well as friends or neighbors, were
affected, and all reported drinking acai juice. Nonspecific symptoms were reported, with
febrile syndrome being frequent in 99% of the patients, asthenia 64.9%, myalgia 53.2%
and headache 51%. Meningoencephalitis was observed in two patients and cardiac
alterations in 24/54 (44.4%). The initial diagnosis was made by parasitological exams
in 92 (87%) of the patients; the thick drop was positive in 91 (86%) of those involved;
other complementary tests were also performed such as blood culture, xenodiagnosis,
xenoculture and PCR. Serological tests were important in the diagnosis of
asymptomatic patients, 9,4%. The parasite lineage found in the isolates of the patients
was Z3 (Tclll / TclV) and TclV. The clinical and epidemiological profile of outbreaks in
Amazonas are similar and have shown that in oral transmission, any person is

vulnerable to the disease.

Keywords: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Transmissao oral, Amazodnia

brasileira.



RESUMO LEIGO

Nos ultimos anos, na Amazonia, houve um aumento do nimero de casos de doenca
de Chagas (DC). Causada por protozoarios de nome Trypanosoma cruzi, pode ser
transmitida ao homem durante o contato com as fezes ou urina de um inseto chamado
barbeiro, contaminadas com o parasito. Outras formas de transmisséo podem ocorrer
como por exemplo, os casos de surtos ocorridos na regiao, relacionados ao consumo
do acai. Esse trabalho descreve informacdes sobre os pacientes de 6 surtos de DCA
ocorridos no estado do Amazonas, entre 2004 a 2018. Foram acometidas 106 pessoas;
57% do sexo masculino; a faixa etaria variou entre criancas de 8 meses até idosos de
82 anos. Em todas as situacfes, mais de um membro da mesma familia ou parentes
préximos, bem como amigos ou vizinhos, foram afetados, e todos relataram beber suco
de acai. A febre foi frequente em 99% dos pacientes, seguida da fraqueza 64,9%, dores
musculares 53,2% e dor de cabeca 51%; a meningite foi observada em dois pacientes
e alteracbes no coracdo em 44,4%. O principal exame utilizado para descobriu a
doenca nos pacientes foi a gota espessa (gota de sangue do dedo anelar). As
informacdes levantadas mostraram que qualquer pessoa esta vulneravel a doenca

guando ocorre a transmisséo por alimentos contaminados.
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas (DC) € uma antropozoonose causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, descoberto pelo pesquisador Carlos Chagas em
1909 (1). E uma enfermidade tropical negligenciada, com grande impacto
econdmico e social(2), considerada um dos principais problemas de saulde
publica na América Latina (1)(3). Nos ultimos anos, tem se dispersado para
outros continentes, apresentando modificacfes nos aspectos epidemioldgicos.
Na regido Amazonica, a transmissao que causa 0S surtos e micro-surtos ocorre
pela contaminacao do suco acgai, tipo de alimento que faz parte da dieta alimentar
da populacéo, demandando a necessidade de mudancas na forma de vigilancia

epidemioldgica diferente das outras regides endémicas (4,5).
1.2 O parasito

O T. cruzi € um protozoario flagelado da Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae, possui um unico flagelo e uma organela localizada préximo

ao nucleo, contendo o DNA mitocondrial, denominada de cinetoplasto (6).

E um parasito eclético, que apresenta ciclo evolutivo complexo, do tipo
heteroxénico, desenvolvido em diferentes espécies de hospedeiros vertebrados
(homens e outros mamiferos), onde realiza uma fase de multiplicacdo
intracelular, e varias espécies de hospedeiros invertebrados (insetos

triatomineo) onde desenvolve uma fase de multiplicacéo extracelular (1,7).
1.2.1 Ciclo de Vida do T. cruzi

No hospedeiro vertebrado, o T. cruzi se desenvolve a partir do momento
em gque a forma infectante denominada de tripomastigota metaciclica, cai na
corrente sanguinea e invade macréfagos. Dentro da célula, ocorrera a
diferenciacédo de tripomastigotas metaciclicas para formas amastigotas, que se

multiplicam no citoplasma, e se diferenciam em tripomastigotas sanguineos,
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sendo liberados na corrente sanguinea, para infectar novas células de varios

tecidos tais como muscular, cardiaco, digestivo e nervoso (8).

No hospedeiro invertebrado, o T. cruzi se desenvolve a partir do momento
0 triatomineo, inseto, conhecido como barbeiro, se infecta com formas
tripomastigotas sanguineas, durante o repasto sanguineo em um mamifero
infectado. No tubo digestivo do barbeiro, essas formas diferenciam-se em
epimastigotas e esferomatigotas, movimentando-se do intestino médio para o
final do tubo digestivo, onde ocorrerA um processo denonomicado de
metaciclogénese, e o0s parasitos transformam-se em tripomastigotas
metaciclicas, que serdo eliminadas pelas fezes do inseto durante o préximo
repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado, iniciando assim um novo ciclo
(Figura 1) (8).

Formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do 1
triatomineo penetram a pele ou mucosa do hospedeiro
vertebrado, atingem a corrente sanguinea e penetra
macréfagos

Dentro da célula, hé a diferenciacéo
para formas amastigotas que
No final do tubo digestivo se multiplicam-se por divis&o binéria
transformam em tripomastigotas
metaciclicas, forma infectante para

os vertebrados

Amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas sanguineas, sendo
liberadas na corrente sanguinea, para
infectar novas células

No inseto, o T. cruzi passa por
uma sequéncia de
transformacées e divisoes a0
longo do intestino

Formas Formas
Epimastigotas =~ Esferomastigotas
O triatomineo, no repasto
K sanguineo ingere sangue do
\ : hospedeiro vertebrado, infectado
2 com formas tripomastigotas
sanguineas

Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi. Fonte: imagens retiradas de
http://chagas.fiocruz.br/fisiologia/; Chagas C, 1909. Elaborado por Sousa D,
2018.



17

1.2.2 Diversidade genética

Por ser um parasito versatil durante o ciclo biolégico, o T. cruzi pode
apresentar grande diversidade genética. Dependendo da abordagem e

metodologia utilizada, ao longo dos anos, recebeu varias classificacdes (9,10):

Biodemas: Em estudos experimentais, conforme as caracteristicas biolégicas e
histopatoldgicas o T. cruzi foi classificado em trés grupos, biodemas I, Il e lll, que
correlacionam as diferentes lesGes histopatologicas na fase aguda e cronica da
infeccdo, considerando-se o0 envolvimento cardiaco e as lesbes neuronais.
(11)(12).

Zimodemas: Miles et al.,, 1978 com base em isoenzimas, propuseram a
classificacdo em subgrupos nomeados como zimodemas 1, 2 e 3(13)(14).
Tibayrenc, 1991 relacionou a reproducéo clonal envolvendo a distribuicdo de
gendtipos em populagdes (15), como consequéncia, a variabilidade genética e
biolégica deste parasito pode ser explicada pela evolucéo isolada de multiplas

linhagens clonais.

Linhagens: Em 1996, Souto et. al, descreveram os subgrupos chamados de
linhagens | e Il (16), posteriormente classificados como T. cruzi | e T. cruzi Il (17)
na analise de regides do DNA nuclear, sendo o T. cruzi Il mais associado aos
casos cronicos graves. El Sayed et. al em 2006 (18), publicaram o genoma
completo do clone CL Brener e contribuiram para o achado de um terceiro grupo
ancestral denominado T. cruzi Ill, que foi proposto a partir da andlise de

microssatelites e DNA mitocondrial(19).

Unidades discretas de tipagem-DTU: Em 2009, em um consenso, uma nhova
classificacdo a partir de caracteristicas eco-epidemiologicas e de patogenicidade
classificaram o T. cruzi em seis grupos (Tcl-TcVI) denominados de DTUs com
base no padrdo de marcadores genéticos, bioquimicos ou biolégicos (9). Uma
sétima DTU associada a morcegos foi acrescentada posteriormente (20)(21)(22)

(Figura 2), conforme caracteristicas descritas a seguir:
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T. cruzi I: € a DTU mais abundante nas Américas, relacionada ao ciclo
silvestre e doméstico, com uma grande variedade e quantidade e mamiferos e
0s principais géneros de triatomineos vetores infectados naturalmente. A
infeccdo humana por Tcl € prevalente no norte da América do Sul, América
Central e México, mais comum na fase cronica, caracterizada por manifestacdes

cardiacas.

T. cuzi ll: Isolada principalmente no ciclo de transmissao domeéstico e tem
poucos associacdo com maniferos silvestres. Predomina na regido sul e central
da América do sul. No Brasil € amplamente distribuido pelas regides do nordeste,
centroeste, sudeste e sul, mais comumente encontrado na fase cronica com

manifestaces cardiacas e sindromes do mega (21).

T. cruzi lll: Esta associado principalmente ao ciclo silvestre, encontrado
em animais reservatérios ndo humanos e triatomineos vetores(23); foi relatado
em cées (24), tendo sido algumas vezes associada a casos humanos tanto na

fase aguda quanto croénica (21)(25).

T. cruzi IV: Esta associado predominantemente no ciclo silvestre,
encontrado na América no Norte e do Sul em primatas, quatis e guaxinis como
principais hospedeiros, foi encontrado também em cées (24). Essa linhagem foi
contrada em amostras de paciente de um surto por transmisséao oral ocorridos

no estado do Amazonas, Brasil (26)(27).

T. cruzi V e T. cruzi VI: Associado ao ciclo doméstico e comumente
presente em infeccbes humanos em paises do sul da América do Sul, porém foi

relatado raramente no Equador e Colémbia e Brasil (28).

TcBat: Recentemente a ocorréncia de morcegos brasileiros infectados
por T. cruzi tem sido reportados da floresta Amazdnica até areas do centro-oeste
e sudeste do Brasil (20)(29). Esse grupo de isolados foi provisoriamente
denominado por “Tcbat” e aguarda mais caracterizagdes para atribuicdo de uma

DTU definitiva, potencialmente como uma sétima DTU, TcVII (21).
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Figura 2: Mapa da distribuicdo das DTU na América Latina. Fonte: Sousa, 2018.
Adaptado de Breniére et al., 2016 e Zingales et al., 2018.

1.3 Vetor

Os Triatomineos pertencem a ordem Hemiptera, subordem Heteroptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. Sao insetos hemimetabolos cujo
ciclo de vida envolve uma metamorfose incompleta que passa pelo ovo, evolui
por cinco fases ninfais, até chegar a fase adulta (30)(31). Possuem habitos
noturnos, fotofobia, termotropismo positivo, presenca de substancias
anticoagulantes e anestésicas na saliva. Esses insetos evoluem e procriam
realizando hematofagia desde sua primeira fase de vida até adulto. Tal habito
permite um estreito relacionamento com animais reservatorios silvestres e
domeésticos (32)(33).

E um grupo numeroso e diversificado que coloniza ec6topos temperados,
subtropicais e tropicais, principalmente nas Américas, onde provavelmente é o
centro de origem destes vetores (32). Sao divididos em cinco tribos incluindo 18
géneros e 148 espécies, dentre as quais 64 ocorrem no Brasil. Algumas poucas

espécies podem ser encontradas nos Estados Unidos, centro-sul da Africa,
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sudeste da Asia e norte da Australia (31). Os géneros de maior importancia

epidemioldgica sdo Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus (33).

Por serem insetos estritamente hematdfagos, englobam espécies
consideradas vetores do T. cruzi. Nesse aspecto, diferem de outros insetos
hematéfagos, (flebotomineos e anofelinos), onde somente as fémeas adultas se
alimentam esporadicamente de de sangue (34). Em condicbes normais, 0s
triatomineos, em qualquer fase e sexo, realizam um repasto sanguineo para o
desenvolvimento do estagio ninfal e oviposicdo da fémea. No entanto, estudos
recentes realizados com Rhodnius prolixus, demonstraram novas opinidées
relacionadas a alimentacdo desses vetores, foi observado sua capacidade de
realizar refeicbes de acucar artificial, mostrando uma nova opcéo a ser utilizada

na manutencao de coldnias (35).

A associacdo de triatomineos com plantas sempre foi considerada um
efeito secundéario devido a preferéncia de habitat de seus hospedeiros
vertebrados. Os triatomineos coletados em campo geralmente sdo encontrados
em um estado nutricional muito pobre, suportando longos periodos de jejum (36).
O género Rhodnius, apresenta forte associacdo com palmeiras e bromélias e
exibem uma variedade altamente diversificada de habitos alimentares que
sugam fluidos (36)(37).

Na Regido Amazobnica, varias espécies de triatomineos silvestres tém
sido encontradas, das quais pelo menos em 10 houve registro de infeccéo
natural por flagelados do tipo T. cruzi. As espécies Rhodnius pictipes, Rhodnius
robustus e Panstrongylus geniculatus foram anteriormente registradas no
municipio de Manaus (4). Estas espécies sao frequentemente encontradas com
altas taxas de infeccéo natural pelo T. cruzi em diversos ecotopos naturais na

Amazonia Brasileira, onde esporadicamente invadem as residéncias (38).
1.4 Reservatorio

Para que o T. cruzi consiga completar o seu ciclo de vida ele precisa além

de realizar uma fase do ciclo em triatomineos (hospedeiros invertebrados),
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passar por um hospedeiro vertebrado que pode ser o homem ou outras espécies
de mamiferos, que tornam-se reservatorios, contribuindo na dispersédo do T.
cruzi e consequentemente da doenca para diferentes ecoétopos
disponibilizandoalternativas de transmissdo do parasita. Marsupiais como 0s
Didelphis marsupialis (gambas, mucuras), podem atuar como reservatorios e
vetores ao mesmo tempo, a partir de achados de formas amastigotas de T. cruzi
nas glandulas anais desses animais que por sua vez liberam um fluido que

facilmente pode contaminar utensilios e alimentos (39).

