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EPiIGRAFE

Querem que vos ensine o modo de chegar a
ciéncia verdadeira? Aquilo que se sabe,
saber que se sabe; aquilo que nédo se sabe,
saber que ndo se sabe; na verdade é este o
saber.
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Confucio

RESUMO

A Amazodnia é atualmente o lugar que apresenta o maior numero de casos da doencga
de Chagas na fase aguda. Essa regido apresenta caracteristicas proprias e muito
particulares, no ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi, envolvendo uma
diversidade de espécie de mamiferos (reservatorios) e de triatomineos (vetores), em
ambientes silvestres, fato que a difere dos padrdes de areas endémicas da América
Latina. Nessa regido, ndo ha colonizag&o de triatomineos em ambientes domiciliares
ou peridomiciliares porque os triatomineos tem habitos silvestres, e algumas espécies
estabelecem suas col6nias em palmeiras, por serem ambientes usados como habitat
por aves e pequenos mamiferos, usados como fonte alimentar. Este estudo propés
investigar os aspectos da bioecologia dos vetores e dos reservatoérios do T. cruzi, em
ambientes rurais, periurbanos e urbanos. Foram realizadas coletas passivas de vetores
em palmeiras e de reservatérios em areas de mata e no ambiente domicliar. Foi
realizada investigagdo de infeccdo natural por T. cruzi utilizando técnicas
biomoleculares. Foi feita ainda a identificagao da fonte alimentar de vetores pela técnica
de ELISA-vetor. Foram obervadas diferengas entre a diversidade de espécies tanto de
vetores quanto de reservatorios, bem como de espécies de palmeiras entre os
ambientes estudados, sendo a area rural onde se registrou maior diversidade de
espécies tanto de insetos quanto de reservatérios e de palmeiras. Foram registradas
altas taxas de infecgéo natural por T. cruzi sendo 70% em R. pictipes e 86% em D.
marsupialis. Os isolados de T. cruzi foram agrupados como Tcl; o haplétipo prevalente
foi o Tcl COII1 (69,7%). Em R. robustus foi isolado o haplétipo HUM-13. Esse haplotipo
ja havia sido detectado em um portador de doenga de Chagas crénica residente na
mesma area rural estudada. As palmeiras, Mauritia flexuosa (a unica espécie
encontrada na area urbana) e Attalea phalerata foram as espécies com maior
infestagdo por triatomineos; as aves foram a fonte de alimento mais comum (27,71%).
A presenca de vetores e reservatorios, com elevadas taxas de infecgdes natural por T.
cruzi, em ambientes proximo a moradias, evidenciam a vulnerabilidade da populacéo,
ao ciclo silvestre do T. cruzi e um potencial de risco para que humanos se tornem
portadores da doenga de Chagas.

Palavras Chaves: Doenca de Chagas; Didelphis; Rhodnius; Trypanosoma cruzi;
Haplotipos.



ABSTRACT

The Amazon is currently the place with the highest number of cases of Chagas disease
in the acute phase. This region has its own and very particular characteristics in the
transmission cycle of Trypanosoma cruzi, involving a diversity of species of mammals
(reservoirs) and triatomines (vectors) in wild environments, a fact that differs from the
patterns of endemic areas in Latin America. In this region, there is no colonization of
triatomines in domestic or peridomiciliary environments because these insects have wild
habits, and some species establish their colonies in palm trees, as they are
environments used as habitat for birds and small mammals, used as a food source. This
study proposed to investigate aspects of the bioecology of T. cruzi vectors and
reservoirs in rural, peri-urban and urban environments. Passive collections of vectors
were carried out in palm trees and in reservoirs in forest areas and in the home
environment. An investigation of natural infection by T. cruzi was carried out using
biomolecular techniques. The identification of the food source of vectors was also
carried out by the ELISA-vector technique. Differences were observed between the
diversity of species of both vectors and reservoirs, as well as species of palm trees
among the studied environments, being the rural area where the greatest diversity of
species of insects, reservoirs and palm trees was recorded. High rates of natural
infection by T. cruzi were recorded, being 70% in R. pictipes and 86% in D. marsupialis.
T. cruzi isolates were grouped as Tcl; the prevalent haplotype was Tcl COIlI1 (69.7%).
In R. robustus, the HUM-13 haplotype was isolated. This haplottic had already been
detected in a patient with chronic Chagas disease residing in the same rural area
studied. The palm trees Mauritia flexuosa (the only species found in the urban area) and
Attalea phalerata were the species with the highest rate of infestation by triatomines;
birds were the most common food source (27,71%). The presence of vectors and
reservoirs, with high rates of natural infections by T. cruzi, in environments close to
homes, show the vulnerability of the population to the sylvatic cycle of T. cruzi and a
potential risk for humans to become carriers of the Chagas disease.

Keywords: Chagas disease; Didelphis; Haplotypes; Rhodnius; Trypanosoma cruzi.



RESUMO LEIGO

A doenca de Chagas € causada por um parasito, transmitido por um inseto conhecido
como barbeiro. Esse inseto se alimenta de sangue de diversos animais, e no momento
em que suga o sangue, ele também elimina suas fezes, no local da picada provoca
coceira e uma pessoa ao cocgar pode facilitar a entrada do parasito na sua corrente
sanguinea. O parasito também pode entrar no organismo quando a pessoa leva as
maos aos olhos, ou boca. Nas areas rurais das regides nordeste, sul, sudeste e centro-
oeste os barbeiros vivem dentro das residéncias. No entanto, na Amazobnia esses
insetos ndo vivem dentro das casas, mas podem ser atraidos pela luz e invadir
residéncias. Em ambientes de floresta podem ser encontrados em tocas de animais,
em ninhos de passaros e em palmeiras tais como os buritizeiros, bacabeira e inaja.
Pequenos animais como os gambas (mucuras) também sao infectados com o parasito
e podem também o transmitir se houver contato com o seu gas eliminado pelas
glandulas anais. Nesse estudo foram encontrados em lugares proximo as moradias de
pessoas que vivem tanto na area urbana, quanto periurbana e rural de Coari e Manaus:
barbeiros em buritizeiros, bacaba e inaja bem como gambas (mucuras) infectados com
0 parasito causador da doenga de Chagas.
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1. INTRODUGAO

A Doencga de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana € uma enzootia de
animais silvestres, originaria de areas rurais das Américas, encontrada em uma
ampla faixa territorial desde os Estados Unidos & Patagénia. E uma doenca causada
por um protozoario flagelado de nome Trypanosoma cruzi e como principal forma de
transmissao, o contato com as fezes de insetos hemat6fagos da ordem Hemiptera
(familia Reduviidae, subfamilia Triatominae), conhecidos como barbeiros. Além da
transmissao vetorial, o T. cruzi também pode ser transmitido por via transplacentaria,
transfusdo de sangue, transplante de 6rgéos, ingestdo de alimentos contaminados
ou exposicao acidental (1,2, 3).

A doenca se manifesta em duas fases uma aguda e outra crénica, em
diferentes formas. A fase aguda pode ser inaparente ou aparente. Passada a fase
aguda, o individuo pode evoluir para a fase crbénica, na forma indeterminada
(assintomatica) que pode nunca se evidenciar clinicamente, ou pode se manifestar
na forma cardiaca, digestiva ou mista (5). Causa grave morbidade e mortalidade, e
sua circulagdo na natureza é bastante antiga, remontando-se ha milhares de anos
(10).

Estima-se entre 6-7 milhdes de individuos infectados e, aproximadamente, 75
milhdes de pessoas em risco na América Latina (WHO, 2021). No Brasil, a DC é
considerada um problema de saude publica. Existem cerca de 4,6 milhdes de
pessoas infectadas, com cerca de 819.351 a 1.927.885 pessoas na forma
indeterminada, entre 409.676 a 963.943 pessoas na forma cardiaca; e entre 136.559
a 321.314 pessoas na forma digestiva (6).

1.1 Agente etiolégico

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenga de Chagas, pertence ao
Reino Protista, filo Sarcomastigophora, Clase Zoomastigophora ordem
Kinestoplatida. (8).



17

Originalmente — ha mais de 9.000 anos —, encontram-se evidéncias da
presenca do DNA de T. cruzi em mumias, exumadas no Chile e no Peru (11), sendo
encontradas também em mumias sul-americanas, datadas de 4.000 anos, bem como
em animais reservatorios e vetores, presentes em areas ocupadas pelos primeiros

habitantes da regiéo (12).

No Brasil, as mumias mais antigas encontradas infectadas por este parasita,
datam de 7.000 a 4.500 anos. Na Regidao Nordeste do Brasil foram encontradas
pinturas rupestres, as quais apresentam os mais antigos registros de presenga
humana (Serra da Capivara, no Nordeste do Brasil), provavelmente expostos ao

Triatoma brasiliensis, infectados durante muito tempo (13).

E um parasito de ciclo heteréxeno, capaz de infectar centenas de espécies de
mamiferos de oito ordens, nominados de hospedeiros ou reservatérios, e varias
espécies de triatomineos hematofagos (familia Reduviidae, subfamilia Triatominae)
(7). Apresenta elevada diversidade genética intraespecifica e fenotipica, e possui
capacidade de infectar qualquer célula, principalmente macrofagos, fibroblastos e
células epiteliais (15).

Além disso, um mesmo hospedeiro ou vetor pode abrigar, simultaneamente,
diferentes subpopulagdes ou clones de T. cruzi. Estes clones competem entre si,
sendo que dadas subpopulagdes sdo selecionadas, em detrimento de outras em
hospedeiros e em areas geograficas especificas. Diante desse cenario, atualmente,
vem sendo proposto que a variabilidade de formas clinicas pode ser resultante da
interacao entre o pool genético do hospedeiro e o ambiente (17-19).

Devido as mudancas de hospedeiros o T. cruzi passa por adaptacoes,
estabelecendo ciclos de transmissé&o, em diferentes nichos ecoldgicos e estratos
florestais, os quais podem ou nao se sobrepor. Cada habitat, particular em um bioma,
pode apresentar diferentes espécies de animais, susceptiveis a infeccéo, dentro de
oito ordens de mamiferos (Artiodactyla, Carnivora, Chiroptera, Didelphimorphia,
Perissodactyla, Primates, Rodentia e Cingulata)(16).
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1.1.1 Ciclo biolégico

O T. cruzi possui um ciclo de vida bifasico, no qual quatro formas evolutivas se
alternam entre o hospedeiros mamiferos (amastigotas e tripomastigotas sanguineas)
e o inseto vetor (epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas) (20). No hospedeiro
mamifero, o ciclo de T. cruzi se inicia quando as formas tripomastigotas metaciclicas
(formas infectantes para os vertebrados), invadem a corrente sanguinea, ao contato
com fezes ou urina de triatomineos contaminados, eliminadas proximo ao local da
picada, ou alimentos contaminados. Apds chegar a corrente sanguinea, estas formas
podem infectar qualquer tipo de célula nuclear, via fagocitose classica ou induzida.
Em outros termos, o parasito ira penetrar células do sistema mononuclear fagocitario
(SMF). Nestas células, ele se transformara nas formas amastigotas, que se dividem
intracelularmente por divisdo binaria, e se diferenciam em formas tripomastigotas
sanguineas formas que infectam o vetor durante o repasto sanguineo e novo ciclo se
iniciara no intestino médio do inseto quando as formas tripomastigostas sanguineas
se transformam em epimastigotas, esferomastigotas e se mutiplicam por divisdo
binaria, diferenciando-se, na regido posterior, em formas infectantes denominadas

tripomastigotas metaciclicas (21-23)24) (Figura 1).

Epimastigote replicate by binary fission

Epimastigote in midgut \( /— )\
ﬁ i» 2 EIs Metacyclic trypomastigotes

’ 3’\\\1 ™) in hindgut
Spheromastigote (/""*g b}

< Triatomine contamination
Trypomastigote ’MI\

Infective metacyclic trypomastigotes released by defecation

3

&
2
(
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CeEx=x == f e I e x S S e e
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(E | Host cells Mgﬁ] \
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‘ p ) l ﬂm':\\ligol(‘\ / P \) ; \ ,‘
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FIGURA 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. A transmisséo € iniciada por insetos vetores que defecam,
apos uma refeigao de sangue, e liberam tripomastigotas metaciclicos préoximos da picada. Esta fase infecciosa
€ caracterizada pela invasao das células do hospedeiro por tripomastigotas, formando o vacuolo parasitéforo,
do qual escapam, se diferenciam em amastigotas e se replicam no citosol. Os amastigotas entdo dividem-se,
diferenciam-se em tripomastigotas e, com a ruptura da célula, disseminam a infecgéo para os tecidos. Os
tripomastigotas chegam a corrente sanguinea, e podem ser eventualmente absorvidos pelo inseto vetor ou
infectar novas células. Nos triatomineos, os tripomastigotas se diferenciam em esferomastigotas, tornando-
se, inicialmente, epimastigotas curtos (mid-log), apos a migragéo para o intestino posterior do inseto. Fonte:
Lidani, KC 2017
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1.1.2 Heterogeneidade genética do Trypanosoma cruzi

O reconhecimento do DNA, como a base molecular dos genes, remonta-se
desde 1953. Entretanto, a biologia molecular, como a entendemos hoje, comegou a
se desenvolver no final da década de 1970, com a introdugdo do PCR, ferramenta
fundamental para a pesquisa genética (25).

O T. cruzi apresenta uma estrutura populacional predominantemente clonal, e
suas subpopulagdes exibem extrema heterogeneidade bioldgica, genética e
bioquimica (17,26,27). Possui cinetoplasto, uma regiao especializada na matriz de
sua mitocondria unica, composto por duas classes de moléculas de DNA circulares
(maxicirculos e minicirculos), concatenadas e condensadas em uma estrutura em
forma de disco, responsavel por aproximadamente 20-25% do DNA celular (28,29).
Os maxicirculos sao funcionalmente equivalentes ao DNA mitocondrial de outros
eucariotas, e contém genes que codificam proteinas envolvidas na respiragéo celular.
A populacdo de minicirculo € altamente variavel entre as cepas, permitindo a

diferenciacao de cepas altamente relacionadas (30,31).

Em 1974, a classificagdo do T. cruzi foi baseada em suas diferencas
morfoldgicas e bioldgicas, teoria proposta por Andrade (32), que agrupou a populagéao
do parasita em biodemas: |, Il, lll. (18). Toyé (1974), avaliando o perfil de isoenzimas
gerados por dois sistemas enzimatico (ASAT- aspartato aminotransferase e ALAT -
alanina aminotransferase), demonstrou perfis de bandas diferenciados para os
grupos analisados, confirmando assim a existéncia da diversidade genética nesta
espécie. Utilizando Eletroforese de Enzima Multilocus (MLEE), a variabilidade do T.
cruzi por isoenzimas foi relatada e o polimorfismo genético do T. cruzi, ao nivel de

proteinas foi descrito.

Posteriormente, diversos estudos foram realizados na tentativa de demonstrar
e comprovar esse pleomorfismo genético, utilizando esse mesmo marcador, porém
com numero cada vez maior de /oci avaliados, evidenciando maior numero de grupos

genéticos distintos nessa espécie (34,36-38).
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Assim, as cepas do T. cruzi, isoladas de varios hospedeiros, foram agrupadas
de acordo com as diferencas e semelhancas dos diversos perfis eletroforéticos de
isoenzimas e classificadas em trés zimodemas (Z1, Z2, Z3), por Miles(34,35).

Com o advento da biologia molecular, diversos trabalhos foram realizados
utilizando a técnica da reagdo em cadeia da Polimerarese (PCR), amplificando
diferentes alvos tanto em nivel do genoma nuclear como mitocondrial, do T. cruzi, a
fim de classificar as subpopulagdes dessa espécie, de acordo com sua identidade
genética (Ref??). Um breve histérico sobre o desenvolvimento desses marcadores é
apresentando (Figura 2), iniciando com os estudos de RFLP-PCR realizados por
Morel (39), seguidos pelos classicos trabalhos de genética de populagdes, utilizando
o RAPD e analises de isoenzimas, proposto por Tibayrenc (40) até o estabelecimento

do primeiro consenso taxonémico do T. cruzi (41).

A fim de facilitar a comunicag¢ao entre a comunidade cientifica e a correlagao
de resultados, foi proposta a padronizacdo da classificagdo de T. cruzi em trés
linhagens: Tcl; onde foram incluidos o Zimodema 1, Tipo lll, ridodemas I, II, grupo |
e linhagem II; Tcll; cepas classificadas como Zimodema 2 (42), Zimodema A (38),
Tipo 1l (32) e Ribodema | (43); Tclllt ; cepas caracterizadas como hibridas ou cuja

caracterizagdo fosse inconclusiva devido a incongruéncia entre os marcadores (27).

Novas metodologias surgiram, em estudos genéticos, tais como, a analise
multiloci que tinha por objetivo avaliar a diversidade genética do parasito, dando inicio
as outras subdivisdes posteriormente observadas no interior dessa espécie (27,37).
Diante disso, uma nova proposta de subdivisdo da espécie de T. cruzi em seis
sublinhagens foi revelada (44), incluindo a DTU |, correspondente a linhagem |
definida por Anonymous (41); DTU llb, correspondente a linhagem Il e as DTU(s) lla,
lic, Ild e lle que representam os T. Cruzi com classificagao ainda inconclusiva, quando
estabelecido o consenso de 1999. Por exemplo, os Ild e lle seriam isolados e
apresentam perfil hibridos e, as DTU(s) lla e llc, sdo equivalentes ao Zimodema 3,
descrito por Miles (36).

Desde o final da década de 1980, avancos das técnicas moleculares para
caracterizagao do T. cruzi, evidenciaram que a heterogeneidade desse parasito seria
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muito maior do que os estudos bioquimicos podiam revelar, e possibilitaram estudos
em um nivel de detalhamento superior. A classificagdo do T. cuzi em seis linhagens
(DTUs) (44), estabeleceu que Z1 e Z2 compreendiam uma DTU cada, Z3 foi dividido
em duas DTUs distintas, e os isolados hibridos foram agrupados em duas outras
DTUs, divisdo baseada no segundo, e atualmente valido, consenso de nomenclatura,
que dividiu as subpopulac¢des de T. cruzi em 6 DTUs, denominadas Tcl a TcVI (45).
Existe ainda uma sétima DTU denominada Tcbat, descrita em morcegos, e em
infecgdes humanas DTU (46,47) (Figura 2).