De acordo com Herrera et al. (40), aproximadamente 180 espécies de
mamiferos pertencentes as ordens: Didelphimorphia, Lagomorpha, Chiroptera,
Rodentia, Pilosa, Cingulata, Carnivora, Primata, Perisodactyla, foram
encontrados naturalmente infectados por T. cruzi, e dessa forma, tém um papel
importante na manutencao e interacdo de ciclos doméstico, peridoméstico e
silvestre da doenca de Chagas, incluindo o homem que adoece e atua como

reservatorio.
1.5 Formas de Transmisséo

O T. cruzi pode infectar o homem de diversas formas tais como:
transmissdo vetorial, oral, transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos e

congénita e acidentes laboratoriais.

Transmissdao vetorial: & a forma classica e a mais tradicional nas areas
onde o vetor é domiciliado. Pelo habito de defecarem durante ou logo apés a
hematofagia, a deposi¢édo de fezes contaminadas com as formas infectantes do
T. cruzi, sobre a pele ou mucosas, atingem a corrente sanguinea (3). O periodo
de incubacéo é de 4 a 15 dias(1)(42).

Transmissdo pela Transfusdo de sangue e transplante de
tecidos/orgédos: essa forma de transmissao foi muito comum no Brasil e em
paises da América latina pela urbanizacdo da DC e falta de controle nos
hemocentros. Devido as altas taxas de transmissdo, nos ultimos anos, foi

estabelecido a obrigatoriedade da triagem clinico-epidemioldgica e sorolégica na
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maioria dos paises endémicos, com isso, atualmente, registra-se uma grande
reducao do risco da transmissao transfusional da doenca de Chagas em toda a
América Latina (41). Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), com base
no ano de 2010, estimaram em 0,18% a prevaléncia desta transmissao no Brasil
(42). O pais tem avancado ndo apenas na busca da seguranca transfusional,
mas também no processo de hemovigilancia, com a instituicdo de um sistema
nacional integrando hemocentros, vigilancia epidemioldgica e vigilancia

sanitaria, o periodo de incubacéo desta varia de 30 a 40 dias ou mais (41).

Transmissao congénita, vertical ou materno- fetal: ocorre quando a
mae infectada com o parasito transmite o T. cruzi para a crianca pela placenta.
Na América Latina foram estimados mais de 15 mil casos de doenca de Chagas
congénita por ano, com analises mais recentes indicando estimativa de 8.668
criancas infectadas por transmissdo vertical. No Brasil, a DC congénita é
considerada aguda e, portanto, de notificagcdo compulsoéria, pode ser transmitida

em qualquer periodo da gestacdo ou durante o parto (42).

Transmissdo acidental: Ha registros de acidentes em diferentes
contextos como laboratoriais, no manuseio de material contaminado, em
trabalhos experimentais com mamiferos infectados e culturas, aerosséis de
materiais infectados, infeccdo cirirgica e coleta de sangue a partir de pessoas
com infeccdo aguda. O processo de vigilancia e controle deve incluir
necessariamente o desenvolvimento de acfes de educacdo com a verificacao
da utilizacao apropriada de equipamentos de protecéo individual. O periodo de

incubacéo é de até, aproximadamente, 20 dias (41).

Transmissao oral: essa forma ocorre quando ha a ingestédo de alimentos
contaminados, tais como, ingestao de carne, alimentos ou bebidas néo cozidas
contaminadas com parasitos. E uma forma de transmiss&o muito antiga e comum
entre mamiferos ndo humanos que se infectam ao ingerir triatomineos, porém
pouco relatada em humanos. Atualmente, € a causa mais comum da doencga
aguda ocasionando surtos em regides endémicas e ndo endémicas. Periodo de
incubacédo de 3 a 22 dias (41)(43).
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1.6 Aspectos clinicos da DC

A doenca de Chagas é classificada clinicamente em duas fases, aguda e
cronica, e pode ou ndo manifestar-se com sintomas. De maneira geral é

assintomatica mas pode cursar como doenca grave (44).

Na fase aguda a maioria dos pacientes sdo assintomaticos ou
oligossintomaticos (41). Em casos de transmissao vetorial (periodo de incubacgéo
varia de 3 a 22 dias), podem ocorrer manifestacdes consideradas porta de
entrada tais como sinal de Romafa (edema nos olhos unilateral) ou chagoma de

inoculacao (42,46).

No entanto, os sintomas mais comuns sao facilmente confundiveis com
outras doencas infecciosas, entre eles: febre prolongada, mal-estar, cefaléia,
mialgias, astenia, edema de face ou membros inferiores, rash cutaneo,
adenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia, ascite, linfadenopatia e
taquicardia (41); pode afetar o SNC (Sistema Nervoso Central) e embora seja
raro, pode ocorrer meningoencefalite, com casos fatais, principalmente, em

imunodeprimidos ou em criancas com menos de 2 anos (46).

Relatos em surtos de transmisséo por via oral demonstraram a ocorréncia
de edema de face, ictericia, adenomegalia e alteracdes do ritmo cardiaco além
dos sintomas ja citados anteriormente (45).

Casos graves tém sido registrados em 13,3% dos casos, quase sempre
relacionados a miocardite aguda e a manifestacdes hemorragicas digestivas
graves (7). A hemorragia representou um quadro exuberante na epidemia
ocorrida no municipio de Navegantes, no Estado de Santa Catarina (regiao Sul
do Brasil) (5).

No Amazonas, foi reportado um caso de meningoencefalite chagasica em
uma paciente de 16 anos procedente do municipio de Tefé (46). Contudo, a
maioria dos casos agudos possuem um prognoéstico bom com o retardo dos

sintomas mesmo sem intervencédo de medicamentos (47).
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Apés o periodo que caracteriza a fase aguda da doenca, e que dura cerca
de seis a oito semanas, 0s pacientes entram na forma cronica que pode ser
indeterminada (quando aparecem anticorpos T. cruzi-especificos na corrente
sanguinea), mas s&o assintomaticos e nao apresentam alteragcbes no
eletrocardiograma e na radiografia de térax é a forma clinica de maior
prevaléncia (41)(48) ou em menor porcentagem quando desenvolvem
complicacbes cardiacas, digestivas ou mista (complicacbes cardiacas e

digestivas) anos ou décadas apos a infeccéao inicial.

A cardiopatia chagésica cronica apresenta-se clinicamente sob a forma
de trés sindromes fundamentais: insuficiéncia cardiaca, arritmias e

tromboembolismo (49).

A digestiva caracteriza-se por dilatacdes patologicas de gravidade
variavel do eséfago e célon, frequentemente associadas com manifestacfes
cardiacas (50). Cerca de 20 a 30% dos pacientes na fase crénica desenvolvem

a forma cardiaca, que pode levar a insuficiéncia cardiaca ou morte subita.
1.7 Diagndstico Laboratorial

O Diagndstico de DC deve ser realizado tanto na fase aguda quanto na
crbnica, para isso é necessario a analise de evidéncias. Deve-se integrar a
epidemiologia, analise clinica e o diagnostico laboratorial a fim de aumentar o

grau de confiabilidade do diagnédstico(41).

O diagnéstico laboratorial da infeccdo por T. cruzi por meio de diferentes
técnicas laboratoriais deve seguir critérios definidos, a depender da fase da
doenca. Este exames sao diferenciados em exames parasitologicos,

soroldgicos, cardiolégicos e digestivos(41)(51).

A fase aguda é determinada pela presenca de parasitos circulantes na
corrente sanguinea e o diagnostico padrdo ouro sdo exames parasitologicos
diretos de sangue periférico como: gota espessa, esfregaco sanguineo, pesquisa
a fresco e métodos de concentracdo. Recomenda-se usar diferentes métodos de

exame parasitoldgico direto (41). Nos casos em que ndo se identifica o parasito
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na pesquisa direta, a verificacdo da presenca de anticorpos anti-T. cruzi da
classe Imunoglobulina M (IgM) no sangue periférico € considerada sugestiva da
fase aguda quando associada a fatores clinicos e epidemiologicos compativeis.
O critério sorologico baseia-se em métodos indiretos para diagnéstico que
podem ser realizados quando os exames parasitolégicos forem negativos e a

suspeita clinica persistir (41)(48).

O diagnéstico da fase crbnica indica-se principalmente testes soroldgicos,
com alta sensibilidade e de alta especificidade que detectam anticorpos
Imunoglobulina G (IgG) anti-T. cruzi. Para um diagndéstico confirmatério, pelo
menos dois testes sorologicos de principios diferentes devem ser reagentes. Os
mais recomendados sdo Imunofluorescéncia Indireta (IFI), a Hemoaglutinacao
(HE) e o ELISA (ensaio de imunoabsorcdo enzimatica). Quando o resultado de
um exame é reagente e o outro ndo, o resultado é inconclusivo, no caso de
amostras inconclusivas, pode-se utilizar outras técnicas com maior
especificidade como o Western-blot (WB)(50). Os métodos parasitolégicos
indiretos como xenodiagndstico (XD) e hemocultura podem ser utilizados para o
isolamento e identificacdo de T. cruzi, mas possuem baixa sensibilidade, que

pode ser melhorada com a repeticdo (51)(52).

Sé&o considerados portadores da fase cronica indeterminada (FCI) da
doenca de Chagas os individuos em fase crénica com sorologia reagente e/ou
exame parasitolégico positivo para T. cruzi que ndo apresentam sintomas
clinicos especificos da doenca, e com resultados de ECG (Ecocardiograma)
convencional, estudo radiologico de torax, es6fago e colon normais (41)(48).

O diagndstico diferencial na fase aguda deve ser de doencas como
malaria, arboviroses, leishmaniose visceral, hantavirose, toxoplasmose, febre
tifoide, mononucleose infecciosa, esquistossomose mansonica aguda,
leptospirose, miocardites virais. As formas congénitas devem ser diferenciadas
daquelas causadas pelas infeccbes STORCH (sifilis, toxoplasmose, rubéola,
citomegalovirose e herpes). A miocardite crbnica e os megas devem ser

diferenciadas das causadas por outras etiologias(41).
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Entretanto, a maior parte das pessoas que contraem a DC ndo tém acesso
a um diagndstico especifico e por consequéncia ficam sem tratamento, isto
resulta no elevado impacto de morbimortalidade e o custo social da enfermidade.
Para um diagnostico confirmatorio de DC o paciente necessita realizar mais de

um exame dependendo da forma clinica que ele esteja manifestando (53).
1.7.1 Exames Parasitoldgicos

Para esses meétodos a visualizacdo do parasito € feita por meio de

microscopia oOptica (41).

A concentracdo, Strout, micro-hematdcrito e creme leucocitério utilizam
centrifugacéo do sangue e a pesquisa do parasito € feita na camada leucocitéria
formada na interface entre o sedimento dos eritrécitos e o plasma. Sé&o
recomendados como 12 escolha de diagndstico em casos sintomaticos com mais

de 30 dias de evolucéo.

A gota espessa (GE) é muito utilizada integrada as acdes de diagnéstico
da malaria e considerada pela Organizacdo Mundial da Saude como o
diagndstico padrdo ouro. E realizado uma coloracio com azul de metileno e

Giemsa para visualiza¢do da morfologia do parasita no sangue periférico.

A hemocultura é a técnica de grande valor diagnéstico para DC quando
positiva, particularmente quando as provas sorolégicas sao inconclusivas, em
pacientes imunodeprimidos e no controle pos-terapéutico. Porém, a limitacéo €
o tempo prolongado para o resultado do exame. Se semeia sangue periférico em
um meio de cultura especifico para o crescimento do protozoario T. cruzi;
observa-se o crescimento por meio de microscoépio invertido. Pode alcancar 0%
a 94% de positividade, alguns aspectos podem melhorar a sensibilidade como:
0 uso do meio Liver Infusion Tryptose (LIT), aumentar o volume do sangue
semeado para 30 mL, repetir o exame, reduzir do intervalo de tempo entre a

colheita e a inoculagcdo, bem como aumentar o tempo de observacéo (54).

O xenodiagnostico - XD é um método parasitolégico indireto, usado no

diagnéstico da DC, sobretudo na fase crbnica, quando os parasitas circulantes
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séo escassos no sangue de individuos sorologicamente positivos. Proposto por
Brumpt em 1914, consiste em colocar no braco do paciente uma quantidade
definida de ninfas de 3° ou 4° estadio de espécies de triatomineos, para se
alimentarem do sangue do paciente; posteriormente se realiza a visualizacéo
das fezes dessas ninfas em microscoépio optico, com 30, 40 e 60 dias ap0s o
repasto, podendo chegar até 90 dias (55)(56). A positividade estd entre 9 a
87,5%, podendo aumentar essa sensibilidade se realizado repetidas vezes com
triatomineos da mesma regido geografica do paciente e com uma quantidade

grande de ninfas (51).

A xenocultura € um método empregado semeando-se fezes do barbeiro
utilizado no exame XD, em meio LIT. Essa técnica facilita o isolamento de cepas

de T. cruzi e controla a qualidade dos XD realizados (57).

A PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) € utilizada principalmente na
pesquisa para o isolamento do parasita, e tem demonstrando elevada
sensibilidade na detecgcdo de DNA de T. cruzi em amostras de pacientes com
DC aguda ou crénica, ou em fragmentos dos ultimos segmentos abdominais de
triatomineos utilizados no XD. A sensibilidade dessa técnica € de 96,5% a 100%.
(26)(51).

1.8 Tratamento

O tratamento especifico da doenca de Chagas deve ser realizado o mais
rapido possivel em pacientes com diagnostico confirmado laboratorialmente. A
eficacia do tratamento na forma aguda da doenca estd acima de 60%, em
congénitos mais de 95% e em cronicos recentes (individuos que consegue

confirmar que a forma aguda ocorreu ha até 12 anos atras) de 50% a 60% (57).