Descoberta T. cruzi

|
Zimodemas Zimodemas Tcruzilell DTU lell Ribodemas T cruzil, Il e I
Z21,72eZ3 Z3/ 71 e Boliviana 72
N R 2 N 2 o~
P 1909 ) 1974 ) 1978 ) 1980 1981 Y 1985 B 1995 ) 199 1995 ) 2000 ) 2001 ) 2002 ) 2006 2009 4
.M & N & L &N N
Biodemas Esquizodemas 43 Zimodemas Linhagem 1e 2 DTU lella-e Zimodemas DTU Tcl-TeVi
Lllell ILllell clones Z3A -173B

e

Tc Bat

Figura 2. Cronograma das denominagbes de subpopulagbes de T. cruzi, ao longo do tempo, e de
acordo com o método empregado. Os numeros representam as datas de publicagédo, e a estrela
amarela indica consenso atual da nomenclatura e subdivisdes do T. cruzi.

Fonte: adaptado por Laylah Magalhdes 2021

De acordo com Breniére et al. (2016) vetores e hospedeiros mamiferos
silvestres podem influenciar na distribuicdo das DTUs, havendo um equilibrio entre
genotipos e hospedeiros do parasita, provavelmente dependendo de condigbes
ambientais como temperatura externa para vetores ou estado imunolégico e
nutricional para mamiferos. A diversidade de hospedeiros e as condi¢bes ambientais
certamente explicariam a manutencgéo da diversidade parasitaria e o surgimento de
novas variantes por selecao natural, e que a distribuicdo de DTUs inevitavelmente
evoluira ao longo do tempo, principalmente se ocorrerem mudangas ambientais
drasticas, como desmatamento, agricultura intensiva, urbanizagdo e convulsdes

climaticas inesperadas.
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Nesse contexto, os registros de local de ocorréncia das DTUS sao importantes
epidemiologicamente (48), uma vez que apresentam associagdes ecoldgicas e
epidemioldgicas distintas, mas nao exclusivas (45). Estdo presentes e amplamente
distribuidas nas Américas (Figura 3), com variagdes entre a predominancia no local
de ocorréncia (49).
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Figura 3- Distribuicdo das linhagens de T. cruzi no Brasil
Fonte: Adaptado de Zingales 2011 por Sousa et al. 2021

O registro de ocorréncia espacial de T. cruzi e o conhecimento da DTUs circulante,
contribuem para entendimento da ecoepidemiologia e desenvolvimento de
estratégias para o controle e vigilancia de doencas de Chagas (45,52). Alguns
estudos (46, 47) mostram que Tcll, V e VI estdo mais associados ao ciclo domésticos
nos paises do Cone Sul e Bolivia, Tclll e IV séo principalmente amostrados em ciclos
silvestres da floresta tropical e Tcbat previamente identificado em morcegos, foi
também encontrado em humanos (50). A seguir descreve-se um resumo sobre a

distribuicdo espacial e ocorréncia de ciclos das DTUs conhecidas:
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DTU - Tcl

A Tcl tem ampla distribuicdo, desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina e Chile; € a DTU mais frequentemente amostrada em ciclos silvestres
(37,65), principalmente, em ecétopos arboreos, entre espécies de Didelphis e
triatomineos (52,66), mas também é frequente em ciclos domésticos. E a DTU
responsavel pela doenga de Chagas no norte da bacia amazbnica, na Coldbmbia e
Venezuela (62-64), também relatada na Amazonia (53-56), em pacientes com a
doenca de Chagas cronica (Santana et al., 2013). Pode apresentar manifestagbes
clinicas agudas graves, incluindo cardiomiopatia (49).

Estudos moleculares empregaram diferentes marcadores demonstraram a
elevada heterogeneidade de Tcl (52). Em amostras da Colémbia, o Tcl foi dividido
em quatro grupos ou haploétipos, la a Id, que correspoderam a haplétipos de infecgao
humana, em triatomineos silvestres do genéro Rhodnius, e no ciclo de transmissao
de T. cruzi no ambiente peridomiciliar, associado a espécie de triatomineo Triatoma
dimidiata (60). O haplétipo Tclc foi observado somente uma vez (59), e um novo
haplétipo (le) foi descrito e associado ao ciclo doméstico no Chile e ao ciclo silvestre
na Bolivia, (61).

DTU- Tcll

Representa € uma linhagem com ampla ocorréncia nas da Américas (50,67—
69), associada, principalmente, ao ciclo doméstico de transmissao de T. cruzi, sendo
também encontrada no ambiente silvestre, em mamiferos (primatas, roedores,
marsupiais, morcegos, carnivoros e em triatomineos dos géneros Triatoma e
Rhodnius (50,67,70,71). E a linhagem associada aos casos graves de DC crénica

(48) nas formas cardiaca, indeterminada ou cardiodigestiva (72).

DTU Tclll

A DTU de T. cruzi Tclll ocorre principalmente, em ciclos de transmissao
silvestre. Tem ampla distribuicdo desde no oeste da Venezuela ao Chaco argentino
(37,52), e no Brasil, nos biomas Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Amazoénia. E
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extremamente disperso, ocorre em ciclos de transmissao focais. Tem sido detectada
em humanos, triatomineos Triatoma guasayana silvestre, da Bolivia e T. infestans em
ambientes domésticos do Paraguail, e em reservatorios silvestres em tatus,
particularmente o género Dasypus (74,79,80), roedores caviomorfos, morcegos,
quatis, gambas e carnivoros (81,82), e caes domésticos no Brasil e na regido do
Chaco, Paraguai, Argentina e Chile (46,83-85). A observagédo de heterozigose em
seus isolados (75) denota indidicios de que esse gendtipo tenham surgido a partir de

eventos de hibridizacdo entre as DTUs Tcl e Tcll (73,74).

DTU TclV

TclV tem sido vinculada a ciclos silvestres (53,58,62), em associagdes ecoldgicas
complexas que permanecem pouco compreendidas (85). Ha registro de sua
ocorréncia em vetores, reservatorios silvestres na América Central e do Sul, com
maior concentragdo na américa do Norte (50) em isoladas de migrantes bolivianos na
Espanha (88). Na bacia amazénica o TclV foi encontrado em primatas ndo humanos,
caes e tritaomineos do género Rhodnius spp (51,58,86) e em humanos, associada
aos surtos de transmissao por via oral, apds consumo de alimentos contaminados,
principalmente o agai (51,53), e em casos de infecgdes Unicas ou mistas no Brasil e

em paises vizinhos (53,87).

DTU - TcV e VI

Este gendtipo tem surgido a partir de eventos de hibridizagcdo entre as DTUs
Tcle Tcll (27,73,74), devido a observagao de heterozigose em seus isolados (75,89).
Acredita-se que sejam originarias da regiao do Gran Chaco, onde sédo predominantes
(50). Predomina em ciclos de transmissdo domeéstica nos paises do Cone Sul da
Ameérica do Sul e em hospedeiros silvestres (49,50,52). Na Argentina, Brasil, Bolivia,
Chile, Panana e Paraguay, foram encontradas em triatomineos domeésticos
(78,90,91) e, também, em casos humanos na Argentina, Brasil e Chile (92-95) com
alta taxa de infecgado em migrantes bolivianos na Espanha (96). Na regido amazdnica
foram confirmados infec¢gdes mistas em cées e triatomineos da espécies Rhodnius
pictipes, com Tcl e hibridos (TcV/TcVI) (67).
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TcBat

TcBat € uma DTU independente, geneticamente, mais proxima a DTU Tcll.
solada pela primeira vez em morcegos dos géneros Myotis e Noctilio, no estado do
Mato Grosso (97), foi descrita em humanos (47), e em triatomineos da espécie T.
sordida (50). Considera-se que sua distribuigdo € mais ampla, com relatos em outros
estados brasileiros, no Panama e Colombia (98).

1.2. Vetores - Triatomineos

Os hospedeiros invertebrados de T. cruzi séo insetos hematofagos da ordem
Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, classificados em 5 tribos
(Alberproseniini, Bolboderini, Cavernicolini, Rhodniini € Triatomini), 18 géneros, e
154 espécies (trés fosséis e 151 existentes). No Brasil, ha registros 65 espécies e
cerca de 25 ja foram registradas na Amazlnia, dentre estas, 12 espécies no
Amazonas: Cavernicula lenti, Cavernicola pilosa, Eratyrus mucronatus, Microtriatoma
trinidadensis, Panstrongylus geniculatus, P. lignarius, P. rufotuberculatus, Rhodnius
amazonicus, R. brethesi, R. paraensis, R. pictipes, R. robustus (Nascimento et al
2020, Souza et al., 2019, Galvao 2014).

Podem ser encontrados nas Américas, onde est&o distribuidos, desde o sul
dos Estados Unidos até o sul da Argentina, bem como na Asia e no norte da Australia
(99). Ocupam os mais diversos ecoétopos e, apesar do comportamento sinantropico
que algumas espécies apresentam, a maioria sao silvestres e podem ser encontradas
em locais proximos a sua fonte alimentar, em ninhos de passaros, tocas de
vertebrados, bromélias, palmeiras, sob arvores ocas ou cascas de arvores e outros

ecotopos conforme revisadas por Gaunt e Miles (66).

Sao insetos com capacidade de adaptacdo em diferentes condi¢des, toleram
uma faixa de umidade em torno de 30-80% e temperaturas entre 24 e 28 °C, o tempo
do ciclo de vida tende a ser maior em locais com baixas temperaturas (por exemplo,

16 °C), enquanto temperaturas acima de 40 °C sao letais (106).
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Triatomineos provavelmente evoluiram de grupos de insetos predadores da
familia Reduviidae. Se alimentando de partes moles de animais invertebrados como
lagartas, larvas e aranhas, que habitavam ninhos de vertebrados. Mais tarde,
comecaram a perfurar a pele de pequenos vertebrados. E possivel que, na primeira
fase, a hematofagia fosse opcional e, como a saliva desses insetos n&o possuia
propriedades anestésicas, os triatomineos teriam sido levados a se alimentar de
vertebrados recém-nascidos, que seriam atacados de uma forma especial de
predagcao. Posteriormente nesta fase, a partir das adaptagcbes para hemdlise, teria
iniciado o processo hematofago (100).

A hematofagia requer o consumo de uma enorme quantidade de sangue,
obrigando o inseto, a excretar de forma imediata grandes quantidades de agua e sais
imediatamente para reduzir seu peso. Outra adaptagdo a hematofagia € a ruptura
eritrocitica e o processo hemolitico no inicio da digestdo. A hematofagia obrigatoria
necessaria para a maturagcao dos seus ovos, bem como de seu desenvolvimento em
todas as fases evolutivas (I - V estadio - Adulto) (Figura 4), embora ja tenha sido
observado o exercicio do canibalismo, do predatismo e do coprofagismo (100).

Figura 4: Ciclo de vida do Pantrongylus geniculatus. A Ovos ovopositados, B Ovos
maduros, C: ovos eclodindo, D: Ninfa | estadio (N1), E: N2, F: N3, G: N4, H: N5, I:
Adulto Feméa e J: Adulto macho. Fonte: Vivas et al, 2021
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Dos 18 géneros conhecidos trés tém importadncia médica por abrigarem
espécies vetoras de T. cruzi a saber: Triatoma Laporte, 1832; Panstrongylus Berg,
1879 e Rhodnius Stal, 1859. A identificagdo basica desses trés géneros € baseada
na insercdo das antenas na cabeca, macroscopicamente perceptivel. Em
Panstrongylus, as antenas s&o inseridas perto dos olhos; em Rhodnius, esses
apéndices estdo no apice da cabeca; e em Triatoma, estao localizados na porgao
média da cabeca (102).

Os habitos alimentares dos triatomineos sdo bastante variaveis (110). Ha
espécies frequentemente associadas a aves, como o T. pseudomaculata (111); a
mamiferos como o P. megistus(112); e outras, com maior ecletismo, com relagéo ao
repasto sanguineo, como o T. brasiliensis (113). Esse ecletismo pode proporcionar
multiplas infec¢des durante a vida do vetor e, consequentemente, a mistura de varios
gendtipos de T. cruzi (114). Espécies silvestres podem ser atraidas pela luz de
ambientes domiciliares em busca de fonte alimentar representada pela presencga de
animais, como caes, gatos, caprinos, ovinos, entre outros. Dessa forma, o
peridomicilio tem grande importancia epidemioldgica, principalmente por ser um
intermédio entre os ambientes silvestres e domiciliar, com a possibilidade de inser¢cao
de cepas silvestres do parasito no habitat humano, facilitando a manutencgao do ciclo
de transmisséao vetorial (109).

1.3 Palmeiras

As palmeiras sao espécies de plantas encontradas principalmente nos tropicos
e subtrépicos (115). Sao conhecidos 184 géneros e descritas 2.500 espécies (116).
S&o um dos habitats mais comuns de espéceis de triatomineos silvestres do género
Rhodnius. A ampla distribuicdo de palmeiras, juntamente com a sua variabilidade
morfoldgica, desempenhando um papel importante na formagédo de colénias por
triatomineos silvestres, uma vez que proporcionam abrigo para diferentes espécies
de mamiferos silvestres muitas vezes infectados pelo T. cruzi (117), consideradas

indicadores ecoldgicos de areas de risco para doenga de Chagas (55,118,119).
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Estudos recentes relataram que dentre as 38 espécies de palmeiras com
copas complexas, estao os géneros Attalea, Mauricia, Oenocarpus (66,117,118,120—
122), as quais sdo encontradas frequentemente infestadas por triatomineos. A
maioria das espécies da tribo Rhodniini tem nas palmeiras seus habitats preferenciais
(66).

As palmeiras do género Aftalea fornecem habitat primario para as populagdes
silvestres de Rhodnius em muitas paisagens florestais, rurais e suburbanas, em toda
a bacia amazénica por terem copa grande (66,123). Em paisagens perturbadas, onde
espécies de Attalea sdo abundantes perto das moradias, o risco da ocorréncia de
casos da doenga de Chagas € maior (119,124,125), devido ao fato de que a alteragao
antropogénica podem induzir a dispers&o dos insetos adultos. Ao voarem das copas
das palmeiras, podem entrar nas casas, ao serem atraidos pela luz artificial (126), e
dessa forma, ao ter contato com humanos podem transmitir o T. cruzi diretamente ou
indiretamente, como por ex. por contaminagao alimentar (125), demonstrando que
esta possa ser a principal via de transmisséo de T. cruzi para humanos na Amazénia
Assim, vetores de T. cruzi e os humanos podem estar coexistindo, em ambientes

perturbados na Amazénia (131).

1.4 Reservatorios de T. cruzi

O papel dos reservatoérios, como vias alternativas de transmisséo do T. cruzi,
tem sido discutido devido a muitos mamiferos apresentarem habitos insetivoros e
podem, eventualmente, alimentar-se de triatomineos naturalmente infectados, desde

que tais oportunidades lhes sejam oferecidas (70).

Considera-se como reservatérios aquela espécie ou conjunto de espécies que
apoiam a manutencdo de um parasita na natureza de forma sustentavel, em uma
dada escala de espago (132). Ou seja, capazes de se infectar e manter a infec¢ao

por um determinado parasito.

Do ponto de vista ecoldgico, a diversidade de hospedeiros de um parasita

representa um de seus componentes de amplitude de nicho ecoldgico, uma vez que
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este reflete a diversidade de recursos utilizados (133). De uma o6tica evolucionaria, a
diversidade do hospedeiro ndo é meramente uma funcdo de quantas espécies de
hospedeiros podem ser exploradas, mas, sim, em quais delas sdo exploradas e o

quéo intimamente relacionadas s&do umas com as outras (134).

Entre os hospedeiros vertebrados e reservatorios silvestres do T. cruzi estéo
inclusas cerca de 200 espécies de mamiferos, as quais desempenham um papel
importante, principalmente devido a sua estreita relagdo com triatomineos e sua
proximidade com o homem (137). Os reservatorios silvestres sao marsupiais,
desdentados, roedores, primatas e morcegos de varias espécies. Os reservatérios
domeésticos sao representados pelo gato, cachorro, rato, coelho e o proprio homem,
e, quanto as aves e aos vertebrados pecilotérmicos (lagartos, ras e ofidios), tratam-
se de animais capazes de alimentar os barbeiros, mas que n&o abrigam o T. cruzi no

organismo, ndo sendo, portanto, considerados reservatorios (5).

1.4.1 Ordem Didelphimorphia

A ordem Didelphimorphia, no continente Americano, tem como representante
uma unica familia, a Didelphidae, sendo essa uma das mais antigas e importante
reservatério de T. cruzi (80,138). Esta familia conta com mais de 70 espécies,
podendo ser encontrada dede o Canada até a Argentina (139,140). De acordo com
Jansen (7), os didelphideos sao, de fato, importantes reservatérios do parasito, sendo
seus principais representantes os géneros Didelphis e Philander.

O género Didelphis tem ampla distribuigdo na natureza, devido a sua
capacidade de se adaptar a diferentes nichos ecolégicos, principalmente em
ambientes antroponizados (141), e, por isso, é considerado um biomarcador de
ambientes degradados. Esses animais sdo ndbmades, e a maioria dos machos séo
solitarios, se refugiam em buracos e folhagem de arvores e s&o excelentes
escaladores. S&o capazes de utilizar todos os estratos florestais e, com isso, estar
em contato com os diferentes ciclos de transmissao de T. cruzi (7). Sua alimentagao

onivora favorece a transmissao por via oral, pela predacgao de triatomineos infectados
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ou de outros pequenos mamiferos. Dependendo da regido, a infecgdo por T. cruzi
nesses marsupiais pode variar de 11 a 90% (7,142) .