A droga de escolha disponivel no Brasil € o benznidazol (Rochagan®)
(comp. 100mg para adultos e 12,5mg para crianga menores de 2 anos), que deve
ser utilizado na dose de 5mg/kg/dia (adultos) e 10mg/kg/dia (criancas), divididos
em 2 ou 3 tomadas diarias, durante 60 dias (57). O nifurtimox € um medicamento

alternativo em casos de intolerancia ao benznidazol e deve ser solicitado ao
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grupo técnico de doenca de Chagas da Diretoria de Vigilancia Epidemiolédgica
(GT Chagas/DIVEP) para que ele articule com o grupo técnico de doenca de
Chagas do Ministério da Saude (GT-Chagas/MS) a liberacdo dessa medicacéo
(53)(58).

Em individuos na fase crénica da doenca com manifestacfes cardiacas
graves nado é recomendado o tratamento antiparasitario, pois ndo ha evidéncias
de beneficios clinicos na evolucdo deste paciente (57). As alteracdes
cardiolégicas sdo tratadas com as mesmas drogas usada em cardiopatias
(cardiotonicos, diuréticos, antiarritmicos, vasodilatadores, etc). Nas formas
digestivas, pode ser indicado tratamento conservador (dietas, laxativos,

lavagens) ou cirargico, dependendo do estagio da doenca (41).

Em gestantes, devido a toxicidade dos efeitos colaterais, o tratamento
antiparasitario é contraindicado (42)(59). Os efeitos adversos do nifurtimox sdo
semelhantes aos verificados com o0 benznidazol, exceto menor tolerancia
digestiva, refletida na anorexia com perda de peso, nauseas e disturbios
psiquicos (42)(58).

1.9 Aspectos epidemioldgicos

Originaria da América Latina, exceto nas ilhas caribenhas, nas ultimas
décadas, a DC, tem sido dispersada amplamente (60)(61); detectada nos
Estados Unidos da América, Canada, paises europeus e em alguns paises do
Pacifico Ocidental. Isso se deve principalmente a mobilidade populacional entre

a América Latina e o resto do mundo (Figura 3).

A OMS (60), estima que 6 a 7 milhdes de individuos estao infectados com
T. cruzi, e mais de 25 milhfes sob risco de infec¢cdo; causa mais de 10.000
mortes por ano sendo uma doenc¢a que sem tratamento antiparasitario especifico

ou bem sucedido pode levar a pessoa a deficiéncias ao longo da vida (61).
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Figura 3: Distribuicdo de casos de doenca de Chagas relatados a OMS,
em todo o mundo, 2010-2013. Fonte: WHO, 2017.

Nas areas endémicas por muitas décadas, a DC foi estritamente rural,
sendo sua ocorréncia dependente basicamente da distribuicdo dos vetores
domiciliados. A maioria dos chagéasicos eram contaminados pelas fezes dos
triatomineos infectados. O afastamento dos insetos das moradias era o enfoque
principal, visto que ndo existe medicamento preventivo. Assim, o0 modo de se
impedir o aparecimento de novos casos deve ser feito, especialmente, através
do controle dos principais mecanismos de transmissao (vetorial, transfusional,

congénita e, atualmente, oral) do protozoario T. cruzi (62).

As ag0Oes de controle da transmissao vetorial da DC no Brasil comecaram
a se esbocar a partir da década de 1940, objetivando diminuir a transmisséo da
doenca no ambiente domiciliar. O Programa de Controle da DC foi
institucionalizado em 1950 pelo Servico Nacional de Malaria, até o ano de 1968,
dados acumulados mostram terem sido realizados inquéritos entomolégicos em
1.760 municipios do pais, dos quais em 1.238 se verificou a existéncia de

triatomineos domiciliados e em 1.096 destes, a presenca de exemplares
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infectados por T.cruzi, mas s6 foi sistematizado e estruturado na forma de

programa de alcance nacional em 1975 (63).

Em 2005, foi proposta uma metodologia de avaliacdo de risco de
transmissao vetorial, e 16 estados foram avaliados. Foram analisados em alguns
municipios critérios de infestacdo, indicadores ambientais e socio-econdmicos e
apos esta avaliacdo receberam uma classificacao de baixo, médio e alto risco de
transmissdo vetorial. Em 2006, as acdes de rotina do programa foram

implementadas devido a presenca do vetor em diversos municipios (64).

A partir deste programa de controle, no ano de 2006 o Brasil recebeu da
Organizagdo Pan-Americana o certificado de estar livre da transmisséo vetorial
pela espécie Triatoma infestans, principal vetor nas regiées endémicas do Brasil.
Mesmo com programas de controle a prevaléncia da DC no Brasil varia de 1,0
a 2,4% da populacao, o equivalente a 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas infectadas
por T. cruzi que resulta na elevada carga de mortalidade por DC no pais,
representando uma das quatro maiores causas de mortes por doencas

infecciosas e parasitarias (65).

Dados do Ministério da Saude (MS) mostram que nos Ultimos anos, a
dindmica de transmisséo desta doencga vem se modificando, em 69% dos casos
a principal forma provavel de transmisséo € a oral, a transmisséo vetorial caiu
para 9% e em 21% néo foi identificada a forma de transmissao (65). Isto pode
estar relacionado com as mudancgas socioecondémicas, o éxodo rural, o
desmatamento e a urbanizacdo, que transformaram o perfil epidemiologico da

doenca, tornando-a um fendmeno mais urbano / peri-urbano (4).
1.9.1 Aspectos epidemiolégicos naidentificacdo de um surto

Um surto é definido quando h& dois ou mais casos do que o esperado de
uma doenca em uma area especifica entre um grupo de pessoas, a0 mesmo
tempo e causada por uma fonte comum. Pode ser identificado pela analise de
rotina de dados da Vigilancia epidemiolégica a partir da notificacdo compulsoria

ou até mesmo por profissionais de saude atentos, que percebem uma elevacéo
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do numero de casos em sua rotina, neste caso € provavel que o surto esteja
ocorrendo. O termo epidemia € utilizado geralmente em situagfes em que a
doenca envolve grande numero de pessoas e atinge uma larga area geografica,
enguanto, uma doenca para ser endémica deve acontecer com muita frequéncia

em um local, independentemente da quantidade (66).

Considera-se doenca emergente aquelas que surgem com impacto
significativo sobre o ser humano, cuja incidéncia aumenta em um dado lugar ou
entre uma populacdo especifica. E um evento que apresenta risco de
propagacéo ou disseminagéao para diferentes locais. S&o doencas de notificagédo
compulsoria e podem apresentar padrdes epidemioldgicos diferentes do habitual
(67). A DC por transmissdo oral na Amazbnia é considerada uma doenca
emergente, e algumas regides da Amazonia brasileira estdo sendo reconhecidas
como endémicas para essa doenca, devido a alta ocorréncia de casos e/ou
surtos (68)(43).

pY

A investigacdo de um surto tem como objetivo a necessidade de
interromper a fonte de transmisséo e eliminar o risco de disseminacdo da doenca
para outras pessoas, além de estabelecer medidas de controle e prevencéo de
futuros surtoseventos. O episddio € uma oportunidade de conhecer novos
comportamentos de velhos patégenos, podendo, a partir disso, promover
treinamentos, realizacfes de controle sanitario e acfes de educacao em saude

(66).

1.10 Historico sobre os surtos por transmissao oral da DCA

nas Américas

A DC aguda (DCA) por transmissao oral tem emergido como a principal
forma de transmisséo, em varias regiées da América Latina onde ndo ha a
domiciliacdo de vetores ou onde o controle intra e peridomiciliar de triatomineos

tem sido eficaz (41).
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Na Venezuela ocorreu um surto associado ao consumo do suco de goiaba
(69)(70), na Bolivia associado a um fruto de palmeira, parecido com o acai, de

nome regional majo (71) e na Coldmbia associado ao suco de laranja (72).

No Brasil o primeiro registro de surto por transmisséo oral ocorreu em
1968, e a fonte de contaminacéao foi a refeicdo em comum de 17 estudantes e
trabalhadores de uma escola rural em Teutbnia-RS. A partir de entdo, outros
surtos foram relatados em outras regides do Brasil (5), associados,

principalmente, ao consumo de caldo de cana (73)(74), e ao acai (75)(76)(77).

O MS registrou 112 surtos no periodo de 2005 a 2013 no Brasil. A maioria
ocorreu nos estados do Para, 75,9% e Amapa, 12,5% e, em menor proporgéo,

nos estados do Amazonas, 4,5% Tocantins, 1,8% e Bahia, 1,8% (43).
1.10.1 Doenca de Chagas na Amazénia

A Amazonia foi considerada por muitos anos uma regiao sem registros de
DC embora por muito tempo houvesse um potencial risco, devido a presenca do
T. cruzi, em animais silvestres e a ocorréncia de diversas espécies de

triatomineos vetores, descrita desde o inicio dos anos 1900 (78)(68).

Os primeiros casos agudos da DC em humanos foram relatados na
década de 1940 na Guiana Francesa (79). Entretanto, na Amazonia Brasileira,
0s primeiros casos humanos autéctones da DC foram registados em 1969 em
Belém-Para. Em virtude dos casos terem sido detectados no mesmo periodo e
na mesma residéncia, com auséncia de triatomineos domiciliares, houve
suspeita de transmissédo diferente da eventual, tendo como pela primeira vez,
nesta regiao a hipotese de infeccao oral, a partir da contaminacéo alimentar com

fezes de barbeiro infectado (80).

Nessa regido nao ocorre a forma de transmissao tradicional da DC na e
por ser uma doenca com sintomatologia inespecifica, semelhante a outras
infecgbes. Em situagbes normais ou de emergéncia no atendimento, dificilmente

se pensa primeiramente em DC.
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1.10.2 Doenga de Chagas no Amazonas

No Amazonas, o primeiro relato de DC foi realizado em 1977, quando
Ferraroni et al., relataram seis casos humanos, com exames soroldgicos
positivos para a DC cronica, na regido de Barcelos (Alto Rio Negro) (81). Anos
depois aquela regido ficou conhecida como &rea de transmissao vetorial, pelo
fato de que populacdes extrativistas da fibra da piagaba viviam em contato
constante com o Rhodnius brethesi (82).

Embora desde 1919 tenha-se registrado a ocorréncia de Rhodnius
brethesi no estado do Amazonas (83), o primeiro relato da DCA autdctone desse
estado, ocorreu em 1980, procedente do municipio Sao Paulo de Olivenca no
extremo da Amazonia ocidental (84). E o primeiro surto da DC aguda com relato
de transmisséo oral, pelo consumo do acai, ocorreu em 2004, no municipio de
Tefé. Desde entdo, até o ano de 2018, seis surtos de DC foram registrados, todos
relacionados a transmisséo oral, sendo a ingestdo do suco do acai o principal
aspecto em comum entre os pacientes (4)(76)(77)(27)(85).

1.10.2.1 Acai

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma espécie nativa da Regido
Amazobnica, que pertence a familia Arecaceae, encontrada nas varzeas de
estuario muito importante socioecondmicamente. O Brasil é considerado o pais
gque mais produz, consome e exporta o acai, e as industrias, visando a
manutenc¢ao e ampliacdo do mercado do fruto, estéo investindo ndo sé no cultivo,

mas também na qualificacdo da méo de obra (86).

O Estado do Para, € o maior produtor do frutos e o principal consumidor
do suco conhecido pela populacdo por "vinho de acai". A polpa de seu fruto
apresenta rico valor nutricional e constitui-se em uma das bases alimentares da
dieta das populacbes da Amazdnia. Nos ultimos anos, em razdo de ser um
alimento de apelo ecoldgico combinado com sua caracteristica energética,
motivo pelo qual esportistas tem grande interesse, o consumo pelo acai tem

crescido, principalmente a exportacédo (86). Com o crescimento do mercado,
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esse produto passou a ser consumido também nas grandes capitais brasileiras,
atingindo alguns paises, como Japao, China, Estados Unidos e Europa (87).

1.10.2.2 Relevancia do estudo

A infeccdo chagéasia € uma doenca negligenciada que tem se expandido
para além das fronteiras sul americanas. Na Amazdnia um novo cenario tem sido
observado referente a principal forma de transmissdo, a oral, demandando
atencao dos servicos de atendimento a populacdo. Nesse contexto torna-se de
grande relevancia os estudos que apresentem informacdes sobre os eventos
ocorridos nesta regido, visando o0 registro das caracteristicas clinicas,
epidemiologicas e laboratoriais dos pacientes acometidos, para melhoria das

acoOes de vigilancia e realizacao servicos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Descrever aspectos epidemiolégicos, clinicos e laboratoriais
observados nos pacientes envolvidos nos surtos da doenca de Chagas no

estado do Amazonas.
2.2 Objetivos especificos

o Descrever a distribuicdo espacial e temporal dos surtos;

o Descrever caracteristicas clinico-epidemioldgicas da populacéo
envolvida nos surtos ocorridos no estado do Amazonas;

o Listar e descrever os tipos de exames parasitolégicos realizados;

o Identificar os gendtipos dos isolados de T. cruzi das populacdes

envolvidas nos surtos.
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3. PRODUTO DA DISSERTACAO

Surtos da doenca de Chagas aguda no estado do Amazonas: 0 consumo

do acai como uma fonte comum de transmissao

Débora Raysa T. de Sousa?, Jorge Augusto O. Guerra?3, Rosa A.G. Santana?,
Laylah K. Magalhdes?, Nelson F. Fé?, Igor C. Tavares®, Romulo F. Morais?,
Jessica V. Ortizt, George A.V. Silva?, Vinicius S. Monteiro?, Rubens C.
Andrade?!, Ana Ruth L. Arcanjo®, Arineia S. Silval, Katia Couceiro?, Karla
Petruccelli', Jodo Marcos B. B. Ferreiral®, Henrique Silveira’, Maria das Gracas

V.B. Guerral?

! Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, Brasil

2 Fundacéo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado, Manaus, Brasil

3 Faculdade Metropolitana de Manaus, FAMETRO, Manaus, Brasil
4Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Brasil

5 Fundacéo de Vigilancia em Salde do Amazonas, FVS-AM

6 Hospital Francisca Mendes, Manaus, Brasil

’Instituto de Higiene e Medicina Tropical/Universidade Nova de Lisboa, Lisboa,
Portugal

Resumo

A doenca de Chagas-DC é uma enfermidade que se manifesta clinicamente no
homem, numa fase aguda e outra crénica, ap0s o contato com o Trypanosoma
cruzi. Na Amazonia a forma aguda tem sido cada vez mais frequente registrada
principalmente em surtos, ligados a alimentos contaminados. Este trabalho tem
como objetivo conhecer e descrever aspectos epidemiologicos e clinicos dos
surtos da DC por transmissao oral, ocorridos no estado do Amazonas. Os dados
foram obtidos do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo-SINAN e
prontuarios dos pacientes atendidos no ambulatério de DC da Fundacéo Dr.
Heitor Vieira Dourado de Medicina Tropical-FMTHVD. Entre 2004-2018
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ocorreram 6 surtos em 5 municipios (Tefé-2004, Coari-2007, Santa Isabel do Rio
Negro-2010, Carauri-2011-2015 e Labrea-2018). Todos os pacientes tinham em
comum a mesma historia epidemioldgica, o consumo de acai e 106 pessoas
foram afetadas, a maioria, 60 (57%) do sexo masculino; a faixa etaria variou
entre 8 meses a 82 anos. Em todas as situagdes, foram acometidos, mais de um
membro da mesma familia ou parentes proximos, bem como amigos ou vizinhos.
Foram relatados sintomas inespecificos, a sindrome febrii em 99% dos
pacientes, astenia em 65%, mialgia 53% e cefaléia 51%. A meningoencefalite
foi observada em dois pacientes e alteragBes cardiacas em 24 (44%) de 54
observados. O diagndstico inicial foi a gota espessa, realizada em 92 (87%) dos
pacientes e 91 (86%) positivaram; também foram realizados a hemocultura,
xenodiagndstico, xenocultura e PCR; do total, 9,4% eram assintomaticos e foram
diagnosticados por exames sorolégicos. As linhagens de T. cruzi Z3 (Tclll/TclV)
e TclV foram identificadas. Observa-se a necessidade de intensificagdo de acdes
gue orientem a populacéo para a vulnerabilidade a infec¢cao, uma vez que nessas
circunstancias, ocorre exposicdo simultanea a mesma fonte de transmisséo no

mesmo tempo e espaco.

Introducao

Apds mais de 100 anos da sua descoberta a doenca de Chagas (DC) permanece
como uma importante parasitose, uma vez que 6-7 milhdes de pessoas, estao
infectadas, principalmente na América Lantina. Nos ultimos anos, a mobilizacéo
e a migracdo da populacdo expandiu a doenca para diversos paises além das
fronteira sul americanas (1) definindo-a como um problema emergente de salude
publica global (2)(3).

E uma enfermidade causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario que
realiza seu de ciclo de vida complexo em diferentes espécies de hospedeiros
mamiferos (Marsupiais, Chiroptera, Rodentia, Edentata, primatas nativos) como
hospedeiros reservatérios (incluindo o homem) (4) e invertebrados, insetos
domeésticos e silvestres da ordem Hemiptera, Familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae (5)(6).
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Por ser um parasita eclético, o T. cruzi € classificado geneticamente em sete
Unidades discretas de tipagem (DTUs) (Tcl-TcVI e Tcbat) (7), e a doenca
apresenta duas fases clinicas (aguda e crbnica). Durante a fase aguda, um
grande numero de parasitas circula no sangue, mas na maioria dos casos 0S
sintomas estao ausentes ou séo leves e inespecificos. Durante a fase cronica,
0os parasitas ficam alojados principalmente em tecido cardiaco e tecido

conjuntivo digestivo (8).

Na América Latina, o T. cruzi é transmitido principalmente pelo contato com
fezes/urina de triatomineos, infectados, podendo também ser transmitido por
transfusédo de sangue ou transplantes de érgaos, de forma congénita (durante a
gravidez ou parto), acidentes laboratoriais e consumo de alimentos
contaminados (8), sendo a via oral um carater habitual no ciclo enzodtico
primitivo do T. cruzi, através da ingestdo, realizado por mamiferos ao se

alimentar de vetores ou reservatérios infectados (9).

Na Amazonia brasileira, o ciclo de T. cruzi em primatas ndo humanos e a
ocorréncia de espécies de triatomineos € conhecida desde o inicio do século XX
(10). Nessa regido o primeiro relato de casos autdctones da DC no homem,
ocorreu em 1969, em Belém-Para, com suspeita de transmisséo oral (11). Desde
entdo, a transmissao oral tem sido responsavel por microepidemias regionais da
DC aguda (12), tendo uma fonte comum de transmisséo, sucos de frutas de
palmeiras principalmente o acai (Euterpe olerace), que é amplamente
consumido pela populagdo. Nos Ultimos anos o numero de surtos por
transmissdo oral tem aumentado progressivamente, se tornando motivo de
preocupacao pelas agéncias de saude (12)(13), evidenciando a necessidade de

acOes preventivas.

No estado do Amazonas, o primeiro registro da doenca ocorreu em 1977, quando
foram detectados casos suspeitos de DC crbnica por meio de sorologia reativa
(14), e o primeiro caso autéctone agudo foi registrado em 1980 no municipio de
Sé&o Paulo de Olivenga. O primeiro surto da DC aguda foi registrado em 2004
(15), e ao longo dos anos, houve um aumento no nimero de surtos de doenca

aguda (13), todos relacionados a transmissao oral, bem como de casos isolados
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cuja forma de transmissdo € desconhecida (16)(17). Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo conhecer e descrever 0s aspectos peculiares dos
surtos da doenca de Chagas por transmissao oral ocorridos no estado do

Amazonas.
Casuistica e Métodos

As informagdes relacionadas aos surtos de DCA por transmissé&o oral no estado
do Amazonas foram obtidas do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo - SINAN e dos prontuarios dos pacientes atendidos no ambulatério
de doenca de Chagas da Fundacao Dr. Heitor Vieira Dourado de Medicina
Tropical (FMTHVD). Foram incluidas pessoas com resultados positivos para
gota espessa ou sorologia IgM que tinham em comum a mesma histéria
epidemioldgica de ter consumido o acgai, nos surtos ocorridos no periodo de 2004
a 2018. Sobre os pacientes, foram coletados dados sobre o local de origem,
idade, sexo, data da notificacdo, sintomas, resultados parasitolégicos,
sorolégicos, tratamento, efeitos adversos da droga e linhagem do T. cruzi

detectado a partir da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).

As sorologias foram realizadas pelo Laboratorio Central de Saude Publica do
Amazonas (LACEN). As informacdes sobre resultados da hemocultura,
xenodiagnoéstico e PCR foram obtidas dos pacientes atendidos em Manaus,
procedimentos esses realizados no laboratério de entomologia do FMTHVD,
com excecdo da PCR de amostras de pacientes do primeiro surto que foi
realizado pelo laboratorio da FIOCRUZ/RJ pelo grupo do Dr. José Rodrigues
Coura. A partir do segundo surto, a extracdo de DNA foi realizada utilizando
material de cultura de sangue seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante
do PureLink Kit (Invitrogen, Life Technologies, EUA). O DNA extraido foi
submetido a anélise do gene da glicose-fosfato isomerase (GPI) (18). O produto

da PCR foi purificado como descrito em outros artigos anteriormente (19)(20).

O sequenciamento foi realizado no ABI 3130 DNA sequencer (Applied
Biosystems, https://www.thermofisher.com) seguindo o protocolo do kit Big Dye

Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), utilizando 10-40ng
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do produto da PCR purificado e o primer usado na PCR. As sequéncias obtidas
foram montadas e alinhadas com as sequéncias padrdes obtidas no GenBank
(http.//www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando as seguintes cepas padréo: Tcl (Silvio
X10 cl4), Tcll (Esmeraldo cl3), Tclll (M6241 cl6), TclV (CANIII cl1), TcV (Mn cl2)
e TcVI (CL Brener) (21). Arvores filogenéticas de méaxima verossimilhancga foram
inferidas usando o W-1Q-TREE (22).

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Stata/MP 13,0. Foi utilizado o
teste qui-quadrado para comparacdo de frequéncias e o0s dados estédo
apresentados em tabelas, com as frequéncias absolutas e relativas. Assumiu-se
um intervalo de confianca de 95% (IC95%, p < 0,05) para todos os testes

estatisticos.
Considerac6es Eticas

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Fundacao de Medicina Tropical com o nimero CAAE:03164118.9.0000.0005.

Resultados

Descricao geral

No estado do Amazonas, entre 2004 e 2018, ocorreram 6 surtos de DCA em
municipios localizados em diferentes mesoregides, dois localizados no centro
amazonense (Tefé e Coari) e um municipio em cada uma das outras regides,
norte amazonense (Santa Isabel do Rio Negro), sul (Labrea) e sudeste
(Carauari), todos estes municipios estédo localizados em uma linha vertical no
centro do estado e 106 pessoas foram incluidas nestes surtos (Figura 1). Em
todos os surtos o caso indice foi detectado pelo servico de malaria através do
teste da gota espessa e apOs o diagndstico inicial, as investigacOes
epidemioldgicas foram realizadas por uma equipe composta por funcionarios da
FVS, FMTHVD e MS.
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O primeiro surto ocorreu em 2004, em Tefé, com 9 casos (8,4%) e o mais
recente, em Labrea, diagnosticado no final de dezembro de 2017 e janeiro de
2018, com 20 casos (18,9%); o intervalo de tempo entre um surto e outro variou
de 1 a 4 anos, com uma meédia de 2,6 anos, entre 0s meses de dezembro a
junho, em todas as situacdes, mais de um membro da mesma familia ou
parentes proximos, além de amigos ou vizinhos, foram afetados, e todos tiveram

relato de beber suco de acai (Tabela 1).
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Figura 1: Mapa do Amazonas com 0S municipios onde ocorreram 0s surtos e
0s respectivos anos. Fonte: Andrade, R. 2019.

De 106 pacientes, 60 (57%) foram do sexo masculino, na maioria dos surtos 0s
homens foram mais acometidos, exceto em Labrea com 17 (85%) mulheres, a
idade variou em todos 0s surtos acometendo pessoas de todas as faixas etarias,

desde 8 meses até 82 anos (Tabela 1).

Os sinais e sintomas foram registrados em 94/106 (88,6%) pacientes; Nao ha
registros de sintomas de dois pacientes de Carauari 2015 . A apresentacao
inicial dos sintomas ocorreu no periodo de 2 a 21 dias ap0s a data provavel de
infec¢do (data que tomaram o suco do acai); a sindrome febril de inicio subito e
prolongada, foi o sintoma mais frequente, registrado em 93 (99%), geralmente
acompanhada de outros sintomas inespecificos; dois pacientes, apresentaram

um quadro de meningoencefalite - uma paciente do surto de Tefé, sexo feminino,
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16 anos (23) e um paciente, sexo masculino, 10 meses, do primeiro surto de
Carauari, neste paciente foi possivel detectar T. cruzi no liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Tabela 2).



Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos pacientes dos surtos de doenca de Chagas no Amazonas.
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Variaveis Total Tefé Coari SIRN Carauari Carauari Il Labrea p-valor
(n=106) (n=9) (n=26) (n=17) (n=15) (n=19) (n=20)
Més/Ano Jun/2004 Apr/2007 Jan/2010 Jan/2011 Jan/2015 Jan/2018
Idade
0-2 3(3) - - - 2(13,3) - 1(5)
3-10 6 (6) - 3(11,5) 1(5,9) 1(6,7) - 1(5)
11-18 18 (17) 2 (22,3) 5(19,2) 1(5,9) 3 (20) 3(15,8) 4 (20)
19-34 45 (42) 5 (55,5) 9 (34,6) 11 (64,7) 3(20) 7 (36,8) 10 (50)
35-59 20 (19) - 5(19,2) 3(17,6) 5(33,3) 5(26,3) 2 (10)
260 14 (13) 2 (22,3) 4 (15,4) 1(5,9) 1(6,7) 4 (21) 2 (10)
Género <0.001
Feminino 46 (43) 5 (55,6) 8 (31) 2(11,8) 6 (40) 8 (42) 17 (85)
Masculino 60 (57) 4 (44,4) 18 (69) 15 (88,2) 9 (60) 11 (58) 3 (15)
Sintométicos 94 (88,6) 9 (100) 26 (100) 17 (100) 15 (100) 17* (89) 10 (50) <0.001

Os dados sdo expressos como numeros absolutos, entre parénteses estdo a porcentagem do grupo total. (*) = ndo ha

registro de todos os pacientes.
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Tabela 2: Descricdo dos sinais e sintomas relatado pelos 94 pacientes

durante os seis surtos de DAC ocorridos no estado do Amazonas.

Classificacao

Sinais e Sintomas

N° de casos (n=94)

%

Sintoma Geral

Digestivo

Dermatoldgico

Cardiaco

Sindrome febril
Astenia

Mialgia

Cefaléia
Artralgia
Hiporexia
Prostracéo
Calafrios
Linfadenomegalia
Tontura
Dispneia
Nauseas
Vomito

Dor epigastrica
Hepatomegalia
Esplenomegalia
Ictericia

Coldria

Diarreia

Dor abdominal

Edema de face e Mll

Edema de face
Edema de Ml
Edema*

Rash cutaneo
Eritema
Palpitacéo

Dor precordial

93
61
50
41
36
27
12
12
10
8
5
30
20
15
11
11
10
4
3
3
15
6
2
8
16
6
13
7

99
64,9
53,2
43,6
38,3
28,7
12,7
12,7
10,6

8,5

5,3
31,9
21,3
15,9
11,7
11,7
10,6

4,2

3,2

3,2
15,9

6,4

2,1

8,5

17

6,3
13,8

7,4

Dados apresentados como numero absoluto e frequéncia relativa. (*) = sem
registro do local do edema. Obs: N&ao ha registro de sintomas de dois pacientes;
Houve 10 pessoas assintomaticas.