Os Didelphis também podem atuar como reservatorios e vetores, de uma so6
vez, a partir da ruptura de ninhos de amastigotas de T. cruzi, em tecidos de glandulas
anais, que facilitariam a transmissao por contaminacgao de fluidos a outros mamiferos,
ou mesmo a seres humanos. Quando estes entram em contato com ambientes
enzooticos, podem contaminar os seus membros e extremidades (maos), mucosas,

utensilios e alimentos (46).

Na natureza, as cuicas Philander frenatus e P. opossum podem apresentar um
papel importante na manutencdo e infeccdo de triatomineos, uma vez que sao
encontradas altas prevaléncias de infecgdo com hemoculturas positivas que podem
chegar a 80% (7). Esse género esta associado a galerias florestais, porém nao
apresenta comportamento sinantrépico. Ao contrario de D. aurita, a infec¢ao
experimental de P. frenatus resultou em altas parasitemias e em altos titulos de
anticorpos, isso quando infectadas por ambos os genotipos Tcl e Tcll do parasito
(143). O perfil das infecgbes experimentais de D. aurita e P. frenatus mostra que
essas espécies podem ser responsaveis por distintas pressdes seletivas para as sub-
populacdes de T. cruzi e, assim, desempenhar papéis diferentes na transmissao do

parasito na natureza.

1.4 2 Ordem Rodentia

Estdo na ordem Rodentia mais de 40% das espécies de mamiferos. Embora
os roedores sejam frequentemente considerados apenas camundongos e ratos, as
mais de 2.000 espécies desta ordem abrangem uma diversidade impressionante de
formas e comportamentos. Esta ordem € representada pelos esquilos de bolso,
castores, gerbis, porquinhos-da-india, chinchilas porcos-espinhos, capivaras, ratos
domeésticos e silvestres, entre outros. Os roedores s&o encontrados em todos os
continentes, exceto na Antartica, e em todos os habitats (de desertos aridos a tundra
artica), exceto no oceano. Alimentam-se de sementes, gramineas, cascas, insetos,
peixes e as vezes escorpides. Seu sucesso ecologico foi em grande parte atribuido
a sua dieta ampla, tamanho pequeno e propensao para procriar(144).
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No ambiente silvestre, os roedores compartilham alguns dos seus
microhabitats com triatomineos dos géneros Triatoma e Panstrongylus (100). A
infecgdo de roedores silvestres por T. cruzi € pouco reportada, o que reflete as
limitacbes na metodologia de coleta destes animais, normalmente restrita a areas
domiciliares. Um breve exemplo disso € que a maioria das descri¢oes de infecgao por
T. cruzi em roedores ocorrem em Rattus raftus, espécie sinantropica abundante na
maioria das cidades brasileiras e normalmente associada a Triatoma

rubrofasciata(109).

Os roedores como sao os principais alvos de predacgado, tornando-se
importantes no estudo do ciclo de transmisséo de T. cruzi, uma vez que este ciclo
pode acontecer por meio da via oral (145). Além disso, atuam como hospedeiros do
parasita e participam da transmissao do T. cruzi ao conectar os ciclos silvestre,
peridomiciliar e domiciliar (146,147), transportando parasitas para habitagcoes
humanas, onde sao transmitidos a humanos e animais domésticos, por triatomineos
(148).

1.4.3 Ordem Carnivora

As espécies da ordem Carnivora apresentam uma notavel diversidade
ecologica, tendo ocupado praticamente todos os habitats, zonas de vegetagao e
nichos ecologicos. Apesar de suas adaptacdes especiais para a predacéo, elas sao
amplamente diversas em sua ecologia alimentar (frugivoros, insetivoros e
hipercarnivoros - até 70% da carne) e também em suas caracteristicas, como no
tamanho do corpo, area de vida, sociabilidade e atividade (149). Vale ressaltar ainda,
que os carnivoros silvestres sdo encontrados naturalmente infectados pelo T. cruzi
(150) devido a eficiéncia da rota de infecgao oral do T. cruzi (151), podem ocupar
uma posig¢ao unica como bioacumuladores de parasitas e, talvez, distintos DTUs do
T. cruzi (82).

Carnivoros silvestres como o Quati (Nasua nasua), a Irara (Eira barbara) e o
Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) ja foram encontrados naturalmente infectados
por T. cruzi. Alguns desses, como o quati e a irara sdo encontrados, tanto no solo,

quanto em copa de arvores, favorecendo a dispersdo do parasito entre diferentes



32

estratos arboreos. Esses mamiferos apresentam, também, uma importante biomassa
corporal e grande area de deslocamento, aspectos importantes para a dispersédo de
parasitos(109). Carnivoros de médio e grande porte sdo conhecidos como
predadores de topo de cadeia e sua alimentagdo, normalmente, inclui outros
mamiferos menores que podem estar infectados por T. cruzi. Embora a transmissao
vetorial também ocorra, a via mais comum de infeccdo desses animais, assim como
de qualquer outro predador na natureza, parece ser a via oral pela ingestdo de
mamiferos infectados (109).

Em regibes que apresentam triatomineos e mamiferos silvestres, com altas
taxas de infecgdo por T. cruzi, os caes costumam estar mais expostos a infecgcao. Por
consequéncia, sao considerados a ultima barreira entre o ciclo de transmissao
silvestre e o ambiente doméstico antes do parasito chegar ao homem. O
acompanhamento desses animais, por meio de inquéritos sorolégicos pode ser um
indicativo de como o ciclo de transmissao do parasito estd ocorrendo em uma
determinada area (145,152,153).

Os caes domeésticos, foram utilizados como primeiro modelo experimental de
infecc&o por T. cruzi, por Carlos Chagas. A infec¢ao pelo T. cruzi € mais provavel em
céaes do que em humanos (154,155). Isso pode ser devido as diferengas de
comportamento, incluindo a afinidade do cédo para consumir insetos, permitindo
a transmissao oral do T. cruzi (156) e ao fato de dormirem mais comumente ao ar
livre, aumentando seu contato com vetores peridomésticos noturnos (157). Na
América do Sul, os caes tém sido usados como sentinelas para identificar areas
de transmissao ativa do T. cruzi e o risco de doengas em humanos(152). Com isso,
estes podem desempenhar um papel importante no ciclo peridoméstico da doenca
de Chagas, como potenciais reservatérios e podem ser sentinelas precisas. No
Amazonas, por exemplo, foi relatado um caso de um cao infectado com T. cruzi DTU
TclV (86).

A investigagao da infecgao pelo T. cruzi em carnivoros silvestres € essencial
porque esta ordem de mamiferos exibe uma combinagao de caracteristicas biologicas
que se expdem a varias oportunidades de infecgdo pelo T. cruzi na natureza, entre

estas: comportamento alimentar eclético, vida longa, areas extensas, dispersas longa
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distdncia e a capacidade de explorar estratos arbdreos e terrestres em diferentes
habitats. Carnivoros de vida livre, sdo reconhecidos por desempenharem um papel
crucial na regulagao de ecossistemas (158), também podem ter um efeito importante
em teias de transmissao parasitaria de multiplos hospedeiros, como a do T. cruzi,

uma vez que se alimentam de espécies de diversos taxons (82).

1.4.4 Ordem Xenartra

Os tatus, preguigcas e tamanduas sdo os principais representantes dessa
ordem que € autoctone das Américas, e compreende, ao lado dos marsupiais, os
mais antigos hospedeiros do Trypanosoma cruzi. A primeira descricdo de reservatoério
silvestre desse parasito foi feita pelo proprio Carlos Chagas, em 1912, ao encontrar
formas parasitarias semelhantes ao T. cruzi no tatu-galinha (Dasypus novemcinctus),
o qual ele classificou como um “depositario do agente da tripanossomiase brasileira
no mundo exterior’ (Chagas 1912).

Os tatus, em seus abrigos subterrdneos, sdo normalmente associados a
triatomineos da espécie Panstrongylus geniculatus, e alguns trabalhos apontam,
ainda, para uma associagéo entre estes hospedeiros e o gendtipo Tcll do parasito
(80). Além deste gendtipo, estes animais ja foram encontrados infectados por outros
genotipos do tipo Tcl e Z3, mostrando sua importancia na manutencéo de distintos

ciclos de transmissao na natureza.

Estes animais apresentam uma vasta distribuicdo, sendo encontrados
naturalmente infectados com uma prevaléncia de infeccao, variando de 4 a 50%,
desde o sul dos Estados Unidos até o Uruguai. Na Guiana Francesa, Dasypus
novemcinctus foram apontados como importante reservatério de T. cruzi (159), além
do tatu-galinha, outras espécies, ja encontradas infectadas, sao o tatu-de-rabo-mole-
pequeno (Cabassous unicinctus) e o tatu peba (Euphractus sexcinctus). Importante
ressaltar que, em areas rurais, € comum o tatu peba invadir galinheiros a procura de
ovos e/ou animais, aproximando-se, desta forma, do ambiente peridomiciliar,
podendo infectar os triatomineos que ali se encontram. Além destes, os Xenarthras

arboricolas, representado pelas preguicas s&o, geralmente, associadas a
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triatomineos dos géneros Belminus, Panstrongylus e Rhodnius (100), e algumas
espécies como a preguiga-de-coleira (Bradypus torquatus) ja foram encontradas
naturalmente infectadas. Outros representantes como o tamadua, também ja foram
apontados como hospedeiros naturais de T. cruzi, tais como, o tamandua mirim

(Tamandua tetradactyla) e o tamanduai (Cyclops didactylus).

Outro fator importante que deve ser levado em consideragao € o costume das
comunidades rurais, onde as preguicas, tamanduas e tatus, considerados animais de
grande importancia epidemiologica, sdo cagados e consumidos em algumas areas
do pais, como na regido Amazdénica. Nestas areas, a manipulagdo da carcaga ou a
ingestdo da carne malcozida de animais infectados podem constituir fontes de

infecc&o para o ser humano.

1.4.5 Ordem Chiroptera

Chiroptera € uma ordem que contém pelo menos 1300 espécies descritas, e,
além de ser a segunda maior ordem de mamiferos (atras apenas dos roedores),
constitui um quarto de toda a fauna de mamiferos existentes. Trata-se de ordem
cosmopolita, ou seja, com uma vasta distribuicdo, registro de duas espécies nos polos
e em determinadas ilhas oceanicas, com a maioria das espécies de morcegos
encontradas em regides tropicais e usados como indicadores da qualidade,
biodiversidade e perturbagdo dos ecossistemas e devido ao seu papel ecoldgico,
contribuem para a restauracdo de areas perturbadas, sucessdo secundaria e

restabelecimento de espécies florestais primarias (160).

Os morcegos sao animais de vida longa, os quais podem conviver em col6nias,
com uma ou mais espeécies, raramente solitarios (149), sendo os unicos mamiferos
que voam. No Brasil, atualmente, sdo conhecidas nove familias, com 65 géneros, 0

familias e 174 espécies de morcegos (161).

Até o momento, sdo conhecidas algumas doengas associadas aos morcegos
como a raiva (162); a hantavirose (163), o ebola (164) e entre tantas outras a

tripanossomiase se faz presente(109,165). A infecgao parasitaria por T. cruzi nestes
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mamiferos € apontada por diferentes vias, dejetos por fezes contaminativas ou por
via oral, a apartir da ingestado de triatomineos infectados, demonstrando a grande
importancia que os morcegos, independente do seu habito alimentar, podem assumir
no ciclo de transmissao de Trypanossoma cruzi. Devido a tais caracteristicas, sao
facilitadores da transmisséo de agentes infecciosos na natureza. Em determinadas
areas podem ser importantes reservatorios de T. cruzi, devido a sua abundancia e
rapida adaptagao ao domicilio humano, podendo apresentar elevadas prevaléncias

de infecgao.

Dentre os varios géneros desta ordem, um exemplo de infecgédo por T. cruzi
por via alimentar, as espécies Carollia, Artibeus e Molossus, adquiriram a infec¢gao ao
se alimentarem de Rhodnius prolixus, experimentalmente infectados. Ja
Phyllostomus hastatus, espécie com habitos alimentares generalistas, adquiriu a
infecgao ao predar um camundongo infectado(166).

Nesse sentido, vale mencionar que, mesmo morcegos predominantemente
frugivoros como Artibeus sp., Carollia sp. e Glossophaga sp., por alimentam-se de
insetos, podem infectar-se por essa via (66,167). Dentre os géneros que
compartiiham o mesmo habitat que os morcegos estdo os insetos do género
Cavernicola (C. lenti e C. pilosa), encontrados frequentemente em cavernas (168), e
dos géneros Panstrongylus e Rhodnius, encontrados em ocos de arvores. Apesar de
se alimentarem de sangue de mamiferos que podem conter formas infectivas do
parasito, a infecgdo em morcegos hematofagos raramente € documentada. Esta
particularidade pode ser explicada pelo fato desses morcegos alimentarem-se
preferencialmente em bovinos e equinos, dois grupos de mamiferos raramente

associados a infecg¢ao por T. cruzi (169,170).

Um genotipo de T. cruzi, TcBat, descrito em 2009, foi encontrado infectando
morcegos insetivoros  Noctilio albiventris (Noctilionidae) e Myotis spp.
(Vespertilionidae) (46), relatados, inicialmente, nos estados brasileiros de Mato
Grosso do Sul e Sao Paulo, e, atualmente no Panama e na Coldmbia (171).

Os morcegos, por serem apontados como reservatorios de doencgas

zoonoticas necessitam de uma atencdo maior na saude publica, bem como os insetos
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vetores que estdo associados ao ambiente onde esses mamiferos sao encontrados
(109,165).

1.4.6 Ordem Primatas

Os primatas estao altamente expostos a infec¢ao por T. cruzi, com altas taxas
de prevaléncia, descritos entre micos, saguis e macacos. Consequentemente, eles
notadamente contribuem significativamente para a manutencdo dos ciclos de
transmissao enzodtica (71).

O primata sagui-estrela (Callithrix penicilata), foi o primeiro hospedeiro
identificado por Carlos Chagas, resultante da descoberta do novo tripanosomatideo
em Lassance/MG, o qual ele batizou primariamente de Trypanosoma minasensis e,
posteriormente, com estudos mais detalhados, o denominou de T. cruzi (21).

Desde entdo, diferentes espécies de primatas neotropicais incluidas nas
familias Cebidae (micos) e Callitrichidae (saguis) sdo comumente encontradas e
naturalmente infectadas por T. cruzi. Algumas espécies de primatas ndo-humanos
(PNH) neotropicais de vida livre sdo hospedeiros silvestres importantes do T. cruzi
(70,172), a infeccao natural por este parasito também é descrita em PNHs em
cativeiros do Novo e do Velho Mundo, onde os vetores sdo encontrados (122,173—
175).

Como em humanos e caes, a infecgcdo em PNHSs é caracterizada por estagios
agudos, indeterminados e crénicos, com um subconjunto de animais infectados
desenvolvendo cardiomiopatia letal ou, menos comumente, problemas

gastrointestinais (176-178).

Nos EUA, a infecgdo natural por T. cruzi de PNH alojados em ambientes
externos foi relatada desde a década de 1970 (179,180). No Brasil, um estudo
envolvendo primatas n&do humanos, examinaram primatas endémicos de distintos
fragmentos florestais em Manaus (floresta amazédnica), Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(Mata Atlantica), investigando a infec¢ao por T. cruzi. Este estudou demonstrou na
Amazdnia, a prevaléncia da infecgéo por T. cruzi foi maior nos géneros Ateles (83%),
Lagothrix (66%) e Saguinus (66%). Na Mata Atlantica, a infecgao foi mais prevalente

em animais selvagens(71).
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Assim, o perfil da infeccdo por T. cruzi, em qualquer espécie de mamifero, &
determinado por fatores relacionados ao hospedeiro (espécie, sexo, idade, padrao
comportamental), ao parasito (tempo de geragdo, estratégias de dispersao,
caracteristicas bioquimicas e moleculares das subpopulagbes) e ao ambiente
(estresse, coinfecgdes, disponibilidade de recursos), onde ocorre a interagao. A
especificidade do hospedeiro € o resultado, tanto da localizagdo quanto da amplitude
multidimensional de seu nicho ecoldgico (135), uma vez que todos os gendtipo
(DTUs) do T. cruzi foram identificados em uma ampla gama geografica no continente
americano. Sendo assim, a analise da diversidade do hospedeiro implica no
entendimento dos padrbes de especificidade do hospedeiro em todo o continente,
afinal, um parasita pode ser altamente especifico para hospedeiros em escalas locais,
e oportunistas em escalas globais, ou vice-versa(136)(70).

1.5 Doenga de Chagas (DC) e sua distribuicao geografica

A tripanossomiase americana é uma doenga originaria da América Latina que
se expandiu de areas rurais para areas urbanas (181), e, também, de regides
endémicas para nao endémicas (182). Ganhou importancia devido aos casos de
pacientes imigrantes presentes na Espanha, EUA, Suiga, Canada e outros paises
ndo endémicos (47).

Segundo Schumnis (47), pessoas infectadas para a doenga de Chagas,
originarias de 17 paises latino-americanos, deixaram seus paises de origem e
seguiram regides da América do Norte, Europa, Asia e Australia. Devido esta
migragcdo, a doenga de Chagas, que era uma doenga autoctone do Hemisfério
Ocidental e Continental, tornou-se um problema de saude global. Segundo
estimativas em 2006, a Australia recebeu 80,522 imigrantes dos quais 3,8%
provavelmente eram infectados com o T. cruzi. Além disso, no Canada, ainda em
2006, estimou-se que 3,5% dos 156,960 imigrantes da América Latina, podiam estar

infectados.
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Descoberta em 1908 por Carlos Chagas que identificou o agente etiolégico —
protozoario que denominou de T. cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz — bem como
o inseto vetor da doencga, um triatomineo, a revelagdo da doenga de Chagas (DC)
trouxe a tona graves problemas sociais de natureza estrutural em regides do interior

do pais com populagdes em extrema pobreza e em precarias condi¢gdes de vida (183).