Diagnostico - Dados sobre os Exames laboratoriais realizados
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Exames parasitologicos — dos 106 registros, o diagnéstico confirmatorio foi dado
por exames parasitologicos em 92 (87%) dos pacientes: a gota espessa foi 0
exame que diagnosticou 91 (86%) dos casos. Entre os exames parasitoldgicos
complementares, encontrou-se registro de positividade na hemocultura 65/67
(97%); xenodiagnodstico 55/60 (91,6%); xenocultura 18/35 (54%) e PCR 67/67
(100%). O exame do liquido cefalorraquidiano (LCR) foi realizado em dois

pacientes e encontrou-se positividade em apenas um.

Linhagem de T. cruzi — h& registro de T. cruzi Zimodema-3 nos pacientes de Tefé
ocorrido em 2004, época em que ndo havia a classificacdo atual de DTUs e que
hoje equivale a (Tclll/TclV); e TclV nos demais surtos (Tabela 3).

Exames sorolégicos- foram encontrados dados sobre amostras de pacientes
submetidas ao ensaio de imunoabsorsdo enzimatica (ELISA) IgG; teste de
imunofluorescéncia indireta (IFI) (IgM e IgG); e teste de hemaglutinacéo indireta
(HAI) 1gG. Os teste mais realizado foram a HAI, 81 (76,4%) e o ELISA, 77
(72,6%); e 0 que mais apresentou resultados reagentes foi a IFI (IgM), 34 (62%)

das vezes, porém demonstrou 21 (38%) resultados indeterminados (Tabela 3).

Exames cardiolégicos- foram encontrados registros de exames cardiol6gicos de
54 (51%) pacientes, sendo observadas alteracbes cardiacas em 24 (44,4%).
Encontrou-se registro de 52 pacientes que realizaram o eletrocardiograma
(ECG) antes do tratamento, e destes, 22/52 (42,3%) pacientes apresentaram
alteracdes cardiacas; o ecocardiograma foi realizado em 23 pacientes, com
alteracdo em 3 (13%); um paciente que apresentou alteracdo cardiaca no
ecocardiograma, também apresentou alteracdo no eletrocardiograma. A
alteracao de repolarizacao ventricular foi o achado mais comum em 6 (27,3%)

pacientes (tabela 4).
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Tabela 3: Descricado dos exames laboratoriais realizados nos pacientes

dos surtos.
Variavel Total Tefé Coari SIRN Carauari Carauarill  Labrea
(n=106) (n=9) (n=26) (n=17) (n=15) (n=19) (n=20)
Exames
parasitolégicos

GE 106 (100) 9(8,5) 26 (24,5) 17 (16) 15 (14) 19 (18) 20 (19)
Positivo 91 (86) 9 (100) 25 (96) 17 (100) 15 (100) 16 (84,2)* 9 (45)

Hemocultura 67 (63) 9 (13,4) 23 (34) 10 (15) 11(16,4) 6 (8,9) 7 (10,4)

Positivo 65 (97) 9 (100) 23 (100) 10 (100) 11 (100) 6 (100) 6 (86)

Xenodiagndstico 60 (56,6) 9 (15) 24 (40) 14 (23) 6 (10) 7 (11,6)

Positivo 55 (91,6) 9 (100) 19 (79) 14 (100) 6 (100) 7 (100)
Xenocultura 35(33) 9 (25,7) 14 (40) 6 (17) 6 (17)
Positivo 18 (51,4) 8 (88,9) 8 (57) 1(16) 0
LCR 2(1,8) 1 (50) 1(50)
Positivo 1 (50) 0 1 (100)
PCR 67 (63) 9 (13,4) 19 (28,3) 14 (21) 11 (16,4) 6 (9) 8 (11,9)
Positivo 67 (100) 9 (100) 19 (100) 14 (100) 11 (100) 6 (100) 8 (100)
Exames sorolégicos*

ELISA 77 (72,6) 26 (33,7) 17 (22) 11 (14) 9(11) 14 (18)
Reagente 5 (6,4) 1(1,2) 2(2,4) 0 2(2,4)
Indeterminado 5 (6,4) 1(1,2) 2(2,4) 1(1,2) 1(1,2)

IFI IgM 55 (51,8) 9 (16,5) 17 (31) 9 (16,5) 5(9) 15 (27)
Reagente 34 (62) 9(100) 7 (41,2) 6 (66,6) 1(20) 11 (73)
Indeterminado 21 (38) 0 10 (58,8) 3(33,4) 4 (80) 4 (23,5)
IFI IgG 66 (62,2) 26 (39,3) 15 (22,7) 9(13,6) 16

(24,2)
Reagente 29 (44) 4 (15) 11(73) 6 (67) 8 (50)
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Indeterminado 1(1,5) - 0 0 - 0
HAI 81 (76,4) 9 (11) 26 (32) 17 (21) 11 (13,6) 9 (11)
Reagente 15 (18,5) 9 (100) 1) 2 (11,7) 0 2 (22)
Indeterminado 0 0 0 0 0

1 (6,25)

9 (11)

1(11)
0

Os dados sdo expressos como numeros absolutos, entre parénteses estdo a
porcentagem do grupo total. GE= Exame de gota espessa; LCR- liquido
cefalorraquidiano; PCR - reacdo em cadeia da polimerase. ELISA: ensaio
imunoenzimatico; IFI (IgM e IgG) = teste de imunofluorescéncia indireta para
imunoglobulina M e G. (*) = ndo ha registro de resultados de alguns pacientes.

Tratamento e efeitos adversos

Apos a confirmacéo do diagndstico todos os pacientes foram tratados com
Benznidazol (Rochagan®), 5-7 mg/kg/dia (adultos) e 10 mg/kg/dia, por via oral
(criancas) durante 60 dias, seguindo o que recomenda o Il Consenso Brasileiro
em Doenca de Chagas de 2015(8), imediatamente apdés a conclusédo
diagnéstica. Nao ha registros de seguimento clinico de todos os pacientes.
Encontrou-se informacdes sobre efeitos adversos ao tratamento de 22
pacientes, e destes 16 (72,7%) apresentaram alguma sintomatologia associada
ao medicamento, sendo prurido e rash cutaneo os mais referidos (Tabela 5).
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Tabela 4: Descricao das alteracdes cardioldgicas observadas nos paciente por surto.

Alteracdes Cardiacas Total Tefé Coari  SIRN Carauari Carauari Il Labrea
(n=24) (n=3) (n=3) (n=3) (n=4) (n=4) (n=7)
Eletrocardiograma 22/52 (42,3)
Alterac@o de repolarizacdo ventricular 6 (27,3) - - - 1 3 2
Alterac@o de repolarizacdo ventricular + 1(4,5) - - - - - 1

Taquicardia sinusal

Baixa voltagem do QRS 2(9,0) - - 1 - - 1
Bloqueio divisional anterossuperior (BDAS) 2(9,0) - - 1 - - 1
Bloqueio do ramo direito (BRD) 1(4,5) 1 - - - - -
Blogueio do ramo direito + blogueio divisional anterossuperior 2 (9,0) - - 1 1 - -
Disturbio de conducéo do ramo direito (DCRD) 2 (9,0 - 1 - - 1 -
Extrassistole ventricular 1(4,5) - 1 - - - -
Pré-excitacéo 1(4,5) - - - - - 1
Ritmo de galope 1(4,5) - 1 - - - -
Taquicardia sinusal 3 (13,6) - - - 2 - 1
Ecocardiograma 3/23 (13)
Disfuncéo ventricular 1(33,3) - 1 - - - -
Derrame pericardico + area cardiaca aumentada *2 ( 66,6) 2

Os dados séo expressos como numeros absolutos, entre parénteses estao a porcentagem do grupo total. QRS: Complexo de ondas
do eletrocardiograma. (*)= Nao ha informacdes sobre o eletrocardiograma de dois pacientes que realizaram o ecocardiograma.
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Tabela 5- Descricao dos efeitos adversos observados.

Efeitos adversos Frequéncia* %
(n=16)
Prurido 8 50%
Rash cutaneo 8 50%
Descamacéo 5 31,2%
Queda de cabelo 3 18,7%
Astenia 3 18,7%
Mal estar 3 18,7%
Edema de face 1 6,2%

Dados apresentados como numero absoluto e frequéncia relativa. (*)= Um
mesmo pacientes pode apresentar mais de um efeito adversos.

Discussao

A transmissao do T. cruzi via oral, pela ingestao de alimentos contaminados, tem
sido um tema de discussdes importantes, nos ultimos anos, particularmente
envolvendo a Amazonia (24)(25). Uma forma de transmissao do T. cruzi para o
homem, considerada no passado, improvavel, tem sido responsavel pelos surtos
relatados em varios paises, tais como Venezuela (26)(27), Colémbia (28), Bolivia
(29) e Brasil conforme revisdo de Shikanai e Carvalho, 2012 (12), sendo a forma
mais frequente nos estados da Amazodnia, Para (30)(31) , Amapa (32) e

Amazonas (16).

Nesse estudo relata-se pela primeira vez situacdes inerentes aos surtos da DC
aguda ocorridos no estado do Amazonas. Observou-se semelhancas dos
demais relatos, onde a deteccédo do caso indice foi realizada pelo servico de
malaria através do teste de gota espessa, evidenciando a importancia desse
servico para essa regido, e ratificando a estratégia recomendada nas discussdes
sobre vigilancia para DC na Amazo6nia, desde o inicio da década de 2000 (24)
(25), implantada oficialmente a partir de 2008, com treinamentos seriados de

microscopistas direcionados a areas malarigenas(33).

No estado do Amazonas, as investigacdes epidemioldgicas foram realizadas por
uma equipe composta por funcionarios da FVS e FMTHVD que trabalharam em

colaboragéo em todas as situagdes junto com o MS, seguindo o fluxograma
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proposto para vigilancia da DC na Amazonia (34). Destaca-se que em todos 0s
surtos a FMTHVD inseriu na sua equipe, profissionais médicos incluindo
residentes, e técnicos de entomologia que juntos realizaram 0s inquéritos
sorologicos e entomoldgicos. Nessas circunstancias foram observadas e
comprovadas as situacdes em que membros da mesma familia que tomaram o

acai ndo manifestaram sintomas e/ou foram negativos na gota espessa.

O registro de dois surtos (4° e 5°, no mesmo municipio (Carauari), infere a
necessidade de intensificacdo de vigilancia e fiscalizacdo dos produtores locais
de acai, quanto as normas de higienizacéo, para que, apds producédo o suco a
ser comercializado, uma vez que a forma de coleta, higienizagéao, producéo e
distribuicdo do acai é de responsabilidade de quem distribui, e portanto, n&do

deve colocar em risco, a saude dos consumidores (35).

Tradicionalmente na Amazénia, o processo de producdo do agai sempre ocorreu
de forma pontual e artesanal (caseira) onde cada familia produzia o suco a ser
consumido, e ndo havia relatos de casos simultaneos (surtos). Atualmente,
diante do crescimento da demanda pela polpa (36), o produto passou a ocupar
lugar de destaque entre os consumidores no mercado nacional e internacional
com producéo industrial em grande escala e muitas vezes os produtores ndo
seguem as medidas de higiene preconizadas, produzindo e distribuindo o suco
para a populacao geral. O acai € distribuido tanto na area rural quanto urbana,
mudando assim o perfil de transmisséo da doenca que passou de caso isolado
para Varios casos registrados simultaneamente (16)(30)(37).

O relato de que em todas as situagdes haviam mais de um membro de uma
mesma familia ou de convivéncia proxima, como amigos ou vizinhos e todos
relataram uma situacdo em comum que era 0 consumo do acai, expressa a
necessidade de acompanhamento dos envolvidos que sejam assintomaticos
e/ou ndo diagnosticados, considerando a possibilidade de evolugdo para
cronicidade da DC. Nos surtos relatados em outras regibes também foi
observado convivéncia proxima, por exemplo, em ambientes de trabalho como
na Paraiba, apdés uma reunido particular (38) e em uma escola na Venezuela
(26) e no refeitorio de um aeroporto na Colémbia (28). Entretanto, nao ha relatos

na literatura sobre o seguimento de pessoas expostas sem diagndstico.
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A variacdo no numero de casos por faixa etaria com uma frequéncia de 8,5% em
criancas até 10 anos (3% menores de 2 anos) e 13% de idosos acima de 60
anos, demonstra que nos surtos, todas as pessoas que consomem agai podem
estar vulneraveis e susceptiveis a infeccdo caso esse alimento esteja
contaminado. Também demonstra a importancia do acai para a regido uma vez
que é consumido por pessoas de todas as idades, refletindo a realidade sobre o
consumo de acai na regido, que é apreciado pela populacédo independente de
raca, condicdo social ou idade, por ser um alimento que faz parte da dieta

alimentar, rico em varios nutrientes (36).

Nas areas endémicas a forma classicas de transmissédo da doenca de Chagas,
nao ocorre de forma oral e sim vetorial uma vez que os vetores sdo domiciliados
(39) no entanto a maior prevaléncias esta relacionada a casos crénicos ndo
podendo se inferir um periodo especifico de infecdo. Na Amazonia os surtos de
DCA estdo sempre associados ao consumo de acai e ocorrem durante o periodo
de safra de frutas locais, como no caso do Amazonas onde 0s surtos tem
ocorrido nos meses de dezembro a junho, periodo também coincidente com a
safra do acai (36). No Par4, a maior frequéncia dos casos tem ocorrido no

segundo semestre (40).

Aspectos clinicos

A apresentacao clinica mais frequente foi a sindrome febril (99%), com inicio
subito e prolongado, o que coincide com o observado em outros estudos sobre
a DCA no Para (31), no Amazonas (17) e em regifes endémicas em Minas
Gerais (41).

A taxa de positividade elevada registrada nos diferentes métodos parasitolégicos
realizados, confirma o esperado, uma vez que a alta parasitemia € uma
caracteristica da fase aguda da DC, e certamente auxiliou no diagnéstico inicial,
mas é importante destacar a eficiéncia do servico de atendimento a malaria na

a deteccéo de casos.