O Il Consenso Brasileiro de DC de 2015, estimou para 21 paises latino-
americanos, com base em dados de 2010, que 5.742.167 pessoas estavam
infectadas pelo T. cruzi, das quais 3.581.423 (62,4%) eram residentes nos paises da
Iniciativa Cone Sul, com destaque para a Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821),
México (876.458) e Bolivia (607.186) (185). No Brasil, estima-se que 600.000
pessoas estejam sofrendo de problemas cardiacos ou complica¢des digestivas da
forma cronica sintomatica da doenca (186).

Apoés dedacas de luta no combate ao vetor, a situagdo epidemiologica da
doenca de Chagas foi substancialmente alterada, como resultado das acdes de
controle e, também, em funcdo de mudangas resultantes de transformacgdes

ambientais e de ordem econdmica e social (48).

Em 2006, Organizagao Pan-Americana certificou o pais como livre de
transmissao domiciliar, pelo seu principal vetor o Triatoma infestans. Este fato

traduziu uma reducédo importante da transmissao da doenga no pais (49).

1.5.1 Doenga de Chagas na Amazodnia

Em meio as diferengas regionais, ao longo do tempo, os casos de DC
diminuiram significativamente em todo o pais. Entretanto, observou-se uma
tendéncia de aumento na regido Norte (principalmente a partir de 2007), e redugdes
significativas ocorreram a partir de 2008 em todas as microrregides, exceto na regiao
Norte, especialmente nas macrorregides Nordeste e Centro-Oeste. Enquanto a
transmissao oral aumentou, significativamente, no Norte, durante os outros periodos

(187), e na regido amazodnica, considerada historicamente endémica para DCA, e
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surtos na forma de microepidemias familiares sdo comuns em areas urbanas e rurais
(53,54,188,189).
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Figura 6: Distribuigéo espacial de risco relativo de DCA por microrregido, com base
no numero de notificagbes de casos (SINAN-Ministério da Economia.
Fonte: Santos et al 2020

A doenga de Chagas aguda (DAC) na Bacia Amazdnica € caracterizada por
ciclos de transmisséo inluindo mamiferos e triatomineos silvestres infectados com T.
cruzi, que circulam nas proximidades da populacao vulneravel, pois estdo em contato
proximo com mamiferos domésticos e silvetres, e vetores triatomineos. Atualmente,
a maioria dos casos de DAC é causada por surtos intrafamiliares transmitidos por via
oral, apds o consumo de alimentos e bebidas artesanais, como o agai e a palma

bacaba (MS), descritos principalmente na regido amazénica Brasileira.
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Os primeiros casos agudos de DC na Regido Amazoénica, foram detectados
por Floch e Tasqué (53) na Guiana Francesa. Na Amazoénia brasileira, desde a
descricao de quatro casos agudos em Belém no Para por Shaw (54), cerca de 500
casos agudos foram relatados, a maioria nos Estados do Para e Amapa, em
microepidemias ou em casos isolados (55,56).

Entre 1975 a 1980 na realizagdo de um Inquérito sorolégico Nacional da
doenca de Chagas, indicou uma prevaléncia de 1,88% em Amazonas, o qual estima
uma prevaléncia de 4,2% da populagao brasileira, com maior prevaléncia nos estados
de Minas Gerais e Rio Grande do Sul (50). Em 2008, um novo inquérito nacional foi
realizado somente em criangas e registrou um caso autdctone de infecgdo no
Amazonas de uma prevaléncia de 0,1% da populacédo de criancgas reativas para T.
cruzi (51). Em 2007 a 2008, um inquérito soroldgico, realizado em trés municipios do
Amazonas situados em areas rurais, detectou uma taxa de 1,9% de individuos com

sorologia positiva para a infec¢ao pelo T. cruzi (52).

Em 2020, foram confirmados 146 casos de DCA no Brasil, com uma letalidade
de 2% (3/146) e todos os Obitos ocorreram no estado do Para. A regido Norte
apresentou a maior taxa de incidéncia da doenca. Nesta regido, a doenga de Chagas
apresenta caracteristicas proprias e muito particulares, diferenciando-se dos padrdes
descritos e estudados no Cone Sul. A epidemiologia envolve uma série de
determinantes bioldgicos e sociais, dentre eles, a migracdo populacional de areas
endémicas para a Amazonia, com a possibilidade da introdugao n&o intencional de
cepas parasitarias e vetores aldctones e a intensa transformagéo da paisagem pelo
desmatamento (60). Os fatores biolégicos estdo ligados a grande diversidade de
reservatorios silvestres de T. cruzi, que resulta num intenso ciclo de transmissao
silvestre. A capacidade vetorial de uma determinada espécie de Triatominae depende
em grande parte do seu grau de associagdo com o homem, assim, as populagdes de
vetores sao descritas como doméstica, peridoméstica ou silvestres (61).

Devido a Amazbnia apresentar uma particularidade no seu ciclo de
transmissao, esforcos continuos sado necessarios, principalmente para manter a
adaptacgao dos sistemas de vigilancia, mais atengéo e investimentos para melhorar a
estratégia e tecnologia adequadas, em diferentes condigdes. Isso gera um alerta



41

precoce de risco eficaz, abordando a vulnerabilidade e criando sistemas de
resiliéncia, implementando um sistema de vigilancia de vetores, bem como inovando

em pesquisa e tecnologia.

Sabe-se que, em pleno século XXI, apesar de avancgos nos planos da pesquisa
e do controle, imensas lacunas persistem, com a auséncia de um tratamento
especifico eficaz e seguro para todas as fases da doencga (183). Neste sentido, todas
acdes que visem melhorar as agdes de prevengao e controle, bem como, conhecer
melhor os cenarios epidemiolégicos da DC e sua dinamica de transmissao, como a
diversidade do parasita, as espécies vetoras e os reservatérios de T. cruzi, além da
definicdo de fluxos de referéncia para o diagnostico, tratamento e acompanhamento
de complicagbes da doenga, serdo fundamentais para implementagao de estratégias
de controle.

1.5.1.1 Doenga de Chagas no Amazonas

No Amazonas, desde 1980, registram-se casos de DC, oriundos de Sao Paulo
de Olivenga, e, de vetores, registraram-se desde 1919, com a descricdo de Rhodnius
brethesi por Matta. O primeiro relatério de um caso agudo na area urbana da capital
do estado, Manaus, ocorreu em 1994, (64) ja entre 1971 e 1977, foi registrada a
ocorréncia de triatomineos envolvidos na transmiss&o de Trypanosoma cruzi no
municipio e relatados casos humanos suspeitos sorologicamente oriundos do interior
do estado (65-67). Em 2004, ocorreu um surto de DC na forma aguda no municipio
de Tefé (190) em 2007, em Coari (58); em 2017, em Labrea (53); ambos com suspeita

de transmissao oral pela ingestao de acai.

Entre 2007 e 2009 foram realizadas investigagdes em areas rurais de Coari,
Manaus e Tefé sobre a ocorréncia de vetores e reservatorios. Foram encontrados
35% dos vetores e 68% dos reservatoérios positivos para Tcl em R. robustus e R.
pictipes. Em 2010 outro surto de DC na forma aguda foi registrado em Santa Isabel
do Rio Negro (189). Barbosa em 2015 (54), organizou em ordem cronoldgica a
distribuicdo dos casos de DCA no Amazonas entre 1980-2013, demonstrando que a
partir do ano de 2004 houve um aumento anual de surtos de DCA, identificando que

a quantidade de casos da doencga pode alcancgar patamares elevados.
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Esses dados confirmam o que tem sido discutido, sobre os riscos da infecgao
chagasica tornar-se endémica na Amazoénia brasileira. Entre os fatores de risco,
amplamente encontrados nas areas rurais, esta a construgdo das residéncias nas
proximidades dos palmeirais ocupados por triatomineos e marsupiais, ambos

frequentemente infectados com T. cruzi (52,71).

Na Amazodnia Brasileira existem poucos estudos sobre a variabilidade genética
do T. cruzi, especialmente com isolados de humanos. Atualmente sabe-se que que a
DTU Tcl é capaz de ocasionar surtos de DCA no estado do Para (56) e TclV no estado
do Amazonas, além de Tcl nos casos isolados e em pacientes chagasicos crénicos
(53,191). Nesse contexto, informagdes disponiveis sobre a doenga de Chagas neste
estado reforgam as hipoteses de que a infecgado chagasica ocorre em alta prevaléncia
e em ampla dispersao como enzootia silvestre, apresentando elementos favoraveis

a sua expansao como endemia humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever aspectos da bioecologia de vetores e reservatorios silvestres de
Trypanosoma cruzi, em ambientes rurais, periurbanos e urbanos de Manaus e em

Coari no Amazonas.

2.2 Especificos

2.2.1 Descrever a diversidade e densidade de espécies de triatomineos e
reservatorios silvestres de T. cruzi em ambientes rurais, periurbanos e urbanos de

Manaus e Coari no Amazonas.

2.2.2 Demonstrar a frequéncia de espécies de triatomineos em ambientes rurais,

periurbanos e urbanos de Manaus e Coari no Amazonas.

2.2.3 Registrar a ocorréncia de espécies de palmeiras em ambientes rurais,

periurbanos e urbanos de Manaus e Coari no Amazonas.

2.2.4 Identificar as espécies de palmeiras que abriguem Triatomineos em ambientes

rurais, periurbanos e urbanos de Manaus e Coari no Amazonas.

2.2.5 Estimar a taxa de infec¢do natural por T. cruzi em triatomineos e reservatorios
silvestres em ambientes rurais, periurbanos e urbanos de Manaus e Coari no

Amazonas.

2.2.6 Registrar a ocorréncia das linhagens de T. cruzi em vetores e reservatorios em

ambientes rurais, periurbanos e urbanos de Manaus e Coari no Amazonas.

2.2.7 |dentificar a fonte alimentar de Triatomineos em ambientes rurais, periurbanos

e urbanos de Manaus e Coari no Amazonas.
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Bioecological aspects of triatomines and marsupials as wild

Trypanosoma cruzi

reservoirs in urban, peri-urban and rural areas

in the Western Brazilian Amazon
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Abstract. In the Amazon region, Trypanosoma cruzi transmission cycles
involve a great diversity of Triatominae vectors and mammal reservoirs.
Some Rhodnius spp. mainly inhabit palm trees that act as microhabitats
for hosts and vectors. The current study aimed to describe aspects of
the bio-ecology of the vectors and reservoirs of T. cruzi in relation to
human populations resident near areas with large quantities of palm
trees, in rural, peri-urban and urban collection environments, located in
the Western Brazilian Amazon. Rhodnius pictipes and Didelphis
marsupialis were respectively the most predominant vector and
reservoir, with rates of 71% for R. pictipes and 96.5% for D. marsupialis.
The vast majority of T. cruzi isolates clustered with Tcl. The most
prevalent haplotype was Tcl COII1 (69.7%). Mauritia flexuosa and
Attalea phalerata were the main ecological indicators of infestation by
triatomines. Birds were the most common food source (27,71%). T. cruzi
isolated from R. robustus has the haplotype HUM-13, previously
detected in a chronic Chagas patient living in the same area. Our results
demonstrate the relevance of this study, with the occurrence of elevated
infection rates in animals, and suggest the importance of the Amazon
zones where there is a risk of infection in humans.

Key words. Chagas disease, Didelphis, haplotypes, Rhodnius, Trypanosoma cruzi.
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Introducgao

Triatomines (Hemiptera: Reduviidae) are
insects that are popularly known as
kissing bugs, and have a great impact on
human health, because many species can
be vectors of Trypanosoma cruzi, a
stercorarian protozoan kinetoplastid and
the etiologic agent of Chagas disease
(CD) a widely-distributed, neglected
tropical disease (WHO, 2019). Many
Triatominae species live in nests, burrows
and caves occupied by the vertebrates
that are their food source. The odors
emanating from natural hosts can help
guide triatomines to their dwellings
(Lazzari et al., 2013). Because of their
ability to infest and colonize human
habitations, at least 20 species of
triatomines are important vectors of T.
cruzi (Gourbiére et al., 2012).

The wild, primitive habits of this group of
insects are an important feature of their
biology because, different from other
blood-sucking insects, such as
mosquitoes (Culicidae) and sandflies
(Phlebotominae), where only the females
(adults forms) feed on blood, all
Triatominae stages (immature and adult),
irrespectiveofsex,arestrictlyhematophago
us(Lazzarietal.,2013). For triatomines,
hematophagy is a source of energy and
nutrients (Rabinovich et al., 2011). More
than 200 species of mammals serve as
reservoirs for T. cruzi (Jansen et al.,
2018). T. cruzi also establishes stable and
long-lasting infections in its mammalian
hosts, which display peculiarities related
to different host species and even
individuals of the same species.
Peculiarities can include multiple factors,
such as parasite subpopulations, infection
routes, host nutritional status and
concomitant infections with distinct T.

cruzi lineage (Jansen et al., 2015). Most
triatomine species defecate during or
immediately after a blood meal, and this
behaviour classifies the species as either
‘good or bad’ T. cruzi vectors, as the
infective forms of the parasite are expelled
in the feces of infected triatomine (Lazzari
et al., 2013). Host accessibility is a major
factor that shapes the blood-foraging
patterns of kissing bugs (Rabinovich et al.,
2011). The food source is fundamental for
determining the vectorial potential of
different triatomines and transmission
scenarios in different epidemiological
settings (Ribeiro Jr. et al., 2015).

In the Amazon region, there is great
diversity of reservoir hosts for T. cruzi
(about 31 species in 7 orders), and at least
18 wild triatomines species have been
found to be naturally infected by T. cruzi
Jansen et al., 2018; Santos Souza et al.,
2019). Palm trees are a good place for
birds to nest and for small mammals to
live, and thus provide important habitats
for some triatomine species from the
genus Rhodnius. Approximately 387
(13.8%) of some 2800 palm species
worldwide are native to the Amazon basin
(Teixeira et al., 2001) which is an ample
refuge for vectors. Marsupials are
important wildlife reservoirs of this
parasitic

protozoanandareanimportantlinkinthesylv
aticenzooticcycle of T. cruzi and
Triatominae vectors (Teixeira et al., 2001).

Alteration of the rainforest environment
due to human invasion and the
consequent loss of natural food sources is
driving triatomines towards human
households, which results in increased
contact with humans and subsequent
numbers of acute and chronic cases of CD



(Santana et al., 2014; Santana et al.,
2019).

The increase in the incidence of acute
cases through oral transmission has been
recorded in isolation, in outbreaks and in
household micro-epidemics, by
transmission through food contaminated
with triatomines or through their feces
(Ortiz et al., 2019). Studies carried out in
the state of Amazonas registered
prevalence of Chagas disease of 1.9%
(2008) and 2.4% (2012) and a study
developed with 63 acute patients from
Because of its eclectic behaviour and
complex life cycle, T. cruzi is classified
molecularly into six discrete typing units
(DTUs) - Tcl to TeVI (Zingales et al.,
2009). In the Western Brazilian Amazon,
two DTUs (Tcl and TclV) were found
circulating, able to cause acute and
chronic infections in humans (Monteiro et
al., 2012; Santana et al., 2014). Notably,
the TclV DTU was predominant among
cases of acute CD and was observed in
both outbreaks and isolated cases of the
disease, which suggests that it has an
association with different transmission
frameworks (Monteiro et al., 2012
Santana et al., 2019). The current study
investigated, the occurrence of triatomine
vectors, reservoirs, habitat variation and
patterns of vector feeding in relation to T.
cruzi infection. In the current study, the
occurrence of triatomine vectors and
reservoirs, habitat variation and patterns
of vector feeding in relation to T. cruzi
infection were investigated. The objective
of the study was to describe the ecological
interactions with T. cruzi transmission in
the urban, peri-urban and rural scenarios
of the State of Amazonas, Brazil, in order
to obtain a better understanding of the
cycle of T. cruzi and the dynamics of
transmission of CD.
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retrospective cases from 2007 to 2015,
demonstrated that oral transmission
occurred in 75% of registered cases
(Magalhaes et al., 2011; Santana et al.,
2014; Ortiz et al, 2019). In the last
decade, numerous acute cases related to
oral transmission have been recorded,
with six outbreaks in the state of
Amazonas (Monteiro et al., 2010; Barbosa
et al., 2015; Santana et al., 2019). The
DTUs of T. cruzi related to these cases
were TclV and Z3 (Tclll/TclV) (Monteiro et
al., 2012).

Materials and methods
Study areas

This study was carried out in the
municipalities of Manaus and Coari in the
state of Amazonas, Brazil, in areas with a
history of autochthonous cases of acute
CD, with the registered presence of
vectors of T. cruzi (Fig. 1). These areas
were selected in an observational
opportunistic way in forest fragments with
the presence of human dwellings within
their boundaries and that contained at
least one hectare of forest and 10 palm
trees, as stated in the experimental
design. Each transect was divided into
four quadrants of 25m, at least 50m from
the residences. The collection occurred at
different times of the year, in urban, peri-
urban and rural scenarios.

In Manaus, thirty collections were
performed on 10 consecutive days, in
November 2007, November 2008,
November 2010 and from January to
June, 2012, in three different ecotopes:
Urban: Area with heavy human
intervention, changed due to urban
development, characterized by packed
neighborhoods and residential
condominiums surrounded by disrupted
forests (S 0300412.5" WO 6000530.1%).
Peri-urban: Our peri-urban collection area



was located on the outskirts of the city and
had no basic infrastructure with regards to
sanitation. There is currently ongoing
urban development in the area with a loss
of vegetation; however rural
characteristics with disrupted forest are
still present. This area is located in the
Taruma district, a central-Western area of
Manaus (S 03° 02 167" WO 6000396").
Rural: Settlement with two main roads:
Pau-Rosa and Cooperativa, both having
several branches along with their
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extension. The area contains diverse
vegetation, with trees and plants of
various native species (including palm
trees) and cultivation for medicinal and
fruit put poses. In some cases, there are
small vegetable gardens and pastures,
with rearing of livestock (chicken, duck,
pig, goat), for the purposes of production
and commercialization. A diversity of
products can be found, derived from the
management and extraction of
biodiversity,



Fig. 1. Map showing locations of where the study was conducted, and indicates positive places for vectors and marsupials as hosts of
Trypanosoma cruzi. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com].

whose main activity is the cultivation of the others. Among these goods, the most
patch of land around the house, in which the abundant are cupuagu and manioc. It is
inhabitants produce: cupuagu, manioc, located in an area known as Taruma Mirim
acai, banana, coconut, bacaba, patoa and and can be reached by the BR 174 Manaus




- Boa Vista highway (Highway marker 21)(S

02°52'80.8",W060°1114.7") and is surround
ed by theTaruma Acu, Taruma Mirim and
Negro rivers (Fig. 1).

In Coari, samples were collected only in
rural areas. A total of three collections were
performed in December 2007, and March
and September, 2008 in the rural
communities of Saubinha, Costa Jucara,
Sé&o José do Mato Grosso. Each collection
lasted 10 days. The municipality of Coari (S
4° 05 06" S, W: 63° 08 29") is locate data
distance of 363km in a straight line or
463km by boat from Manaus. Access to the
region from the state capital is only possible
by plane or boat (Fig. 1).

Triatomine bugs collection. Triatomine
vectors were captured using four Noireau
traps (Noireau et al., 2002), which were
placed on the canopy of palm trees within a
hectare of forest. Traps were examined
daily for 10days. Triatomines were also
collected by the research team inside the
homes of residents. Only one survey was
carried out in the homes, with explanations
and a demonstration provided to residents
of triatomines in entomological cases. After
this explanation, the residents themselves
collected and delivered the insects on the
collection days. All the captured insects
were placed in marked collectors and
brought to the Entomology Laboratory at
the Doctor Heitor Vieira Dourado Tropical
Medicine Foundation (FMT-HVD) for
sorting and identification using taxonomical
Keys (Lent&Wygodzinsky,1979;
Carcavalloetal.,1999).Traps were
examined daily for 10days.
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Selection and identification of palm tree
species. The selection in each one-hectare
area was made according to the phenology.
After analysing the base of the palm,
preference was given to those surrounded
by bromeliads and bulky fronds and crowns.
The traps were placed radially in the palm
trees, surrounding the entire palm canopy.
Based on their phenology, 3-5 traps were
placed per palm tree. The traps remained
for 10days, being in spected daily, until their
removal. Palm tree species were identified
according to the validated keys of Khan and
Corradini, and Miranda (Khan & Corradini,
1994; Miranda et al., 2001).

Collection of wild reservoirs. Sylvatic
mammals were collected from the same
areas as the vectors. Rodents and
marsupials were captured using 30
Tomahawk and 10 Sherman traps of
different sizes (30x8x9cm,
45%12,5%x14.5¢cm, 45%21x21¢cm,
70x40%x40cm, 90x40x40cm). Traps were
placed in different ecotopes: 1) close to
palm trees and households, 2) underneath
trees and 3) in animal shelters. Regional
fruits and a paste containing slices of
bacon, oat flakes, bananas and peanuts
were placed inside the traps as bait
(D’Andreas et al., 2006) to capture small
and medium-sized mammals. All of the
captured animals were transported to the
Department of Entomology at the FMT-HVD
for anaesthesia by xylazine (2mg/kg) and
ketamine (10 - 30mg/kg), applied
intramuscularly, following the regulations
for use of animals. Blood samples were
then collected from the base of the tail or by
cardiac puncture (small animals) and
processed for T. cruzi detection. After the
collection of blood, the animals were



replaced in their traps and covered with a
piece of cloth to diminish light, in order to
avoid stress. The animals were released
24h later at the same place where they were
captured. None of the animal species
captured were at risk of extinction.

Xenodiagnosis. The animals were also
submitted to xenodiagnosis (XD) using
Triatoma infestans 3th-instar nymphs
reared at FMT-HVD. The triatomine fed for
30—-40min, on the dorsal part of the
collected reservoirs. After the blood meal,
the triatomines were maintained at 27-C.
After 7, 15, 30, 60 and 90days, the feces of
each insect were collected and analysed
microscopically for molecular
characterization of their parasites.

Natural T. cruzi infection in Triatominae and
reservoirs. The natural T. cruzi infection
rates were investigated using by light
microscopy in 40x. The Triatominae
abdomen was compressed and intestinal
contents were observed under a
microscope for the presence of flagellated
forms.

From each animal captured alive, 100puL of
whole blood was transferred to 2.5mL of
Novy-MacNeal-Nicolle media (NNN) and
brain heart infusion media (BHI) containing
rabbit blood and 40mg/mL of gentamicin
sulphate. Cultures were kept at 28 -C and
monitored microscopically twice a week for
parasite growth, performed in triplicate for
each animal. The search for flagellate forms
was performed during a period of 120days
via inverted optical microscopy.
Unfortunately, due to logistical
difficultiesinimplementingthemethodologya
ndintransporting specimens collected in the
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field to the laboratory, some animals were
not examined for infection by T. cruzi,
mainly because they arrived dead at the
laboratory.

In vitro culture of parasites isolated from
triatomine feces. Feces from triatomines,
both from the XD diagnosis (used in
animals) and from those collected in the
field, were processed for in vitro cultures of
parasites in the same manner as described
for the whole blood culture.

Parasite Identification

Extraction of total DNA. Total DNA was
extracted using the commercial kit PureLink
(Invitrogen®). The protocols for ‘tissue
lysate’ and ‘blood lysate’ were used for
vectors and mammal reservoirs,
respectively. According to the life cycle
stage of the insect, only a part of the body
was processed for DNA extraction. For the
1st and 2nd-instar nymphs, the total
abdomen was used, whereas for the 3rd-
instar nymph, only the posterior half of the
abdomen was processed, and for the 4th
and the 5th-instar nymphs and the adults
only a quarter of the posterior of the
abdomen was used. For the reservoirs,
DNA was extracted from cultured isolates.

Molecular characterization. Initially,
parasites were genotypically characterized
by amplification of the non-transcribed
region of the mini-exon. For each PCR
reaction, negative and positive controls
were used. This method allows
differentiation of T. cruzi into Tc1, Tc2 and
Z3 or T. rangeli, described elsewhere
(Fernandes et al., 2001). Parasites were



further characterized by sequencing the
mitochondrial cytochrome C oxidase
subunit Il gene (COIl) (Freitas et al., 2006).
DNA was amplified and PCR products were
purified using the Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System kit (Promega®) and
sequenced in both directions using the
primers TcMit31 and TcMit40 (Santana et
al., 2014). The generated sequences
derived from the sylvatic reservoirs and

vectors were deposited at Genbank
(Genbank: JF322831 to JF322881;
JF322875 to JF322877; JN885407;
JN885446; JUN885450; KJ636074 to

KJ636079 and KX164445 to KX164499).
The sequences from the following standard
strains were used for comparison: Tcl
(Silvio  X10 cl4; EU302222.1), Tcll
(Esmeraldo cl3; AF359035.1), Tclll
(M6241c¢l6; AF359032.1), TclV (CANIII cl1;
AF359030.1), TcV (Mn cl2; DQ343718.1)
and TcVI (CL Brener; DQ343645.1).
Phylogenetic analyses were conducted
using MEGA, version 6 (Tamura et al.,
2013). Trees were constructed using the
Neighbor-Joining method after testing for
the Dbest-fit substitution model. The
bootstrap analysis was inferred based on
1000 replicates.

Blood meal sources of triatomines. The
source of the blood meal was identified from
a subset of collected triatomines. The
material obtained by abdominal
compression was analysed using enzyme-
linked immunosorbent assays - ELISA
(Ricardo-Silva et al., 2012). Each sample
was tested using 10 antisera: bird (Gallus
gallus), goat (Capra aegagrus), horse
(Equus caballus), dog (Canis familiaris),
opossum (Didelphis marsupialis), cat (Felis
domesticus), human (Homo sapiens),
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reptile (Tupinambis merianae), rodent
(Rattus  norvegicus) and  armadillo
(Dasypus novemcinctus).

Ethical issues. This project was approved
by the Ethics Review Board concerning the
use of animals at the FMT-HVD under the
approval numbers no 0039682016.008 and
ne 0039692016.009. Capture and handling
of the animals were performed according to
the laws of the Brazilian Institute for the
Environment (IBAMA/SISBIO) and
permission for the use of captured animals
was obtained from IBAMA/SISBIO under
approval numbers: 12364-1, 12364-2 and
12364-3. The authorization was valid for the
whole of the national territory and none of
the animal species collected was on the
IBAMA prohibited capture list.

Data analyses

Data analyses were performed using
Stata/MP 13.0. Pearson’s chi-square test
(x2) was used to compare groups, was
applied to evaluate infection by T.cruzi
which occurred while in palm trees, or from
reservoirs and vectors. Results are
presented in tables of absolute and relative
frequencies. We assumed a confidence
interval of 95% (Cl 95%, P <0.005) for all
statistical tests.

Results

A total of 262 Triatominae were collected,
222 (84.7%) in Manaus and 40(15.3%) in
Coari; the highest triatomine presence was
observed in urban areas 133 (51%); 252
(96.0%) specimens in five palm trees
species, and 10 (4.0%) inside houses.



Four species of triatomine were detected
(Table 1): Rhodnius pictipes, Rhodnius
robustus, Panstrongylus geniculatus and
Eratyrus mucronatus. The species with the
highest presence was R. pictipes with 184
(70.0%) (P <0.001).

Of the general total at specimens, in the
adult stage represented (39/262) 15.0% of
this number; (20;7.5% R. pictipes, 12;5% R.
robustus, 5;2% P. geniculatus and 1;0.5%
E. mucronatus); and 223 instar nymphs in
stages |-V of two species (R. pictipes
164,73.5% and R. robustus 59;26.5%) were
collected with palm trees representing
85.0% (P <0.001).

Species abundance and density of palm
trees and triatomine

A total of 273 palm tree specimens of 10
different palm species (Fig. 2) were set with
1147 Noireau traps. A total of 252 triatomine
specimens at different developmental
stages were collected on five of the palm
tree species studied (Tabela 1). Maximum
triatomine density was observed on M.
flexuosa (151, P <0.001), and the Attalea
genus (89, P <0.005). Interestingly, the
percentage of occurrence was higher in the
urban area, 51% (133, P <0.001).

Natural T. cruzi infections of vectors
collected on palm trees and inside
houses

T. cruzi infection was investigated in 248
(94.6%) triatomine specimens (palm tree,
238; indoors, 10) and 93(37.5%) were
found to be infected. By species, the
infection rates were as follows: R. pictipes
(66; 71%) and R. robustus (22; 23.6%); E.
mucronatus (1;1.1%) and P. geniculatus
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(3;3.2%). There was a difference in the
infection rate among collected triatomines.
When samples were subdivided by their
respective areas, differences in infection
rates were also observed in the wild cycle
(50% in rural settings, 9.0% in peri-urban
areas and 41.0% in urban areas) (Table
1). The highest infection rates were
observed for R. pictipes and R. robustus
found on the M. flexuosa palm tree
(39;42%). In the urban area (38;40%) on
the M. flexuosa palm tree; in the peri-urban
area (7;7.5%) of T. cruzi positive
triatomines were collected from A. maripa
and (22;23.6%) in the rural area,
respectively. On A. phalerata, A.
murumuru and O. bacaba palm trees, the
infection rates were 11;12%, 3;3.2% and
4:;4.3%, respectively (Fig.2; Table 1).
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Table 1. Triatomine species and natural of Trypanosoma cruzi infection per area and general total.

Urban Periurban Rural
Infected Infected Infected Stage Infected

Collect Palm tree Total N Inf % N Inf % N Inf % Nymph  adults N % inf. P value

Rhodnius pictipes 182 83 22 26,5 19 5 26,3 80 37 164 18 64 35,2 P
<0.001

Astrocaryum murumuru 5 — — — — — — 5 2 40 5 — 2 40

Attalea maripa 51 — — — 14 5 35,7 37 21 56,8 50 1 26 51

Attalea phalerata 29 — — — — — — 29 10 34,5 29 — 10 34,5

Mauritia flexuosa 91 83 22 — 5 — — 3 — — 75 16 22 24,2

Oenocarpus bacaba 6 — — — — — — 6 4 66,7 5 1 4 66,7

Rhodnius robustus 70 50 16 32 5 3 60 15 3 20 59 11 22 31,4 P
<0.001

Astrocaryum murumuru 1 — — — — — — 1 1 100 — 1 1 100

Attalea maripa 6 — — — 3 2 66,7 3 1 33,3 3 3 3 50

Attalea phalerata 3 — — — — — — 3 1 33,3 3 — 1 33,3

Mauritia flexuosa 60 50 16 32 2 1 50 8 — — 53 7 17 283

Total 252 133 38 28,6 24 8 33,3 95 40 421 223 29 86 34,1

Collect Indoors

Eratyrus mucronatus 1 — — — — — — 1 1 100 — 1 1 100

Panstrongylus geniculatus 5 — — — — — — 5 3 60 — 5 3 60

Rhodnius pictipes 2 — — — 1 1 100 1 1 100 — 2 2 100 P
<0.001

Rhodnius robustus 2 — — — — — — 2 1 50 — 2 1 50

Total 10 — — — 1 1 100 9 7 77,8 — 10 7 70

Total general 262 133 38 28,6 25 9 36 104 47 45,2 223 39 93 355

The p-value refers to the analysis of the total data of the species Rhodnius robustus and Rhodinius pictipes by species of palm trees.

Vector foods source

The food source was identified in 38 out of
126 (30%) triatomines investigated.
Although horse, goat, opossum, armadillo,
rodent, reptile and human blood were
detected, bird was the most common food
source (23; 60,5%) and was collected on
Attalea maripa palms, Attalea phalerata (2),
Oenocarpus bacaba (2) Mauritia flexuosa

(10). Human blood was observed in one P.
geniculatus which was collected indoors
and was infected by T. cruzi (Table 1; Fig.
2).

Sylvatic reservoirs

We also collected 104 wild mammals, which
were found close to the dwellings, in the
urban, peri-urban and rural areas where the



study was conducted, of which, 55 (53%)
were collected in peri-urban areas, 38(36%)
in rural areas and 11(10%) in urban areas.
Four genus and two species were identified:
Didelphis marsupialis (90;86%), Philander
opossum (5; 5%), Proechmys sp. (7;6%)
and Marmosa sp. (2;2%) (Table 2). Due to
the logistics, it was not possible to examine
all the animals, therefore samples were
collected for culture in 97/104 (93.2%), and
for xenodiagnosis (XD) in 91/104 (87.5%).
Using culture methods, T. cruzi infections
were detected in 49/97 (50.5%) (47/86;
54.6% in D. marsupialis and 2/5; 40.0% in
P. opossum) and 45/91 (47.3%) by XD,
(44/85; 51.7% in D. marsupialis and 1/5;
20.0% in P. opossum). The highest
infection rates by culture (6/11; 54.5%)
were observed in D. marsupialis, which
were collected in urban areas (Table 1). The
DTU identified was TCI (Fig. 2).

Circulating T. cruzi DTU in vectors and
reservoirs

T. cruzi isolates COIl gene sequencies
were obtained from 61 triatomines and 53
mammal reservoirs. Phylogenetic analysis
of COIl sequences generated from these
isolates clustered mostly with DTU Tcl, and
five with DTU Tclll/IV. Seven haplotypes
were detected for Tcl (Fig. 2). All showed
some differentiation from Silvio X10 cl4 with
a bootstrap of 62%. The most prevalent
haplotype was Tcl COIl1 (69.7%). DTU
TCII/IV-  haplotype Tclll/IV_COII5 was
observed in one P. geniculatus collected
indoors (Table 1; Figs 2 and 3).

Discussion

We present data that show a high rate of
natural infection by T. cruzi, which was
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detected in four species of triatomines and
in two synanthropic mammal species.
These findings evidence their participation
in the T. cruzi cycle in the urban, peri-urban
and rural areas where the current study was
conducted. This clearly indicates the
population’s vulnerability to infection by T.
cruzi, since, in these same areas,
seroprevalence studies were carried out for
chronic Chagas infection in the same
locations in 2008 and 2012, identifying a
prevalence of 1.3% and 2.4%, respectively
(Magalhaes et al., 2011; Santana et al.,
2014; Magalhaes, 2015).

The T. cruzi sylvatic transmission cycle is
complex and each ecotope should be
considered as a unique system by all
programs which include managing of the
sylvatic environment (Jansen et al., 1999).
In different regions of the Amazon, the
scenarios of transmission dynamics have
their own specific characteristics and eco-
geography (Pinto Dias et al., 2015) and
therefore provide a wide range of potential
vectors for T. cruzi transmission (Miles et
al., 1983; Ricardo-Silva et al., 2012).

Palm trees are important ecotopes for
triatomines, and have great importance in
Chagas disease epidemiology. Their
association among species of triatomines,
parasites and a vertebrate host may lead to
a high probability of T. cruzi transmission to
humans who know little about CD and its
transmission. Thus, the population is at high
risk of T. cruzi infections in areas where
there is a high density of palms trees (Fé et
al., 2009; Gurgel-Gongalves et al., 2012;
Abad-Franch et al., 2015).
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Fig. 2. Natural infection by Trypanosoma cruzi found in an urban area, periurban and rural: diversity of palm species, vectors, wild
mammals and food sources. [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com].

Table 2. Reservoirs species and natural rate of Trypanosoma cruzi infection general total.

Urban Peri-urban Rural Peri/Rural/Urban
Infected Infected Infected Infected

Reservoir Total N Inf % N Inf % N Inf % N %
Didelphis marsupialis 90 11 9 81,8 53 30 56,6 26 16 61,5 55 61,1
Marmosa sp 2 — — — 1 — — 1 — — — —
Philander opossum 5 — — — — — — 5 2 40 2 40
Proechimys sp 7 — — — 1 — — 6 — — — —

Total 104 11 9 81,8 55 30 54,5 38 18 47,4 57 54,8

CD vectors are insects typically found in a
wide range of sylvatic environments which
are frequently associated with several wild
vertebrate hosts, possibly in the nests,
burrows and caves occupied by their
vertebrate hosts, as well as in human
habitations themselves. Contact with
humans occurs when humans enter

forested areas or when the vectors reach
urban areas by flying and colonize human
dwellings (Lazzari et al., 2013).