No que diz respeito aos resultados do diagnéstico sorologico, observou-se

variagdo na sensibilidade dos testes utilizados. Embora as metodologias
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realizadas sejam as recomendadas pelo MS (42), foi observado resultados
indeterminados nos exames de IFI IgM, mesmo com a gota espessa positiva.
Segundo as diretrizes do MS, na fase aguda, a sorologia pode ser realizada
como exame complementar e como diagnostico de um caso suspeito quando
exames parasitologicos estdo negativos e a suspeita clinica persiste. Estudos
anteriores realizados no Amazonas demonstraram a baixa sensibilidade destes
testes, isto pode estar relacionado com a diversidade genética do parasito, visto
que estes testes soroldgicos disponiveis no mercado utilizam cepas diferentes

das que circulam na regido amazonica (43)(44).
Avaliagao cardiaca e da linhagem

O alto numero de pacientes com alteracao cardiaca no ECG (42,3%), antes do
tratamento, evidencia a importancia desses exames nos envolvidos, uma vez
que o percentual apresentado, representa 50% da populagdo envolvida. A
alteracdo de repolarizagdo ventricular foi o evento mais comum, nos casos
avaliados, e o detalhamento dessa casuistica publicado recentemente por Ortiz
et al, 2018 (45) com observacdo de que sdo manifestacdes também relatadas

nos surtos ocorridos no estado do Paré (31).

Provavelmente o diagndstico e tratamento precoce realizado e/ou a linhagem do
T. cruzi TclV circulante tenham evitado a gravidade e desfecho fatal de
pacientes, pois nenhum obito foi relatado em pacientes envolvidos nos surtos da
DCA no estado do Amazonas, diferentemente de outros paises da América
Latina, como na Colébmbia (28) e na Venezuela (46)(27) que ha relatos de

letalidade, assim como no Para (31) e no Rio Grande do Norte (47).

As linhagens de T. cruzi circulantes, podem caracterizar a gravidade ou néo da
DC. No entanto, ha poucos relatos quanto a descricdo molecular de DTUs na
regido amazonica. A linhagem do T. cruzi isolada dos pacientes dos surtos
ocorridos até o momento no Amazonas foi a TclV, exceto no primeiro surto
ocorrido em Tefé, onde os isolados foram caracterizados como Z3 (Tclll/TclV),

porque na época, ainda ndo havia a nomenclatura atual.

Segundo Monteiro et al, 2013 (48) a patogenicidade dos isolados amazbnicos é

baixa, e pode explicar a baixa mortalidade, sugerindo que nas regides onde a
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letalidade dos surtos é maior, talvez circule linhagens mais virulentas, com alto
comprometimento cardiaco, provavelmente porque a linhagem encontrada seja
Tcll (49), que ainda néo foi registrada no Amazonas, onde a linhagens Tcl tem
sido encontrada relacionada a casos agudos isolados e pacientes com DC

cronica indeterminada e TclV relacionada aos surtos (50)(51)(52).

Na Colémbia, também ha registro de Tcl e TclV em isolados de um surto ocorrido
em 2013 (53). Isso demonstra que a linhagem TclV, uma cepa silvestre e pouco
relatada em isolados humanos (54) se mostra muito envolvida em surtos por

transmissao oral.

Em um estudo de infeccao experimental, foi analisado a performance de invasao
das células hospedeiras por infeccao oral dos genétipos de T. cruzi Tcl e TclV e
foi observado que, a capacidade diferencial das cepas de invadir o epitélio
gastrico apds a administracdo oral esta associada a expressao diferencial de
moléculas de superficie do parasito. Observou-se ainda que a capacidade de
migracdo dos parasitos TclV através do revestimento de gastrico foi maior que
Tcl, resultando em um melhor sucesso da linhagem TclV em infec¢bes orais (55).
Isto pode estar relacionado ao motivo de até o momento a linhagem TclV ser a

responsavel pelos surtos no Amazonas.

Discusséo dos efeitos adversos — poucos foram os dados encontrados sobre
pacientes que apresentaram efeitos adversos ao medicamento. Ha informacoes,
principalmente, dos pacientes do surto ocorrido recentemente em Labrea. Dos
20 pacientes acometidos neste surto 14 (70%) apresentaram alguma reacao,
principalmente, dermatoldgicas. O protocolo clinico e diretrizes terapéuticas (42)
cita que a frequéncia de efeitos adverso ao benznidazol é de 53% e que as

reacOes dermatoldgicas sdo as mais comuns.

Em um estudo realizado no Ceara com pacientes cronicos observou-se que
87,5% dos tratados com o benznidazol apresentaram alguma reacdo adversa
gue na maioria das vezes era um sintoma dermatolégico, como prurido (50%),
rash cuténeo (31,3%) e descamacédo da pele (25%) (56). Diante das situacdes

evidenciadas foram incluidos a administracdo de antialérgicos e corticoides
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dependendo da necessidade. Quando necessario o tratamento foi interrompido
até a melhora dos efeitos (8).

Este trabalho teve como intuito, ucnir informacdes sobre todos os surtos, estes
que iniciaram a 15 anos atras. Temos como uma das limitacdes do estudo, o fato
destes terem ocorrido no interior do Estado, por isso sO foi possivel fazer o
seguimento clinico dos pacientes que vieram para Manaus e procuraram a
FMTHVD.

De maneira geral observou-se semelhancas em alguns aspectos ao que ja foi
descrito nos surtos ocorridos em outros locais da Amazonia particularmente no
Para (31). Essas informa¢cBes mostram que o perfil clinico e epidemioldgico dos
surtos ocorridos no Amazonas Sdo 0s mesmos e demonstra que qualquer
pessoa esta vulneravel quando a doenca esté relacionada a transmisséo oral. E
importante o acompanhamento da evolugdo clinica desses pacientes e 0s
aspectos particulares da linhagem circulante devem ser estudados para o melhor

entendimento da evolugcédo da doenca na regido.
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Este trabalho buscou unir informagdes de eventos que ocorreram em
diferentes anos e municipios do estado e o primeiro evento ocorreu a 15 anos
atras, portanto tem-se como limitacdo do estudo a ocorréncia no interior do
estado, onde grande parte dos envolvidos nao realizaram o seguimento clinico

por ndo terem vindo para Manaus.

Por ter carater retrospectivo e utilizado informacgdes de prontuérios e do
SINAN, em diferentes periodos, houve dificuldades quanto a obtencédo

homogénea dos dados de todos os pacientes.
5. PERSPECTIVAS FUTURAS

A situacao epidemiolégica da doenca de Chagas na Amazénia é diferente
de regibes tradicionalmente endémicas e vem sofrendo modificacdes nos ultimos
anos devido as transformacfGes ambientais e de ordem econémica e social.
Nesse sentido, 0s parasitos que circulavam estritamente no ciclo silvestrepodem
ocasionar a infeccdo humana devido a aproximacgao cada vez mais frequente do
vetor no convivio doméstico e peridoméstico, sendo capaz de ocorrer a
transmissao vetorial ou oral. Ao longo deste trabalho observou-se que ha a
necessidade de buscar respostas quanto a alguns temas que merecem ser

investigados futuramente:

1) Até o0 momento ocorreram no Amazonas 6 surtos e todos em
municipios da regido central do estado. Isto pode esta relacionado a
infeccdo natural dos vetores nesta regido, por isso, € importante
realizar uma investigacdo entomoldgica e analise da investigacdo
natural em municipios que ja registraram casos de doenca de Chagas,
tanto surtos como isolados com provavel transmissao vetorial para
tracar um monitoramento entomologico nestas regides.

2) Este trabalho também demonstrou que as linhagens Z3(Tclll/TclV) e
TclV sdo as unicas isoladas nos pacientes dos surtos. Diante disto,
h& a necessidade de realizar estudos para avaliar o0 comportamento
bioldgico das linhagens circulantes no Amazonas.

3) Passaram-se 15 anos do primeiro surto ocorrido no Amazonas e

perguntas séo feitas quanto a evolucdo destes pacientes, desde o
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ocorrido em 2004 até o Gtimo em 2018. E importante sabermos como
estes pacientes estdo hoje. Portanto, € de extrema importancia
realizar um estudo de resgate destes pacientes para a realizacédo de
novos exames e acompanhamento na observacgao da cura clinica ou

evolugéo para a DCC.
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6. CONCLUSAO

Os surtos da DC no Amazonas ocorreram na parte central do estado em
diferentes municipios, exceto em Carauari onde ocorreram dois episodios seguidos
(2011 e 2015), sem nenhuma associacdo entre as regides até o momento. O
periodo de ocorréncia foi de dezembro a junho e o intervalo de tempo de um para

o outro foi de 1 a 4 anos, em média 2 anos e seis meses.

A populacdo envolvida nos surtos foi composta por 57% do sexo masculino
e de todas as faixas etérias, desde bebé de 8 meses até idosos de 82 anos. A faixa
etaria prevalente foram adultos jovens de 19 a 34 anos. Dos 106 envolvidos, ha
informacdes de sinais e sintomas de 88,6%, geralmente inespecificos e a sindrome

febril foi a mais relatada em 99% dos casos.

A gota espessa foi realizada em todos os pacientes e em 86% dos casos foi
o método de diagnéstico.

Outros exames parasitolégicos complementares foram realizados como a

Hemocultura, Xenodiagndstico e xenocultura

Em todos os surtos ocorridos no estado, a linhagens de T. cruzi isolada

destes pacientes foi TclV.
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8. APENDICES E ANEXOS

8.1 Procedimentos Operacionais Padrédo (POP) — Obtencéo de dados

UEA S, FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR
E-EZH:EI.::\G‘: 'C;::;';-: VIEIRA DOURADO

AMAZOMAS

Centro de Entomologia Médica
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TITULO: Obtencdo de dados referentes ao nimero casos de doencas de notificacdo compulséria g

partir do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagao

Arineia Soares da Silva Jorge Augusto de Oliveira Guerra Abril de 2019

Data da proxima revisao
Abril de 2020

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para obtencdo de dados referentes a doencas de notificacao

compulséria a partir do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN).

2. DEFINICOES

O Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) é uma base de dados
alimentada pela notificacéo e investigacdo dos casos de doencas e agravos considerados
de notificacdo compulsoria. Porém, os estados e municipios podem incluir outros
problemas de saude considerados importantes em sua regido. A utilizacédo efetiva deste
Sistema, contribui no diagnostico da ocorréncia de um evento em determinada populacéo,
0 que pode fornecer subsidios para se explicar as causas deste evento, auxiliando ainda

na identificacdo da realidade epidemiologica de determinada area geogréfica.

3. CAMPO DE APLICACAO
O uso sistematico e descentralizado desta base de dados contribui para a

democratizacdo da informacdo, e permite livre acesso a informagdo para todos o0s
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profissionais da saude e para a comunidade de modo geral. Sendo, portanto, um relevante

instrumento de auxilio ao planejamento da saude.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade, alunos, pesquisadores e pessoal
técnico.
5. POP’S RELACIONADOS
N&o se aplica
6. EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO
N&o se aplica
7. RECURSOS NECESSARIOS
7.1 Equipamentos:

7.1.1 Computador com acesso a internet.

8. PROCEDIMENTOS

8.1. Entrar no site do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo — SINAN
(http://portalsinan.saude.gov.br/).

8.2. Acessar a aba “Acesso a informacgao” >> Clicar em Dados Epidemiolégicos Sinan;

8.3. Clicar em: Doencas e Agravos de Notificacdo - Até 2006 (Para dados até 2006)
ou

Doencas e Agravos de Notificacdo - De 2007 em diante (Para dados de 2007 em
diante). Em seguida selecionar o agravo estudado.

8.4. Escolher Regido, periodo e variaveis de acordo com o objetivo do estudo.

8.5. Clicar em “Mostrar” >> Em seguida clicar em “COPIAR COMO .CSV”.

8.6. Extrair os dados e organizar a planilha Excel.

9. PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA
N&o se aplica

10. LIMITACOES
10.1. Nao possuir acesso a internet;
10.2. Computador com memaria e processador que ndo suporte o armazenamento e

processamento dos dados;
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10.3. Nao disponibilidade dos dados.

11. REFERENCIAS
1- Sistema de Informacdo de Agravos. Doenca de Chagas: Casos confirmados

notificados de Sistema de Agravos de Notificagdo — Sinan Net. 2018.

12. ANEXOS

N&o se aplica
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8.2 Procedimentos Operacionais Padrédo (POP) — Extracdo de DNA
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TITULO: EXTRAGAO DE DNA POR KIT UTILIZANDO PURELINK KITE

(INVITROGEN)

Elaborado por:
Débora Raysa T. de Sousa

Revisado e aprovado por:

Maria das Gracas Vale
Barbosa Guerra

Data de aplicagao
25 de abril de 2019

Data da proxima revisao
P5 de abril de 2020

Rosa Amélia Gongalves
Henrique Silveira

1. OBJETIVO
Descrever o procedimento para extracdo de DNA de Trypanosoma cruzi a partir da
camada leucoplaquetéria (buffy coat), cultura, vetor ou fezes, intestino do vetor e material

no papel de filtro.

2. DEFINICOES

E o isolamento da molécula de DNA a partir de material biologico.

3. CAMPO DE APLICACAO
Pesquisa clinica e diagndstico laboratorial complementar.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, e de mestrado. Alunos

de iniciagao cientifica devem ser acompanhados.

5. POP’S RELACIONADOS
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POP_ENT_Procedimento da Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagnostico da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi — Protocolo GPI (Gene da Glicose-6-
fosfato isomerase).

POP_ENT__ Protocolo de purificacdo para o sequenciamento: Precipitacdo do
produto da PCR com Polienoglicol (PEG).

POP_ENT_ Protocolo da reacdo de sequenciamento para o analisador automatico
ABI 310 (sequenciador).

6. EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO

Jaleco, luvas, mascara e touca.