The discovery of infected triatomine species
indoors, and the fact that at least five palm
trees were found colonized by two
triatomine species draw attention to the
dynamics of the cycle of the parasite. The
genus Rhodnius has a wide spatial



distribution that coincides with the
occurrence of palm trees (Teixeira et al.,
2001; Abad-Franch et al., 2005, 2015), and
in the Amazon region R.pictipes, which isan
important triatomine disseminator of T. cruzi
(Miles et al., 1983; Teixeira et al., 2001;
Valente

Reservoir: Tcl CONT s »—
Tcl COIIG %
Tcl CON2 N »-
Tcl COII3 =

Tcl COIIS

Tcl COl4 t %
Tcl CONL % »

Humans #
Triatomines &

Marsupials «»—

TCllI
Tcl\IV COIIl %

99 TCIV
L| Enu\lv COlI5
TCVI
55— TCV

TCll

|
0.02

Fig. 3. Representation of Trypanosoma cruzi haplotypes identified
as DTU Tcl identified by sequencing of the cytochrome oxidase
subunit Il gene. The tree was constructed using the Neighbor-
Joining method with parameter distances using Tamura 3-
parameter model included in MEGA V6 [26] software. The
percentage of replicate trees in which the associated taxa
clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are
shown below the branches whenever higher then 50%. As
following standard strains were obtained from GenBank (DTU
(strain name access number) were used: Tcl (Silvio x10cl4 —
EU302222.1) Tcll (Esmeraldo cI3 — AF359035.1) Tclll (M6241
CL6 — AF359032.1) TclV (CANIII cl1 — AF359030.1), TcV (Mn cl2
—DQ343718.1) and TcVI (CL Brener — DQ343645.1) (Haplotypes
were obtained from present and previous studies).

et al., 2009; Hiwat, 2014), is a generalist,
which can be found in more than one genus
of palm tree (Abad-Franch et al., 2005). In
this study, R. pictipes was found on four
genus and five species of palm tree. M.
flexuosa was the only palm tree registered
in the urban area of Manaus with ample
distribution and is considered the most
common palm tree in the Amazon (Khan &
Corradini, 1994). It has phenotypic
characteristics, such as the accumulation of
organic matter and epiphytes at the top of
the trees, which constitutes a shelter for a
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rich fauna of vertebrate and invertebrate
animals, including triatomines (Abad-
Franch et al., 2005; Fé et al., 2009; Gurgel-
Gongalves et al., 2012). Therefore, M.
flexuosa can be considered an important
indicator of the presence of this vector
(Gurgel-Gongalves et al., 2012; Abad-
Franch et al., 2015).

Of the four species of vectors found inside
households, P. geniculatus deserves
attention as it had fed on human blood and
was infected with T. cruzi. Furthermore, this
species has been previously associated
with cases of Chagas disease in the
Amazon region. In the region, colonization
of houses by triatomine is not common, this
species was found inside homes and in
sleeping rooms in Venezuela and Bolivia
(Carrasco et al., 2014; Rojas-Cortez et al.,
2016), and in several wild and peri domestic
ecotopes, with incursions into human
homes, previously associated with cases of
CD in the Amazon region (Valente et al.,
1998), thus presenting potential domestic
adaptation (Valente et al., 1998). These
sporadic presence of triatomines species in
these environments indicates which areas
should be monitored, for possible home
invasions.

In the Amazon, CD vectorial transmission
routes are not known because colonization
inside house by triatomines has not yet
been  encountered. Therefore, the
probability of vectorial contact is low, and
vectorial transmission is accidental. The
oral transmission route of T. cruzi to
humans causes the most cases of acute
Chagas disease (ACD), due to the
consumption of contaminated foods,
especially acai juice and particularly in
Amazonas State (Barbosa et al., 2015;
Santana et al., 2019). In the current study



triatomine colonies were recorded for
Oenocarpus bacaba, another species of
palm whose fruit is also widely consumed in
the region as a fruit juice. Ironically, no
triatomines were found in acai palm trees
(Euterpe  precatoria). In  this way
identification of the food source, together
with identification of ecological factors, can
determine risk areas for CD and help us to
understand T. cruzi-vector interactions.

For better understanding of the T. cruzi
epidemiology and how it circulates among
mammalian hosts, it is important to describe
triatomines blood-feeding patterns across
vertebrate hosts (Rabinovich et al., 2011).
In the study by Jansen et al. (2020), the
author reports the most didactic and clear
definition of what a reservoir is, in that it
does not refer to the number of species or
the ability to cause or not to cause damage,
but defines a reservoir as one animal
species or a set of animal species
responsible for maintaining the parasite in
the wild. This set of animals will be different
for each location and time scale. In the
current study, the main food source of the
triatomines (which were collected on palm
trees) was birds (a refractory animal for T.
cruzi), found in all areas, as well as the
armadillo, which probably results from the
predominance of these vertebrate in these
ecotopes (Teixeira et al., 2001; Ricardo-
Silva et al., 2012). In the rural area a unique
variety of food sources (horse, human and
caprine) was observed when related to
other areas (Valenca-Barbosa et al., 2015).
Although our methodology was one of the
limiting factors, as we did not use antisera
from wild animals existing in the region,
these findings could answer a previous
question about the fresh food sources of
these insect vectors.
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The high rate of infection observed in D.
marsupialis and P. opossum could indicate
the exposure of these wild mammals to the
T. cruzi transmission cycle and the potential
of these hosts to infect more vectors of the
parasite (Roque et al., 2013; Cantillo-
Barraza et al., 2015; Jansen et al., 2015).
The interaction of T. cruzi with marsupials,
considered to be the most important and
probably the most ancient reservoirs
(Jansen et al., 1999). In a review article in
2020, it reports that the species D. aurita
maintains high parasitemias by DTU Tcl but
not by DTU Tcll in contrast to another
didelphid marsupial species, Philander
opossum, that responds with high
parasitemias when inoculated with DTU
Tcll (Jansen et al.,, 2020). Although this
species was found in our studies, it
presented TCl infection, species associated
with gallery forests and can be found in
terrestrial and arboreal strata and D.
marsupialis is an abundant synanthropic
mammal, and is considered to be the main
reservoir of T. cruzi in places characterized
by a high degree of human disturbance
(Roque et al., 2013).

Jansen et al. (2015) found 58% of T. cruzi
isolates from Brazilian sylvatic mammals to
be Tcl whereas 17% were Tcll. Since D.
marsupialis is a vertebrate animal that
allows the development of the two
multiplication phases of the T. cruzi life
cycle (Lenzi et al., 1984), their constant
presence in the vicinity of human houses
may establish a link between the wild and
home environments and thus favour the
establishment of human infections. These
marsupials normally present a high rate of
natural infection when tested (Cantillo-
Barraza et al., 2015; Jansen et al., 2015).



In the current study, T. cruzi Tcl and Tclll/IV
haplotypes were detected in vectors.
However, other parasites can be found in
Rhodnius, such as T. rangeli, which is
common in this genus (Miles et al., 1983).
In the current study, to avoid a false positive
result, in addition to readings such as
optical microscopy and application of the
Fernandes et al. (2001), methodology,
which differentiates this parasite, we
sequenced the samples and were able to
pair them with reference strains of T. cruzi,
inserted in the GenBank. Thus, we found
that one of these lineages, confirmed by its
haplotype previously registered in the
Amazon, has been implicated in both CD
outbreaks (Valente et al., 2009; Monteiro et
al., 2012; Santana et al., 2019) and chronic
infections, indicating that humans are not
spared within the transmission cycle.

T. cruzi Tcl isolates were predominantly
associated with the sylvatic transmission
cycle from different regions of the Amazon
(Zingales et al., 2009). This DTU was
considered homogenous. However, recent
studies using different genetic markers on
vectors and wild and human reservoirs in
several countries have revealed that this
group retains large heterogeneity (Herrera
et al., 2009; Monteiro et al., 2012; Rivera et
al., 2015).

In the present study, T. cruzi COIll gene
sequences showed seven haplotypes, and
there was no association with specific areas
(rural, peri-urban or urban), as described by
Herrera et al. (2009) for the different cycles
(sylvatic, peridomestic and domestic).
Diversity was greater in rural areas (seven
haplotypes versus two haplotypes); a trend
similar to that observed by (Rivera et al.,
2015), who suggest that a richer diversity of
palm trees may determine the diversity of
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vectors and/or reservoirs and,
subsequently, a more diverse parasite
community. In general, the genetic structure
and complex evolution of Tcl strains would
be the result of adaptation of the strains to
many species of mammals whose
dynamics and geographical distribution in
the Americas have been conditioned by
paleogeographic and climate changes
(O’Connor et al., 2007; Roque et al., 2013).

Phylogenetic analysis of COIl gene
sequences has shown that all isolates from
humans, wild reservoirs and vectors
differentiate into two major clades that could
be associated with the DTUs Tcl and Tc Ill/
IV. Furthermore, the seven Tcl haplotypes
were associated in the two clades, one that
aggregated all but one haplotype (TCI
COIll4). In this study, it is the second clade
that clusters T. cruzi isolated from R.
robustus (TcV28D) and reinforces that this
haplotype (HUM-13) is circulating in the
region, since it has already been detected
in a chronic CD patient from the same
geographic area (Santana et al., 2014).
This demonstrates that CD transmission is
occurring in the area and Rhodnius are the
potential primary vectors in this T. cruzi
transmission cycle.

In the Amazon region, T. cruzi was first
detected in the early twentieth century in
non-human primates, and the first human
case of Chagas disease was registered in
French Guiana (Floch & Tasque, 1941). In
the Brazilian Amazon, acute human
Chagas disease (CD) cases were detected
in 1969 in Belém, Para State (Shaw et al.,
1969). Currently, T. cruzi infections are
reemerging as an important health problem;
new cases have appeared and have raised
alerts regarding the possibility of endemicity
of this disease (Coura & Junqueira, 2012;



Barbosa et al., 2015; Santanaetal.,2019). In
the same rural area in Manaus and Coari,
studies showed that 1.3% and 0.5% of
individuals presented T. cruzi antibodies
(Magalhaes et al., 2011). In 2007, the
second acute CD outbreak in the
Amazonas state was registered in Coari,
and the DTU TclV was identified (Monteiro
et al., 2012; Barbosa et al., 2015). T. cruzi
DNA was found in triatomines used for
xenodiagnosis of patients with positive
serology for chronic CD, and DTU Tcl was
the detected strain (Santana et al., 2014).
The above indicates that a transmission
cycle is taking place in these areas and has
increased the discussion regarding the
urgency of establishing surveillance
measures to combat CD in the Amazon. In
2015, the Amazon was included as an
endemic area for CD in Latin America (Pinto
Dias et al., 2015).

Conclusion

In the current study, we found a high rate of
infections by T. cruzi in adult triatomine
species collected indoors (one had a
human blood meal in its midgut) and in all
triatomine stages found in palm trees, as
well as synanthropic reservoirs collected in
urban, peri-urban and rural of Amazonas
state.

T. cruzi transmission risk depends largely
on the natural infection rate of vectors and
reservoirs. The information  herein
reinforces this concept. This study showed
a high rate of infection in vectors and wild
reservoirs collected in different species of
palm trees and areas with different
geographic characteristics. The presence of
infected vectors inside homes maynot
yetbetheharbinger ofCDdomiciliation
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intheAmazon, but it does indicate a real
threat in the transmission of Chagas
disease to this population.

Health agencies must carry out education,
focusing on guidance on the importance of
triatomines and marsupials in the T. cruzi
transmission cycle, so that the population
can exercise preventive measures to
minimize the chances of acquiring CD.
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4. CONCLUSAO

1.

Foram encontradas 4 espécies de triatomineos (Rhodnius pictipes,
Rhodnius robustus, Panstrogylus geniculatus e Eratyrus mucronatus) e 4
géneros e duas espécies de reservatorios silvestres (Didelphis
marsupilais, Marmosa spp, Philander opossum e Proechimys spp) de T.

cruzi em Coari e Manaus.

Em triatomineos observou-se maior ocorréncia das espécies de Rhodnius
pictipes e R. robustus em ambientes urbanos e em reservatorios de

Didelphis marsupialis em areas periurbanas de Manaus.

Registrou-se a ocorréncia de formas imaturas e adultas de Triatomineos,
em 5 das 10 espécies de palmeiras estudadas, com maior frequéncia das
espéecies de R. robustus e R. pictipes em Mauritia flexuosa em ambientes
urbanos de Manaus. Encontrou-se ainda formas adultas de Panstrongylus

geniculatus e Eratyrus mucronatus dentro do domicilio em area rural.

Detectou-se alta taxa de infecgdo natural por T. cruzi tanto em
triatomineos quanto em reservatorios silvestres sendo maior em Rhodnius

pictipes e em Didelphis marsupialis.

Registrou-se a ocorréncia de sete haplotipos da linhagem de T. cruzi Tcl,

tanto em vetores quanto em reservatorios.

|dentificou-se que o sangue de aves foi a fonte alimentar mais frequente
em Triatomineos coletados em ambientes rurais e urbanos de Manaus e

Coari no Amazonas.



5. LIMITAGOES DA PESQUISA E PESPECTIVA

A limitacdo maior deste estudo foi observada nas coletas desenvolvidas
fora do municipio sede, com poucos recursos para execugao de coletas de
material em maior tempo.

A pespectiva, continuar estudos sobre os vetores e hospedeiros silvestres
em maior escala, para melhor compreensao da dinamica de transmissédo da

doencas de Chagas aos humanos nessa regiao.
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7. ANEXOS

7.1 Procedimentos operacionais padrao
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1. Objetivo

Descrever o procedimento para extracdo de DNA de Trypanosoma cruzi, a
partir da camada leucoplaquetaria (buffy coat), do intestino ou fezes do vetor,
da cultura e do material no papel de filtro.

Definigoes
Isolamento da molécula de DNA, a partir de material biologico.

Campo de aplicagao
Pesquisa clinica e diagnostico laboratorial complementar.

4. Responsabilidades
Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado e de mestrado.
Além disso, alunos de iniciagao cientifica devem ser acompanhados.

5. Pop’S relacionados

POP_ENT_Procedimento da Reagédo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagndstico da infecgao pelo Trypanosoma cruzi — Protocolo GPI (Gene da
Glicose-6- fosfato isomerase).

POP_ENT __ Protocolo de purificacdo para o sequenciamento: Precipitagao do
produto da PCR com Polienoglicol (PEG).

POP_ENT __ Protocolo da reacao de sequenciamento para o analisador

automatico ABI 310 (sequenciador).
6. Equipamento de protecido necessario

Jaleco, luvas, mascara e touca.

7. Recursos necessarios

7.1 Amostra

7.1.1. Camada leucoplaquetaria (buffy coat), do intestino ou fezes do vetor, da
cultura e do 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 uL, 10 L, 100 pL e 1000 pL.

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

7.2.5. Frasco lavador com alcool 70%.



7.3 Equipamentos

7.3.1. Centrifuga

7.3.2. Banho-maria e termémetro (56°C)
7.3.3. Agitador de tubos (Vortex)

7.4 Reagentes, meios e solugoes

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

8.1. Informagoes importantes antes de iniciar os procedimentos

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagéo das
amostras submetidas a PCR:

*Limpar a bancada onde se ira trabalhar e as pipetas que serao utilizadas com
hipoclorito de sédio e alcool 70%, antes e apds o procedimento.

*Empregar materiais de consumo novos (nao reciclados).

*Distribuir os reagentes em pequenas aliquotas, incluindo 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 homogeneizagéao.

*Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de sddio e

submetido a luz UV.
Durante toda a execucédo da técnica, usar luvas, que deverao ser descartadas a cada
contaminagao por amostra.

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 uL do material (se < 200
uL, completar com PBS);

8.2.2. Adicionar 20 uL de Proteinase K;

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

8.2.4. Adicionar 200 uL do Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexar para obter
uma solugdo 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 (tomar cuidado com a
esponja da coluna);

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

8.2.13. Descartar o tubo coletor e colocar a coluna em um novo tubo coletor;
8.2.14. Adicionar 500 uL de Wash Buffer 2 (observar se esta preparado);




8.2.15. Centrifugar a coluna em velocidade maxima por 3 minutos;

8.2.16. Colocar a coluna em um novo microtubo (Eppendorf);

8.2.17. Adicionar mais 25 pL - 200 pL do Genomic Elution Buffer na coluna;
8.2.18. Centrifugar a coluna em velocidade maxima por 2 minutos;

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

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

8.3. Material: 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. Utilizar Y4 do vetor, remover e descartar as pernas;

8.3.2. Adicionar 90 yL do Genomic Digestion Buffer e macerar;

8.3.3. Adicionar mais 90 yL do Genomic Digestion Buffer ao macerado;
8.3.4. Adicionar 20 pL de Proteinase K;

8.3.5. Incubar a 55°C de 4 a 24 horas;

8.3.6. Centrifugar em velocidade maxima por 3 minutos em temperatura
ambiente;

8.3.7. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo (Eppendorf);
8.3.8. Adicionar 20uL de RNAse A, vortexar e incubar em temperatura
ambiente por 2 minutos;

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

8.4. Material: Papel de filtro com material
Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen): Blood
spots.

8.4.1. Cortar 2-5 pedacgos de papel filtro, cada 2-3mm e adicionar em um
microtubo (Eppendorf);

8.4.2. Adicionar 90 yL do Genomic Digestion Buffer e macerar;

8.4.3. Adicionar mais 90 yL do Genomic Digestion Buffer ao macerado;
8.4.4. Adicionar 20 uL 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 para obter
uma solugdo 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 referéncia

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

10. Limitacdes



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 extragao por kit, geralmente, perdem mais DNA no
processo de purificagdo do que protocolos de extragao, utilizando métodos
caseiros.

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

12. ANEXOS
12.1 Separacgao do soro, plasma e camada leucocitario nas amostras (“buffy
coat’).

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

Fonte: Ortiz, J. 2019.

Etapa 1: Separar trés microtubos e identificar.

1 E

Fonte: Ortiz, J. 2019.
Etapa 2: Do tubo vermelho separar o soro (1), do tubo roxo separar o plasma
(2) e o “buffy coat”

(3)

Obs: Este material deve ser armazenado em freezer -20°C
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OBJETIVOS

Descrever o procedimento da PCR (reagao em cadeia da polimerase) € o
protocolo mini exon para o diagnostico da infecgéo pelo Trypanosoma cruzi e
diferenciagao de linhagens Tcl, Tcll, Z3 e T. rangeli

DEFINIGOES

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 reacéo enzimatica, na auséncia de um
organismo vivo. Iniciador ou primer: pequena sequéncia de DNA ou RNA, a
partir da qual pode se iniciar a replicagao do DNA.

APLICAVEL

O procedimento se aplica a pesquisa clinica e ao diagnéstico laboratorial de
pesquisa.

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

Procedimento para extragao de DNA por kit, utilizando PureLink Kit®
(Invitrogen).

Procedimento da PCR (reagdo em cadeia da polimerase) para o diagnéstico da
infecgao pelo Trypanosoma cruzi - Protocolo COIll (subunidade Il da citocromo
oxidase).

RECURSOS NECESSARIOS

DNA extraido: A partir da extracao, por Kit ou caseira
Materiais:

6.2.1 Tubo tipo Eppendorf de 0,2 mL e 1,5 mL



6.2.2 Ponteiras descartaveis com filtro em suporte apropriado
6.2.3 Pipetas de 2, 10, 100 e 1.000 pL

6.2.4 Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio
6.2.5 Frasco lavador com alcool 70%

.2.6 Elenmeyer 100ml

62.7 Proveta 100ml

6.3 Equipamentos:

6.3.1 Termociclador

6.3.2 Fonte de eletroforese

6.3.3 Agitador de tubos

6.3.4 Microondas

6.4 Reagentes, meios e solugdes:

6.4.1 Frasco com agua ultrapura

6.4.2 Buffer de PCR 10x

6.4.3 MgCI2 50mM

6.4.4 Nucleotideos dATP + dCTP + dTTP + dGTP 10mM
6.4.5 Primer: Tcl

6.4.6 Primer: Tcll

6.4.7 Primer: Z3

6.4.8 Primer TR

6.4.9 Exon

6.4.10 Enzima Taq Polymerase Platinum 5U

6.4.11 Marcador de peso molecular

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

6.4.12 Solugao tampao para eletroforese

Diluir o TBE 10X para 1X (100ml de TBE 10X para 900ml de agua destilada
6.4.13 Tampéo de corrida

6.4.14 Brometo de etidio

PROCEDIMENTOS

7.1 Mix da PCR

As quantidades fornecidas a seguir correspondem a valores empregados para
uma unica amostra de DNA.

Obs: A cada reacéo incluir uma aliquota de amostra, comprovadamente
positiva, além do controle negativo (apenas o mix).

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

Reagentes Quantidade (pl)
H20 31,00
Buffer de PCR 10x 5,00
~MgClz 3,00
dNTP 3,00
Tcl 0,50
Tcll 0,50
Z3 0,50
TR 0,50
Exon 0,50
Taq DNA Polimerase 0,50

Total 45,00




Obs: Adicionar os reagentes, na ordem do maior volume para o menor,
deixando a Taq Polimerase por ultimo. A mistura deve ser realizada o tempo
todo no gelo.

7.1.2 Apb6s homogeneizagao, transferir 45 uL da mistura anterior para um tubo
Eppendorf de 0,2 uL
7.1.3 Adicionar 5uL do DNA extraido

7.2 Ciclos Térmicos
7.2.1 Introduzir os tubos no termociclador, programados para os seguintes
ciclos de temperatura e tempo:

95°C 5 min 1X
94°C 30 seg

55°C 30 seg 35X
72°C 30 seg

72°C 10 min 1X
4°C Infinito

7.3 Controles

7.3.1 A cada reagao, adicionar uma amostra, comprovadamente positiva e uma
negativa (um eppendorf com apenas 0 mix)

7.4 Eletroforese

7.4.1 Para fazer um gel de 2%

7.4.1.1 Pesar 2g de agarose

7.4.1.2 Medir em uma proveta 100ml de TBE

7.4.1.3 Adicionar em um elenmeyer a agarose e o TBE

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

7.4.1.5 Montar uma placa molde com um pente para formar os pog¢os no gel
7.4.1.6 Adicionar a mistura na placa e aguardar a polimerizagéo

7.4.2 Colocar a placa com gel na cuba de eletroforese

7.4.3 Adicionar o tampao de eletroforese (TBE 1x).

7.4.4 Misturar 2 pL de tampéao de corrida e 8 yL de DNA, amplificado em cada
poco no gel

7.4.5 No primeiro pogo do gel aplicar 5 pyL da solugéo diluida do marcador de
peso molecular

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

7.4 Revelagao

7.4.1 Fazer a leitura do gel no Transiluminador - UV

7.4.2 A visualizacdo de uma unica banda de pares de base, com peso
molecular de 200pb, indicara a presenca de DNA de Trypanosoma cruzi
amplificado (PCR positiva).

LIMITAGCOES E CUIDADOS A SEREM TOMADOS

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagéo das
amostras submetidas a PCR:



- Limpar a bancada onde ira trabalhar e as pipetas que irdo utilizar com
hipoclorito de sddio e alcool 70% antes e depois do procedimento.

- Empregar materiais de consumo novos (nao 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 homogeneizagéo.

-Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de sédio e
submetido a luz UV.

- Durante toda a execugao da técnica, usar luvas que deverao 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-amplificagcéo, todos os tubos com reagentes deverao ser
deixados em banho de gelo até o momento de serem introduzidos no
termociclador.

REFERENCIAS

Fernandes O, Santos SS, Cupolillo E, Mendonga B, Derre R, Junqueira ACV, et
al. A mini-exon multiplex polymerase chain reaction to distinguish the major
groups of Tryopanosoma cruzi and T. rangeli in the Brazilian Amazon. Trans R
Soc Trop Med Hyg. 2001;95(1):97-9.
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OBJETIVO

Descrever o procedimento da PCR — protocolo COIl utilizado para o
diagndstico complementar da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi e diferenciagao
de linhagens Tcl, Tcll e Zimodema 3 (Z3).

DEFINIGOES

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 reacéo enzimatica, na auséncia de um
organismo Vivo.

Iniciador ou primer: pequena sequéncia de DNA ou RNA a partir da qual pode
se iniciar a replicagdo do DNA.

CAMPO DE APLICAGAO
Pesquisa clinica e diagnostico laboratorial complementar.

RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, e de mestrado.
Alunos de iniciag&o cientifica devem ser acompanhados.

POP’'S RELACIONADOS
POP armazenamento
POP extracdo de DNA
POP PCR GPI

POP Sequenciamento

EQUIPAMENTO DE PROTEGCAO NECESSARIO
Jaleco

Luvas

Mascara

Touca

RECURSOS NECESSARIOS
Amostra



7.1.1. DNA extraido (conforme POP Extragdo de DNA)
Materiais

7.2.1. Microtubo (Eppendorf) de 0,2 mL e 1,5 mL.

7.2.2. Ponteiras descartaveis com filtro, em suporte apropriado.
7.2.3. Pipetal de 2 uL, 10 pL, 100 yL e 1000 uL.

7.2.4. Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio.
7.2.5. Frasco lavador com alcool 70%.

7.2.6. Erlenmeyer (100mL).

7.2.7. Proveta (100mL).

Equipamentos

7.3.1. Termociclador

7.3.2. Fonte de eletroforese
7.3.3. Agitador de tubos (Vortex)
7.3.4. Microondas

Reagentes, meios e solugoes

7.4.1. Frasco com agua ultrapura (H20 UP).

7.4.2. Buffer de PCR 10x.

7.4.3. MgCl2 50mM.

7.4.4. Nucleotideos dNTPs( dATP + dCTP + dTTP + dGTP 10mM).

7.4.5. Primer: TcMit 31 (5" — TAAATAATATATATTGTACATGAG- 3’) 50mM.
7.4.6. Primer: TcMit 40 (5" — CTRCATTGYCCATATATTGT- 3’) 50mM.

7.4.7. Enzima Taq polimerase (Taq Polymerase Platinum) 5U.

7.4.8. Marcador de peso molecular (Diluir o marcador: 40 pyL de agua destilada
+ 10 yL de tampao de corrida + 10 yL do marcador de peso molecular).

7.4.9. Solugéo tampéo para eletroforese (Diluir o TBE 10X para 1X: 100mL de
TBE 10X + 900mL de agua destilada.

7.4.10. Tampéao de corrida.

7.4.11. Brometo de etideo.

PROCEDIMENTOS

Mix da reagao (PCR)

Obs. 1: As quantidades fornecidas a seguir correspondem a valores
empregados para uma unica amostra de DNA.

Obs. 2: A cada reacgao, incluir uma aliquota de amostra positiva, além do
controle negativo (apenas o mix).

8.1.1. Em um microtubo (Eppendorf), acrescentar os seguintes produtos:

Reagentes Quantidade (uL)
H20 36,30

Buffer de PCR 10x 5,00

MgCl: 1,50

dNTP 1,00

TcMit 31 0,50

TcMilt 40 0,50




Taq DNA Polimerase 0,20
Total 45,00
DNA 5,00

Obs. 3: Adicionar os reagentes, na ordem do maior volume para o menor,
deixando a Taq polimerase por ultimo. A mistura deve ser realizada o tempo
todo no gelo.

8.1.2. Ap6s homogeneizacgéo, transferir 45 pL da mistura anterior para um
microtubo (Eppendorf) de 0,2 pL.

8.1.3. Adicionar 5 yL do DNA extraido.

Ciclos térmicos

8.2.1. Introduzir os tubos do termociclador, o qual é programado para os
seguintes ciclos de temperatura e tempo:

95°C 5 min 1X
95°C 30 seg

48°C 1 min 35X
72°C 1 min

72°C 5 min 1X
4°C Infinito

Controles

8.3.1. A cada reacgao adicionar uma amostra positiva e uma negativa (um
Eppendorf com apenas um mix)

8.4 Eletroforese em gel de agarose

8.4.1. Para fazer um Gel 2%: pesar 2g de agarose; medir em uma proveta
100mL de TBE; adicionar em um erlenmeyer a agarose + TBE; levar ao micro-
ondas até diluir (aparéncia limpida).

8.4.2. Montar uma placa molde com um pente, para formar os pog¢os no gel;
8.4.3. Adicionar a mistura 5 yL de brometo de etideo e, logo, colocar essa
mistura na placa e aguardar a polimerizagao;

8.4.4. Colocar a placa com gel na cuba de eletroforese;

8.4.5. Adicionar o tampéao de eletroforese (TBE 1X);

8.4.6. Misturar 2 yL de tampao de corrida e 5 yL de DNA amplificado em cada
poco no gel;

8.4.7. No primeiro poco, aplicar 5 pL da solugéo diluida do marcador de peso
molecular;

8.4.8. Promover uma corrida de, aproximadamente, 40 minutos a 100V (volts) e
90A (amperes) de corrente.

8.5 Revelagao

8.5.1. Fazer a leitura do gel no Transiluminador-UV;

8.5.2. A visualizacdo de uma unica banda de peso molecular 420pb indicara a
presenca de DNA de Trypanosoma cruzi amplificado (PCR positiva)
LIMITACOES

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagéo das
amostras submetidas a PCR:



*Limpar a bancada onde ira trabalhar e as pipetas que irdo utilizar com
hipoclorito de sddio e alcool 70% antes e depois do procedimento.

*Empregar materiais de consumo novos (nao 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 homogeneizagéao.

*Todo o material permanente devera ser limpo com hipoclorito de sodio e
submetido a luz UV.

Durante toda a execugao da técnica, usar luvas que deverao ser descartadas a
cada contaminagao 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-amplificagéo, todos os tubos com reagentes deveréao ser
deixados em banho de gelo até o momento de serem introduzidos no
termociclador.

REFERENCIAS

1. Avila HA, Sigman DS, Cohen LM, Millikan RC, Simpson L. Polymerase chain
reaction amplification of Trypanosoma cruzi kinetoplast minicircle DNA isolated
from whole blood lysates: Diagnosis of chronic Chagas disease. Mol Biochem
Parasitol 1991; 48:211-22.

2. Gomes ML, Macedo AM, Vago AR, Pena SD, Galvao LM, Chiari E.
Trypanosoma cruzi: optimization of polymerase chain reaction for detection in
human blood. Exp Parasitol 1998; 88: 28- 33.

3. Sturm NR, Degrave W, Morel CM, Simpson L. Sensitive detection and
schizodeme classification of Trypanosoma cruzi cells by amplification of
kinetoplast minicircle DNA sequence: use in diagnosis of Chagas disease. Mol
Biochem Parasitol 1989; 33: 205-14

ANEXOS

ANEXO 1l

Identificacdo e separacao do soro, do plasma e da camada leucocitaria nas
amostras.

COM ANTICOAGULANTE

%
Plasma
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TITULO: Xenodiagnéstico direto

Elaborado por: Revisado e aprovado | Data de aplicagcao
Rubens Celso Andrade por:
Junior, Emily Moura, Laylah —
Maga|haes Data 93 proxima
revisao
OBJETIVO

Descrever os procedimentos necessarios para xenodiagnostico, direto em pacientes
com doenga de Chagas aguda ou crénica.

DEFINICOES
Nao se aplica

CAMPO DE APLICACAO
Este POP aplica-se a servigos de xenodiagnéstico por triatomineos, realizados pelo
centro de entomologia da Fundag&o de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado.

RESPONSABILIDADES
Gerentes, técnicos e alunos PAIC e Pds-graduacao.

POP’S RELACIONADOS
Criagao de triatomineos
5.2 Detecgdo de Trypanosoma cruzi por compressdo abdominal.

EQUIPAMENTO DE PROTECAO INDIVIDUAL
Touca

Mascara

Jaleco descartavel

Luva descartavel

7. RECURSOS NECESSARIOS
Equipamentos utilizados:
Poltrona

Materiais utilizados

20 ninfas de triatomineos de cada espécie (40 no total)
Lapis

Borracha

Pinga de ponta fina
Dexametasona

Alcool 70%

Gaze

Atadura

Tesoura

Esparadrapo

Fild

Papel filtro




Liga elastica
Ficha para histdrico do paciente
Alcool iodado

PROCEDIMENTOS

Separacgao dos insetos

Separar os insetos em potes limpos e que estejam em jejum no minimo 30 dias.
Seguir o protocolo de criagao de triatomineos item 8.1.3

Apos a finalizagao da separacgio dos insetos, identificar o pote com o nome do
paciente e a data;

Reservar numa bandeja a dexametasona, gaze, esparadrapo, atadura, tesoura e
alcool 70% e alcool iodado;

Realizagdo do exame

Cortar a atadura no tamanho apropriado que envolva o braco do paciente, sendo
utilizados os dois bragos para o exame;

Com o paciente sentado sobre a poltrona e bragos esticados, sobrepor o pote de
triatomineos na regido frontal do antebrago, sentido que o filo esteja em contato com a
pele;

Apos a sobreposicéo do pote, contornar a atadura em toda a regido do antebrago do
paciente.

Resguardar o tempo de 1h, para finalizagdo deste exame;

Apos a finalizagdo do exame, retirar o pote com triatomineos e reserva-los para
posterior acondicionamento na sala de criagao de triatomineos.

Fazer a assepsia com alcool 70% e alcool iodado e friccionar dexametasona no local
da realizacdo do exame.

Preenchimento do histérico do Paciente

No intervalo de espera do exame, iniciar o preenchimento do histérico do paciente,
descrevendo todas as informagdes necessarias;

Ap6s o preenchimento, guardar no ficheiro da pasta de xenodiagnéstico, mantidas na
sala de criagao de triatomineos.

Apo6s a finalizagdo dos métodos, preencher a requisigéo para entrega do exame ao
paciente, respeitando a forma da doenga de Chagas: agudo (30 dias) e cronico (90
dias).

Infecgao natural

O exame para formas flagelares, a partir dos Triatomineos oriundos de pacientes com
chagas aguda, podera ser iniciado a partir do 7° dia e 90 dias, para os casos na forma
cronica.

Selecionar duas espécies, por pote, para fazer a compressao abdominal e leitura de
todo conteudo estomacal

Seguir protocolo de detecgdo de Trypanosoma cruzi por compressao abdominal.
LIMITACOES

Taxa de mortalidade de vetores alta

Sensibilidade do exame é baixa
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
TiTULO: Detecgado de Trypanosoma cruzi em triatomineos por compressao
abdominal

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagédo
Rubens da Silva Junior

Laylah Magalhaes

7 2 Data da proxima revisao
Silvia Justiniano

OBJETIVO
Descrever o procedimento para detecgédo de Trypanosoma cruzi em
triatomineos.

DEFINIGOES

Nao se aplica

APLICAVEL A:

Pesquisa parasitaria em triatomineos que possam estar infectados por T. cruzi
RESPONSABILIDADES

Geréncia da Entomologia, técnicos e alunos de mestrado e doutorado.

POP’S RELACIONADOS
Cultivo de T. cruzi em meio soélido (meio NNN)

EQUIPAMENTOS DE PROTEGAO
Oculos de protecéo
Jaleco
Luvas
Mascara

RECURSOS NECESSARIOS
Placa de petri

Pincas

Laminas

Laminulas

Soro fisiolégico

Seringa de 1ml

Papel toalha

Microtubos 1,5 ml

Tesoura

EQUIPAMENTOS NECESSARIOS

Lupa estereoscopica

Microscopio

PROCEDIMENTOS

Acondicionar o triatomineo em placa de petri e levar a lupa;

Com auxilio de pingas, imobilizar o triatomineo, pelo térax, sobre a lamina;

Com outra pinca fazer leves compressdes no abdémen do inseto, de cima para baixo,
até que as excretas saiam;

Cortar o ultimo segmento do abdémen e, com auxilio de pinga, retirar o intestino médio
de forma lenta.