7. RECURSOS NECESSARIOS

7.1 Amostra

7.1.1. Cama leucoplaquetaria (buffy coat) (Anexo 1), cultura, vetor ou fezes, intestino
do vetor e material no papel de filtro.

7.2 Materiais

7.2.1. Microtubo (Eppendorf) de 1,5 mL.

7.2.2. Ponteiras descartaveis com filtro, em suporte apropriado.

7.2.3. Pipetal de 2 pL, 10 uL, 100 yL e 1000 pL.

7.2.4. Caixa de descarte de material com hipoclorito de sddio.

7.2.5. Frasco lavador com élcool 70%.

7.3 Equipamentos

7.3.1. Centrifuga

7.3.2. Banho-maria e termdmetro (56°C)

7.3.3. Agitador de tubos (Vortex)

7.4 Reagentes, meios e solucdes

7.4.1. PureLink Kit® (Invitrogen) — Genomic Digestion Buffer, Genomic
Lysis/Binding Buffer, Wash Buffer 1 e 2, Genomic Elution Buffer, Proteinase K,
RNAse A.

7.4.2. PBS (Phosphate-buffered saline) pH 7,2.

7.4.3. Etanol 96-100%.

8. PROCEDIMENTOS
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8.1. Informacgdes importantes antes de iniciar os procedimentos.

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminacdo das amostras

submetidas a PCR:

*Limpar a bancada onde ira trabalhar e as pipetas que irdo utilizar com hipoclorito de

sodio e alcool 70% antes e depois do procedimento.

*Empregar materiais de consumo novos (né&o reciclados).

*Distribuir os reagentes em pequenas aliquotas, incluido o kit com a enzima.

*Utilizar apenas ponteiras protegidas por filtros.

*Empregar tubos tipo Eppendorf que apresentem um sistema de lacre para evitar
extravasamento de amostras durante a homogeneizagao.

*Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de sédio e submetido
aluz UV.

*Durante toda a execucado da técnica, usar luvas que deverdo ser descartadas a cada

contaminacao por amostra ou quando achar necessario.

8.2. Material: camada leucoplaquetaria (buffy coat), cultura

Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen):

Blood Lysate.

8.2.1. Em um microtubo (Eppendorf), adicionar 200 yL do material (se < 200 pL,
completar com PBS);

8.2.2. Adicionar 20 pL de Proteinase K;

8.2.3. Adicionar 20 uL de RNAse A, vortexar e incubar em temperatura ambiente por 2
minutos;

8.2.4. Adicionar 200 pL do Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexar para obter uma
solucdo homogénea;

8.2.5. Incubar a 55°C por 10 minutos;

8.2.6. Adicionar 200 uL de etanol (96-100%), vortexar por 5 segundos;

8.2.7. Utilizar a coluna e o tubo coletor;

8.2.8. Adicionar aproximadamente 640 uL do lisado (cuidade com a esponja da colunal);

8.2.9. Centrifugar a coluna a uma velocidade de 10 000 x g (ou 10 350 rpm) por 1 minuto;

8.2.10. Descartar o tubo coletor e colocar a coluna em um novo tubo coletor;

8.2.11. Adicionar 500 uL de Wash Buffer 1 (observar se esta preparado);



8.2.12.

minuto;

8.2.13.
8.2.14.
8.2.15.
8.2.16.
8.2.17.
8.2.18.
8.2.19.
8.2.20.

8.3. M
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Centrifugar a coluna a uma velocidade de 10 000 x g (ou 10 350 rpm) por 1

Descartar o tubo coletor e colocar a coluna em um novo tubo coletor;

Adicionar 500 uL de Wash Buffer 2 (observar se esta preparado);

Centrifugar a coluna em velocidade maxima por 3 minutos;

Colocar a coluna em um novo microtubo (Eppendorf);

Adicionar mais 25 pL - 200 yL do Genomic Elution Buffer na coluna;
Centrifugar a coluna em velocidade méaxima por 2 minutos;

O microtubo (Eppendorf) contém o DNA purificado, remover e descartar coluna;

Armazenar o DNA extraido em freezer a -20°C.

aterial: Vetor e fezes com intestino do vetor

Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen):

Mammalian tissue and mouse/rat tail lisate.

8.3.1.
8.3.2.
8.3.3.
8.3.4.
8.3.5.
8.3.6.
8.3.7.
8.3.8.
minu
8.3.9.

Utilizar ¥4 do vetor, remover e descartar as pernas;

Adicionar 90 uL do Genomic Difestion Buffer e macerar;

Adicionar mais 90 uL do Genomic Difestion Buffer ao macerado;

Adicionar 20 uL de Proteinase K;

Incubar a 55°C de 4 a 24 horas;

Centrifugar em velocidade méaxima por 3 minutos em temperatura ambiente;
Transferir o sobrenadante para um novo microtubo (Eppendorf);

Adicionar 20uL de RNAse A, vortexar e incubar em temperatura ambiente por 2
tos;

Adicionar 200uL do Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexar para obter uma

solucdo homogénea;

8.3.10
8.3.11

8.4. M

. Adicionar 200uL de etanol (96-100%), vortexar por 5 segundos;

. Seguir os mesmos procedimentos desde o item 8.2.7.

aterial: Papel de filtro com material

Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen): Blood spots.

8.4.1. Cortar 2-5 pedagos de papel filtro cada 2-3mm e adicionar em um microtubo

(Eppendorf);

8.4.2. Adicionar 90 yL do Genomic Difestion Buffer e macerar;
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8.4.3. Adicionar mais 90 uL do Genomic Difestion Buffer ao macerado;

8.4.4. Adicionar 20 pL de Proteinase K;

8.4.5. Incubar a 55°C por 30 minutos;

8.4.6. Centrifugar em velocidade maxima por 2-3 minutos,

8.4.7. Transferir todo o liquido para um novo microtubo (Eppendorf);

8.4.8. Adicionar 20uL de RNAse A, vortexar e incubar em temperatura ambiente por 2
minutos;

8.4.9. Adicionar 200uL do Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexar param obter uma
solucdo homogénea;

8.3.10. Adicionar 200uL de etanol (96-100%), vortexar por 5 segundos;

8.3.11. Seguir os mesmos procedimentos desde o item 8.2.7.

9. PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

1. Livro de protocolo do fabricantes do Purelink Genomic DNA Kits, invitrogen.

10. LIMITACOES

10.1. O material de sangue ou cultura, para ser extraido, € necessario, segundo o
fabricante, ter no minimo 200uL de material;

10.2. Protocolos de extracdo por kit geralmente perdem mais DNA no processo de
purificacdo do que protocolos de extragéo utilizando métidos caseiros.

11. REFERENCIAS

1. Schaerfer R. Técnicas em Biologia Molecular. Embrapa. 2006.

12. ANEXOS

12.1 Separacéo do soro, plasma e camada leucocitario nas amostras (“buffy coat”).
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Anexo |

12.1 Separacéo do soro, plasma e camada leucocitario nas amostras (“buffy

coat”).

Fonte: Ortiz, J. 2019.
Etapa 1: Separar trés microtubos e identificar.

l

£ 2

1 £ -
Fonte: Ortiz, J. 2019.

Etapa 2: Do tubo vermelho separar o soro (1), do tubo roxo separar plasma (2) e o
“buffy coat” (3)
Obs: Este material deve ser armazenado em freezer -20°C
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8.3 Procedimentos Operacionais Padrdao (POP) — Procedimentos para

realizacdo da PCR

— FUNDAQE\O DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR Fie el
UEA €2 > HEITOR VIEIRA DOURADO L
PETEREae (§ —,) Centro de Entomologia Médica _-_-,’F
AR, Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, -

69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP

TITULO: Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o diagndstico da
infecedo pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo GPI (Gene da Glicose-fosfato isomerase)

Elaborado por: Revisado e aprovado por: |Data de aplicagao
Rosa Amélia G. Santana  Maria das Gracas Vale 25 de abril de 2019
Henrique Silveira Barbosa Guerra

Data da proxima revisao

Laylah Magalhaes D5 de abril de 2020

Débora Raysa T. de Sousa

Adaptado por: Arineia
Soares da Silva

1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da PCR (reagdo em cadeia da polimerase), protocolo GPI-
Gene da Glicose-fosfato isomerase para o diagnostico da infec¢do pelo Trypanosoma
cruzi e diferenciacao de linhagens Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI.

2. DEFINICOES

Reacdo em cadeia da polimerase: Técnica molecular que permite a amplificacdo de
pequenas quantidades de um DNA especifico a partir de um molde de DNA, por meio de
uma reagdo enzimatica, na auséncia de um organismo vivo. Iniciador ou primer: pequena

sequéncia de DNA ou RNA a partir da qual pode se iniciar a replicacdo do DNA.

3. CAMPO DE APLICACAO
O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagnostico laboratorial de pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade, alunos, pesquisadores e pessoal

técnico.



5. POP’S RELACIONADOS

1

POP_ENT- Procedimento para extracdo de DNA por kit utilizando PureLink Kit®

(Invitrogen)

6. EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO

Touca descartavel, luvas de latex, mascara descartavel, jaleco
7. RECURSOS NECESSARIOS
DNA extraido: A partir da extracdo por Kit ou caseira

7.1. Materiais:
7.1.2.1Tubo tipo Eppendorf de 0,2 mL e 1,5 mL

7.1.2 Ponteiras descartaveis com filtro autoclavadas e em suporte apropriado

7.1.3 Pipetas de 2, 10, 100 e 1.000 pL

7.1.4 Caixa de descarte de material com hipoclorito de sodio
7.1.5 Frasco lavador com alcool 70%

7.1.6 Elenmeyer 100ml

7.1.7 Proveta 100ml

7.2 Equipamentos:

7.2.1 Termociclador

7.2.2 Fonte de eletroforese
7.2.3 Agitador de tubos
7.2.4 Microondas

7.3 Reagentes, meios e solugdes:

7.3.1 Frasco com agua Ultra Pura

7.3.2 Buffer de PCR 10x

7.3.3 MgCI2 50mM

7.3.4 Nucleotideos dATP + dCTP + dTTP + dGTP 10mM

7.3.5 Primer: GPI-for (5*CGCACACTGGCCCTATTATT) 50mM
7.3.6 Primer: GPI-rev (5"TTCCATTGCTTTCCATGTCA) 50mM
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7.3.7 Enzima Taqg Polymerase Platinum 5U

7.3.8 Marcador de peso molecular

Diluir o marcador (40ul de agua destilada+ 10pl de tampao de corrida + 10ul de marcador
de peso molecular)

7.3.9 Solucdo Tampéao para eletroforese

Obs: Diluir o TBE 10X para 1X (100ml de TBE 10X para 900ml de agua destilada.

7.3.10 Tampao de corrida

7.3.11 rometo de etidio

8. PROCEDIMENTOS

8.1. Informagdes importantes antes de iniciar os procedimentos

*Varios procedimentos devem ser seguidos afim de se evitar a contaminacéo das
amostras submetidas a PCR:

*Limpar a bancada onde o procedimento seré realizado, bem como as pipetas que
serdo utilizadas com hipoclorito de sédio e alcool 70% antes e depois do
procedimento.

*Empregar materiais de consumo novos (néo reciclados). - distribuir os reagentes
em pequenas aliquotas, incluido o kit com a enzima.

*Utilizar apenas ponteiras protegidas por filtros.

*Empregar tubos tipo Eppendorf que apresentem um sistema de lacre para evitar
extravasamento de amostras durante a homogeneizacao.

*Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de s6dio e submetido
aluz UV.

*Durante toda a execucao da técnica, usar luvas que deverdo ser descartadas a cada
contaminacao por amostra ou quando achar necessario.

*Realizar o manuseio do produto amplificado em sala separada, com equipamentos
também individualizados inclusive o jaleco.

*Na etapa da pré-amplificacéo, todos os tubos com reagentes deveréo ser deixados

em banho de gelo até o momento de serem introduzidos no termociclador.

8.2. Mix da PCR

As quantidades fornecidas a seguir correspondem a valores empregados para uma Unica
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amostra de DNA.
Obs: A cada reacdo incluir uma aliquota de amostra comprovadamente positiva, além do
controle negativo (apenas o0 mix)

8.2.1 Em um microtubo tipo eppendorf, acrescentar os seguintes produtos:

Reagentes Quantidade (ul)
H20 34,80
Buffer de PCR 10x 5,00
MgCl2 2,00
dNTP 1,00
GPI-for 1,00
GPl-rev 1,00
Tag DNA Polimerase 0,20
Total 45,00
DNA 5,00

Obs: Adicionar os reagentes na ordem do maior volume para o menor, deixando
a Taqg Polimerase por ultimo. A mistura deve ser realizada o tempo todo no gelo.
8.2.2 Apds homogeneizagao, transferir 45 pL da mistura anterior para um tubo
Eppendorf de 0,2 uL;

8.2.3 Adicionar 5uL do DNA extraido.

8.3 Ciclos Térmicos
8.3.1 Introduzir os tubos no termociclador, programado para 0s seguintes ciclos

temperatura e tempo:

94°C 5 min 1X
94°C 30 seg

60°C 30 seg 35X
72°C 50 seg




80

72°C 5 min 1X
49C infinito

8.4 Controles
8.4.1 A cada reacao adicionar uma amostra comprovadamente positiva e uma negativa

(um eppendorf com apenas o0 mix)

8.5 Eletroforese

8.5.1 Para fazer um gel de 2%

8.5.1.1 Pesar 2g de agarose

8.5.1.2 Medir em uma proveta 100ml de TBE

8.5.1.3 Adicionar em um elenmeyer a agarose e o TBE

8.5.1.4 Levar ao micro-ondas até diluir (aparéncia limpida)

8.5.1.5 Montar uma placa molde com um pente para formar os po¢os no gel
8.5.1.6 Adicionar a mistura na placa e aguardar a polimerizacao

8.5.2. Colocar a placa com gel na cuba de eletroforese

8.5.3. Adicionar o tampéao de eletroforese (TBE 1x).

8.5.4. Misturar 2 yL de tampao de corrida e 8 uyL de DNA amplificado em cada
poco no gel

8.5.5. No primeiro pogo do gel aplicar 5 yL da solugdo diluida do marcador de
peso molecular

8.5.6. Promover uma corrida de aproximadamente 40 minutos a 100V (volts) e 90
de corrente.

8.6 Revelacéo

8.6.1 Fazer a leitura do gel no Transiluminador- UV

8.6.2 A visualizacdo de uma Unica banda de pares de base de ~800pb indicara a presenca

de DNA de Trypanosoma cruzi amplificado (PCR positiva).

9. PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

Nao se aplica

10. LIMITACOES
10.1. Deve-se manter o material no gelo, pois pode haver degradacéo do DNA;

10.2. Deve-se manter os reagentes no gelo para manter a estabilidade;
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10.3. A PCR é uma técnica muito sensivel e deve-se tomar muito cuidado para néo
contaminar as amostras;

10.4. Deve-se ter um em cada reagdo uma amostra de controle positivo (amostra

de cultura positiva) e uma amostra de controle negativo (reagentes sem amostra,

apenas agua ultrapura).

11. REFERENCIAS

1- Gaunt MW, Yeo M, Frame IA, Stothard JR, Carrasco HJ, Taylor MC, Mena SS,
Veazey P, Miles GA, Acosta N, Arias AR, Miles MA. Mechanism of genetic exchange
in American trypanosomes. Nature 2003; 241: 936-9.

2- Schaefer R. Técnicas em Biologia Molecular. Embrapa. 2006.

12. ANEXOS

N&o se aplica
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8.4 Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) - Purificacdo para

sequenciamento do produto da PCR

_ FUNDAC.;EO DE MEDICINA TROPICAL _
UEA ¢ . % DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO B2 o
Co<eiaboby ey Centro de Entomologia Médica N
' i Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, : i a
69040-000 O B
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO — POP

TITULO: Protocolo de purificacdo para o sequenciamento: Precipitacdo de produto
da PCR com Polienoglicol (PEG)
Elaborado por: Revisado e aprovado Data de aplicacao

George Allan Silva por: Abril de 2019

Data da proxima revisao

Maria das Gracas Vale =, "= " o050

Barbosa Guerra

Adaptado por: Débora Rosa Ameélia Gongalves
Raysa Santana
1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da purificacdo do produto da PCR antes de ir para o

sequenciamento.

2. DEFINICOES

A precipitacdo com Polietilenoglicol (PEG) atua como método de purificacdo da PCR com
objetivo de remocao de oligos e nucleotideos nao incorporados na PCR que poderiam
interferir na reacdo de sequenciamento. Apresenta um bom rendimento, podendo utilizar
somente 0,5-1yL da amostra na reagdo de sequenciamento. O método ndo é

recomendado para PCR com bandas inespecificas ou com primer dimeros.

3. CAMPO DE APLICACAO

O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagndstico laboratorial de pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.
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5. POP’S RELACIONADOS

POP_ENT- Procedimento para extracdo de DNA por kit utilizando PureLink Kit®
(Invitrogen).

POP_ENT- Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o diagndstico
da infeccéo pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo COIll (subunidade Il da citocromo oxidase).
POP_ENT- Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o diagnostico
da infeccéo pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo GPI (Gene da Glicose-fosfato isomerase).
POP_ENT- Protocolo de reacédo de sequenciamento para analisador automatico ABI 310

(sequenciador).

6. EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO

Touca descartavel, luvas de latex, mascara descartavel, jaleco.

7. RECURSOS NECESSARIOS

7.1. Solugao PEG (20% w/v PEG, 2,5M NaCl)

7.1.1. 10g de Polietilenoglicol 8000

7.1.2. 7,3g de NaCl

7.1.3. Adicionar 35 mL de H20 miliQ

7.1.4. Agitar para solubilizar o PEG durante 20 minutos, ou até o0 mesmo encontrar-se
soluvel;

7.1.5. Posteriormente, completar o volume para 50 mL com H20 miliQ.

7.2. Antes de iniciar o procedimento:

7.2.1. Armazenar o etanol 80% a -20°C,;

7.2.2. Programar o banho-maria ou banho seco (termobloco) a 37°C.

7.3. Procedimento:

7.3.1. Identificar os tubos 1,5 mL;

7.3.2. Adicionar PEG (20%) nos tubos identificados. O mesmo volume a ser utilizado da
PCR (20 pL de PEG - 20 pL de amostra);

Obs: antes de transferir o PEG realize a homogeneizagdo do mesmo.

7.3.3. Agitar suavemente em vortex por 5 segundos e dar um breve spin (centrifugacao);
7.3.4. Incubar a 37°C por 15 minutos no termobloco;



84

7.3.5. ApGs incubacao, centrifugar a 2500 rcf (6.000 rpm) por 15 minutos a temperatura
ambiente;

7.3.6. Descartar o sobrenadante e secar até retirar todo o PEG (bater o tubo de cabeca
para baixo);

7.3.7. Adicionar 125pL de etanol 80% gelado e em seguida centrifugue a 1450 rcf (4.500
rpm) por 2 minutos;

7.3.8. Descartar o sobrenadante e deixar o tubo bem seco (bater o tubo de cabeca para
baixo) para remocéao de residuos de etanol,

7.3.9. Incubar a 60° C no termobloco por 10 minutos de tampa aberta para remover
residuos de etanol (certificar a auséncia de residuos de etanol);

7.3.10. Adicionar agua ultrapura morna, sendo adicionado o mesmo volume inicial da
PCR;

7.3.11. Agitar em vortex por 5 segundos e armazenar amostra a -20°C;

Obs: Antes do armazenamento da amostra a -20°C amazenar a 4-5°C por uma hora para
melhor eluicdo do DNA.

8. PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

N&o se aplica

9. LIMITACOES

N&o se aplica

10. REFERENCIAS

1. Silva, GAV; Ramasawmy, R; Boechat, AL, et al. Association of TNF a 1031 C/C as a
potential protection marker for leprosy development in Amazonas state patients, Brazil.
Human. Immunology. 2015;76, (2-3):137- 141.

2. Silva, GAV;, Barletta-Naveca, RH; Carvalho BKS, et al. Haplotype of the Promoter
Region of TNF Gene May Mark Resistance to Tuberculosis in the Amazonas State, Brazil.

Journal of Clinical & Cellular Immunology. 2016; 7, (3): 1-6.

11. ANEXOS
N&o se aplica.
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ROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - PO

TITULO: Protocolo de reacao de sequenciamento para analisador automatico ABI
310 (sequenciador)

Elaborado por:

George Allan Silva
Lahyla Kelre Magalhdes

Revisado e aprovado

Maria das Gracas “Vale

Data de aplicagao
Abril de 2019

Data da proxima revisao

Adaptado por Débora | Barbosa Guemra
Raysa Rosa Amélia Goncalves Abril de 2020
1. OBJETIVO

Descrever o procedimento da reacdo de sequenciamento utilizando o sequenciador
automatico ABI 310.

2. DEFINICOES

O sequenciamento de DNA é o processo realizado apos a PCR e € o processo realizado

para se determinar a sequéncia exata de nucleotideos em uma molécula de DNA (&cido

desoxirribonucleico). Isso possibilita identificar o organismo ao qual pertence uma amostra

e diferenciar cepas de microrganismos patogénicos.

3. CAMPO DE APLICACAO

O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagndstico laboratorial de pesquisa.

4. RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

5. POP’S RELACIONADOS
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POP_ENT- Procedimento para extracdo de DNA por kit utilizando PureLink Kit®
(Invitrogen).

POP_ENT- Procedimento da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o diagnostico
da infeccao pelo T. cruzi- Protocolo GPI (Gene da Glicose-fosfato isomerase).
POP_ENT- Protocolo de purificacdo para o sequenciamento: Precipitacdo de produto da
PCR com Polienoglicol (PEG).

6. EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO

Jaleco, calcado fechado, mascara, luvas, touca

7. RECURSOS NECESSARIOS

7.1. Materiais necessarios

7.1.1-Tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL

7.1.2- Ponteiras descartaveis com filtro em suporte apropriado
7.1.3- Pipetas de 2, 10, 100 e 1.000 yL

7.1.4-Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio
7.1.5- Placa de sequenciamento

7.1.6- Fita seladora de placas de sequenciamento

7.2 Reagentes necessarios

7.2.1- Kit de reagentes de sequenciamento BigDye Termineitor 3.1 (Buffer 5X e BigDye)
7.2.2- EDTA 125mM

7.2.3- Acetato de sodio a 3M

7.2.4- Etanol 70%

7.2.5- Formamida HI-DI (Highly deionized- Altamente deionizada)

8. PROCEDIMENTOS
8.1. Preparacao do Mix

- Separar todo material necessario.
Preparar uma mistura com os reagentes (mix) abaixo (exceto e amostra) e aplicar em

tubos 0,2uL ou placa de 96 pocos.
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Adicionar a amostra em cada tubo ou pogo.
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8.1.1. Placa com 96 pogos

Reagentes do Mix Quantidade 1x*

Agua ultratrapura** 3,7l
Buffer 5X (Save Money) 2 uL
Primer (3,3 pM) 1 L

Big Dye 0,3 pL
Yolume do Mix*** T pL
Amaostra ( produto da PCR purificado) JpL

Yolume Total do Mix 10 pL

*Quantidade para uma amostras - pode alterar conforme a quantidade de amostras.

**A agua é o reagente que altera a quantidade para que o volume final do mix + amostra
seja 10 L.

*** Muda dependendo da quantidade de amostra utilizado.

8.1.2. Depois de colocar o mix e as amostras na placa, € necessario selar a placa com a
fita seladora de placas de sequenciamento e levar a placa ao termociclador;
8.1.3. Introduzir os tubos no termociclador, programado para 0s seguintes ciclos de

temperatura e tempo:
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95°C 1min 1X
95°C 15 seg

55°C 10 seq 15X
50°C 1:15 min

95°C 15 min

55°C 10 seg 5X
60°C 1:30 min

95°C 15 seg

55°C 10 seg 5X
50°C Zmin

4°C infinito

8.2. Apoés terminar a reacao no termociclador
8.2.1. Remover a placa do termociclador e encaminhar para a centrifuga por 2 minutos,
2000 RCF a 4°C;

Obs: A placa deve sempre estar envolvida com o papel aluminio, para evitar a luz.

8.2.2. Apoés a centrifugagdo, misturar na mesma propor¢cdo o EDTA 125mM e o acetato
de sédio a 3M (ph 5,2). Adicionar em cada pogo o EDTA e o acetato de sddio (1 pL de
acetato + 1 uyL de EDTA= 2 uL mix).

Ex: 700uL de EDTA e 700uL de acetato de sodio

8.2.3. Adicionar 25 uL de etanol 100% gelado a cada um dos pogos;

8.2.4. Selar a placa com strips e misturar por inversao (4x) e misturar manualmente;
8.2.5. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo de luz e envolver a placa
com papel aluminio;

8.2.6. Apds o periodo de incubacao centrifugar por 45 minutos a 4°C a 2000 RCF ou 3000
RCF por 30 minutos;

Importante: O proximo passo deve ser feito imediatamente. Se isto ndo for possivel.

Fazer um spin na placa por +2 minutos, antes de iniciar a proxima etapa.

8.2.7. Inverter a placa manualmente e fazer um spin até 180 RCF por | minuto, removendo
em seguida a placa da centrifuga;

Obs: A inversao desta placa deve ser manual, sobre a pia, com um s6 movimento rapido,
para evitar contaminacdo dos pocos. Com a placa invertida sobre o papel toalha bata

delicadamente por 8X, para retirar o excesso de etanol e fazer um spin de 1 minuto.
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8.2.8. Adicinar 35 uL de etanol a 70% em cada um dos pog¢os;
Obs: Utilizar pipeta multicanal.

8.2.9. Centrifugar por 15 minutos a 4°C e 1650 RCF;

8.2.10. Inverter a placa manualmente e fazer um spin até 180 RCF por 1 minuto,
removendo em seguida a placa centrifuga;

Obs: A inversao desta placa deve ser manual, sobre a pia, com um s6 movimento rapido,
para evitar contaminacdo dos pocos. Com a placa invertida sobre o papel toalha bater

delicadamente por 8X, para retirar o excesso de etanol e fala um spin de 1 minuto.

8.2.11. Incubar a placa a 52°C por 15 minutos;

Obs: Cobrir a placa somente com papel aluminio em forma de cabana (no proprio
termociclador com a tampa aberta).

Importante: Caso néo for colocar a placa no sequenciador imediatamente, com a placa
seca, colocar o selo, envolver com o papel aluminio para protegé-la da luz e congele.
8.2.12. Acrescentar em cada pog¢o 10uL de formamida HI-DI, lavando as paredes dos
pocos. Selar e fazer um spin;

Obs: Tentar utilizer somente uma unidade de ponteira, de forma que ndo entre em contato
com poco.

8.2.13. Aquecer a placa 95°C por 1 minuto e depois mais 1 minuto no gelo, em seguida
enviar a placa para o sequenciador.

Obs: Sempre colocar a placa em par, pois os capilares fazem a leitura em par.

9. PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

N&o se aplica

10. LIMITACOES
N&o se aplica

11. REFERENCIAS
1. Nonohay, JS; Hepp, D. Técnicas e analises de Biologia Molecular. Biotecnologia II.
Capitulo 1, 1-23. Disponivel em:
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<http://srvd.grupoa.com.br/uploads/imagensExtra/legado/B/BRUNO _Alessandra_Nejar/B
iotecnologia_ll/Lib/Amostra.pdf>.

2. Silva, GAV; Ramasawmy, R; Boechat, AL, et al. Association of TNF a 1031 C/C as a
potential protection marker for leprosy development in Amazonas state patients, Brazil.
Human. Immunology. 2015;76, (2-3):137- 141.

12. ANEXOS

N&o se aplica
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