Macerar o intestino médio na lamina.



Em triatomineos recentemente mortos, em que nao é possivel excretar fezes: inocular
soro fisiologico diretamente no abdémen do inseto, em seguida, repetir o item 8.3
Guardar o triatomineo em microtubo de 1,5 ml, devidamente identificado, em freezer a
-20°C

Utilizar uma gota de soro fisioldgico sobre as fezes e espalhar com auxilio da agulha.
Por a laminula sob a ldmina e levar ao microscopio na objetiva de 40x.

Buscar formas flageladas, caracteristicas de Trypanosoma sp., em diferentes campos,
cobrindo toda a area da laminula.

Apos confirmagéao para formas flageladas, notificar o técnico reponsavel.

Para cultivo em meio de cultura, lavar a lamina com soro fisiolégico em placa de petri
estéril.

Utilizar seringa estéril para fazer sucgao do material da placa.

Transportar até a camara de fluxo laminar — seguir protocolo de in6culo em meio de
cultura por meio do POP

NOTA: A negatividade da lamina nao descarta a possibilidade de infecgao.
Verificar crescimento em cultura e/ou detec¢ao por técnicas moleculares.

LIMITACOES
Nao é possivel realizar este procedimento com triatomineos secos ha muito tempo.

REFERENCIAS

SILVA, I. G. LUQUETTI, A. O. SILVA, H. H. G. importancia do método de obtencéo
das dejecdes dos triatomineos na avaliagdo da susceptibilidade triatominica para
Trypanosoma cruzi. rev. Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 26(1):19-24, 1993
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP
TITULO: Coleta de triatomineos em campo, por busca ativa e uso de armadilhas

Elaborado por: Revisado e aprovado por: Data de aplicagédo
Rubens Celso Andrade da Abril de 2019
Silva Junior

Laylah Magalhaes Data da préoxima revisao

OBJETIVO

Capturar exemplares de triatomineos para estudo de biologia e infecg&o
natural.

DEFINIGOES

Triatomineos: Na nossa regido sao tipicamente silvestres, isto é, espécies
encontradas frequentemente em ecétopos naturais e, que raramente
frequentam as habitacbes humanas e suas dependéncias. Consequentemente,
de forma acidental, entra em contato com o homem e mamiferos domésticos,
surgindo focos naturais.

APLICAVEL
Coleta de triatomineos em campo por busca ativa.
RESPONSABILIDADES

Gerente do laboratério de entomologia médica, técnicos, alunos de doutorado e
mestrado.

POP’S RELACIONADOS

5.1 Criacéo de laboratério

COLETA POR BUSCA ATIVA
Equipamentos de protegao
Luvas

Calga e camisa de mangas longas

Sapato fechado

RECURSOS NECESSARIOS

Tubos de falcom 50ml



Pingas entomologicas

Placa de petri plastica

Lanternas

Caderno de anotacgdes
Maquina fotografica

PROCEDIMENTOS

Com a permissao do morador, verificar cada cdmodo da casa, de maneira
sistematica.

Verificar cada parede do cdmodo existente na residéncia, verificando
principalmente em locais escuros e que contenham objetos e moveis que
possam albergar o inseto (Anexo B).

Ao encontrar um triatomineo, usar pinga entomoldgica para captura, evitando
seu desmembramento, colocando o inseto dentro do tubo falcon com tampa
(Anexo B).

Identificar o tubo com enderec¢o da residéncia, comodo em que foi encontrado e
eventuais circunstancias.

Acondicionar em bolsa para transporte.

Encaminhar a amostra para a geréncia de entomologia da FMTHVD.

Seguir protocolo de recepgéo e identificagdo triatomineos Iltem 9.
LIMITAGOES

O tempo da equipe no imével pode ser insuficiente para encontro eventual do
triatomineo.

O morador tem maiores chances de encontrar o inseto, por morar no local.
Instruir o morador a capturar os insetos de forma correta.

Entregar material didatico

COLETA COM ARMARDILHA NOIREAU
Equipamento de protecédo individual

Luva de malha

Oculos de protecéo

Camisas de manga longa e calga comprida
Botas

Equipamentos utilizados:
Haste de aluminio
Caderno de anotacgdes
Armadilhas noireau (Anexo A)
Barbantes
Camundongos

Pincel 1.0

Bloco de etiqueta

Lapis

Borracha

Pinga de ponta fina
Tercado

Faca

Abobora ou racao
Maquina fotografica
GPS

Pilhas



Fita dupla face

Estilete

Tibo falcon 50 mL

PROCEDIMENTOS

Material

Fazer todo o check-list dos materiais a serem utilizados um dia antes da coleta;
Arrumar todos os materiais de uso frequente na bolsa de coleta.

Reservar todos os materiais

Coleta triatomineos

Escolher previamente as areas de coletas, que contenham palmeiras com
fenologia caracteristicas para abrigo destes insetos;

Ao chegar ao local de coleta, selecionado previamente, deve-se aplicar o
desenho experimental desenvolvido pelo grupo de pesquisa;

Iniciar a picada mata adentro, com auxilio de um tergado e uma bussola,
anexando sempre o barbante no local selecionado, para demarcar e orientar a
equipe dos dias decorrentes a coleta;

Tirar as coordenadas geograficas com o GPS, anotando no caderno de campo,
bem como, gravando no aparelho;

Preparagao das armadilhas

Apos demarcar toda a area de coleta e selecao das palmeiras, preparar as
armadilhas, envolvendo-as externamente com fita dupla face;

Adicionar um punhado de serragem, um camundongo e uma fatia de abdbora
ou ragao no interior da armadilha;

Instalar as armadilhas nas palmeiras ou locais selecionadas;

Fotografar o local onde as armadilhas estavam associadas para posterior
identificacdo das espécies arbdreas;

Verificar as armadilhas diariamente, para troca de serragem e de alimentacgao;

Retirada de triatomineos da armadilha

Os triatomineos encontrados nas armadilhas serao coletados lentamente com
auxilio de uma pinga de ponta fina, evitando seu desmembramento (Anexo B);
Os triatomineos serdo conduzidos ao tubo de falcon com papel de filtro
devidamente identificado (area, data e associagao de palmeira;

Ao final da coleta, detalhar todas as informagdes necessarias para o estudo
(tipo de mata, temperatura, umidade).

REFERENCIAS
Jurberg J, Galvao C, Noireau F. Uma iconografia de Triatonineos. 2005. 48 p.
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TiTULO: Protocolo de reagdo de sequenciamento para analisador automatico
ABI 310

Elaborado por: Revisado e aprovado | Data de aplicacao
George Allan Silva por: Abril de 2019
Laylah Kelre Magalhaes Maria das Gragas Vale — —
Adaptado por Débora Barbosa Guerra Dat_a da proxima revisao
Raysa Sousa Rosa Amélia Abril de 2020

Goncalves Santana

OBJETIVO

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

DEFINIGOES

O sequenciamento de DNA é o processo realizado apos a PCR para se
determinar a sequéncia exata de nucleotideos em uma molécula de DNA
(acido desoxirribonucleico). Isso possibilita identificar o organismo ao qual
pertence uma amostra e diferenciar cepas de microrganismos patogénicos.

CAMPO DE APLICAGAO

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

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

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

POP_ENT- Procedimento da PCR (reagao em cadeia da polimerase) para o
diagndstico da infecgao pelo T. cruzi- Protocolo GPI (Gene da Glicose-fosfato
isomerase).

POP_ENT- Protocolo de purificagdo para o sequenciamento: Precipitacao de
produto da PCR com Polienoglicol (PEG).

EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO

Jaleco, calgado fechado, mascara, luvas, touca



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 pL.

7.1.4 - Caixa de descarte de material com hipoclorito de sddio.
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)

PROCEDIMENTOS
8.1 Preparacgao 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 pogos. Adicionar a amostra em cada
tubo ou poco.
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Placa com 96 pogos

Reagentes do Mix Quantidade 1x*
Agua ultratrapura** 3,7uL

Buffer 5X (Save Money) 2 uL

Primer (3,3 uM) 1L

Big Dye 0,3 uL

Volume do Mix*** 7 uL

Amostra ( produto da PCR purificado) 3 uL

Volume Total do Mix 10 pL

*Quantidade para uma amostra, que 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 pL.

*** Muda dependendo da quantidade de amostra utilizado.

8.1.2. Depois de colocar o mix e as amostras na placa, é necessario lacrar a
placa com a fita seladora e leva-la ao termociclador;

8.1.3. Introduzir os tubos no termociclador programado para os seguintes ciclos
de temperatura e tempo:

95°C 1 min 1X
95°C 15 seg

55°C 10 seg 15X
60°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
60°C 2min

4°C Infinito

8.1.4 Apés o término na reagao no termociclador

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, evitando a
luz.

Apos a centrifugagao, misturar, na mesma proporgéo, o EDTA 125mM e o
acetato de sédio a 3M (ph 5,2). Adicionar em cada pogo o EDTA e o acetato de
sodio (1 uL de acetato + 1 uL de EDTA= 2 uL mix).

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

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



Selar a placa com strips e misturar por inversao (4x) e manualmente;

Incubar, por 15 minutos, em temperatura ambiente, ao abrigo de luz e envolver
a placa com papel aluminio;

Apos o periodo de incubacéo, 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 nao for
possivel. Fazer um spin na placa por +2 minutos, antes de iniciar a proxima
etapa.

Inverter a placa manualmente e fazer um spin até 180 RCF, por 1 minuto,
removendo-a da centrifuga;

Obs: A inversio desta placa deve ser manual, sobre uma pia, com um so6
movimento rapido, para evitar contaminagao dos pog¢os. Com a placa invertida
sobre o papel toalha disposto na bancada, bata delicadamente por 8x, para
retirar o excesso de etanol e fazer um spin de 1 minuto.

Adicinar 35 uL de etanol a 70% em cada um dos pocos;
Obs: Utilizar pipeta multicanal.
Centrifugar, por 15 minutos, a 4°C e 1650 RCF;

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

Obs: A inversio desta placa deve ser manual, sobre uma pia, com um so6
movimento rapido, para evitar contaminagao dos pog¢os. Com a placa invertida
sobre o papel toalha disposto na bancada, bata delicadamente por 8x, para
retirar o excesso de etanol e fazer um spin de 1 minuto.

Incubar a placa a 52°C por 15 minutos;

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

Importante: Caso nao for colocar a placa no sequenciador, imediatamente,
colocar o selo, com a placa seca, envolve-na com o papel aluminio para
protegé-la da luz e congele-a.

Acrescentar em cada pogo 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 nao entre
em contato com poco.

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
pares.



PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA
Nao se aplica

10.LIMITAGOES

Nao se aplica

11.REFERENCIAS

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

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.

Fundacgao Osvaldo Cruz m VA
Laboratério de Ciéncias Biolégicas
Escola Nacional de Saude Publica
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TiTULO: Protocolo da técnica ELISA — Deteccéo de fonte alimentar

Material necessario

Obs. Se houver risco quimico ou bioldgico, advertir quanto aos cuidados
necessarios

Obtengao dos Antigenos:

As proteinas utilizadas como antigenos s&o obtidas a partir da coleta de
sangue de animais que atuam como possiveis hospedeiros dos insetos
analisados. Apds a coleta, deixar a amostra de sangue na temperatura
ambiente para retragdo do coagulo. Centrifugar a 3000 g, durante 10 minutos,
para separacgao do soro. Estocar o soro a — 20°C até o momento do uso.

Producao dos anti-soros:

Inocular coelhos da linhagem Nova Zelandia, com peso superior a 2 kg com
antigenos do soro de animais, que atuem como possiveis fontes de
alimentagao.

Misturar 500 uL do soro com 500uL de adjuvante de Freund, completo na
primeira inoculagao e, incompleto nas inoculagdes subsequentes.




Os in6culos deverao ser feitos a cada 7 dias, por via intramuscular por um
periodo de, aproximadamente, 3 semanas.

Sangria e avaliagao dos soros:

Apo6s 10 dias do término do esquema de imunizagao, fazer a sangria do coelho
por meio de pung¢ao da veia marginal da orelha para verificagdo dos titulos dos
anti-soros pelo método de precipitagado. Caso os titulos obtidos sejam
satisfatérios, realizar o dessangramento com eutanasia seguindo os protocolos
aprovados pela comisséo de ética animal (CEUA — FIOCRUZ).

Preparo das amostras:

4-a: Material necessario:

Laminas de microscopia escavadas

Microscopio estereoscopico

Pincas e estilete

Micropipetas de volume ajustavel de 10 a 100 uL

Ponteiras descartaveis

Solugéo Salina tamponada com fosfatos (PBS) pH 7,2 - 0,01 M
Microtubos de 500 uL

4b - Coleta dos materiais

Ap0s capturados e identificados, dissecar os insetos, com o auxilio do
microscopio, pingas e estilete, separando o abdémen do térax. O abdémen &
dissecado e o conteudo do tubo digestivo € macerado com 100 puL de PBS.
Esta amostra devera ser armazenada em freezer a —20° C até o momento da
analise.

5-TESTE
Sensibilizagao das placas

Placas de poliestireno de 96 pogos, sensibilizadas com 50 uL de amostra
diluida a 1:20 em tampéao carbonato bicarbonato. Apds a colocagao das
amostras, as placas permanecem em camara umida por 2 horas em estufa a
37°C.

Colocacgao dos antissoros

Apos o periodo de sensibilizacdo, a placa é lavada em lavadora de microplacas
com PBS acrescido de Tween 20 a 0,05%.



Soros de coelho imunizado com diferentes antigenos dos soros animais (anti-
soro), pesquisados como fonte alimentar, sao diluidos a 1:2000 em PBS/Tween
20, acrescidos de leite em p6 desnatado, na proporgéao a 1% (Tampao de
diluicao).

S&o colocados 100uL de anti-soro diluido em contato com a amostra diluida.
Segue-se um periodo de incubagao de 30 minutos a 37°C em camara umida.

Ap0s a incubagao, ocorre nova lavagem da placa nas mesmas condigdes
descritas anteriormente.

Colocagao do conjugado

Em seguida, é feita uma solugao contendo conjugado diluido (IgG de cabra
anti-Ig total de coelho conjugada a peroxidase-Sigma Chemical USA) em
tampéo de diluigdo a 1:20000. Sdo colocados 100uL desta solugdo em cada
poco da placa.

Novo periodo de incubacgao é realizado como descrito na etapa anterior
Revelagao do Teste

Ap0s o periodo de incubagdo com o conjugado, segue-se nova lavagem, como
ja descrita, e inicia-se a etapa de revelagéo dos resultados.

Em cada pogo da placa sao colocados 100 pL de tamp&o de revelagao, que
consistem em uma solugao contendo 25 mL de tampao citrato-fosfato, 10uL de
agua oxigenada 30 vol. e 10 mg de OPD (ortophenilene di-amine Sigma
Chemical USA).

Segue-se um periodo de incubagao de 15 minutos a temperatura ambiente. A
seguir, sdo colocados 50 puL de solugéo de acido sulfurico 1N para bloqueio da
reacao e posterior leitura em leitora de microplacas, utilizando filtros de 490nm.

Interpretacao dos resultados

ApOs realizacdo de analises estatisticas, considera-se que somente as
amostras com valores de absorbancia superiores ao valor de cut off* serao
interpretadas como positivas.

*Valores médios de absorbancia obtidos a partir dos controles negativos
somados a 3 desvios padrao.

Obs: Em cada placa sao utilizados, como controles positivos, os antigenos
utilizados para imunizacéo dos coelhos. Sao esperados para validagao dos
controles positivos leituras de absorbancia superiores a 1,0.

Como controles negativos sdo utilizados insetos ndo alimentados ou soros
heterologos utilizados no teste.

6- SOLUCOES UTILIZADAS:
Solucao salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01 MpH 7,2a7,4

NaCl 16,36 g cloreto de sodio
Na:HPO4 (7H20) ------- 3,98 g fosfato de sédio dibasico
NaH2PO4 (H20) --------- 0,71 g fosfato de s6dio monobasico




H20 destilada gsp 2L

Pesar os reagentes em recipientes independentes, limpos e secos.

Diluir os reagentes, pesados em becker de 1L, contendo agua destilada em
volume necessario para total dissolugéo dos reagentes.

Apos dissolucao dos sais, verificar o pH que devera estar na faixa de 7,2.
Transferir a solugao para baldao volumétrico e completar o volume para 2 litros
com agua destilada.

Verter a solugdo para recipiente com etiqueta de prote¢ao transparente e
impermeavel, descrevendo data do preparo e nome do preparador.
Tampéao citrato-fosfato pH 4,9 — 5,2 (para DAB e OPD)

Solucéo fosfato :

NaH2POs. HO - 11949

NaH2PO4 . 7TH.O  -------- 22,2 g

Pesar o reagente abaixo e diluir em 1 litro de agua destilada

Solucéo citrato :

Acido citrico ----- 79

g.s.p. 1 litro de agua destilada

Preparo do tamp&o:

Colocar 1 parte de acido + 9 partes de fosfato

Medir o pH que deve estar entre 4,9-5,2; se <4,9 titular com solugao fosfato; se
>5,2 titular com a solugdo de acido citrico até atingir pH na faixa de 4,9-5,2
Tampao carbonato-bicarbonato pH9.,6 - 0,06M

NaH2CO3 - Bicarbonato de sodio :

X =5,04069g para 0,06 M

Pesar 5,04069g de bicarbonato de sédio e diluir em 1 litro de agua destilada
Na2COs3 - Carbonato de sddio:

105,99 ------ 1M

X 0,06 M

X=6,3594g para 0,06 M

Pesar 6,3594 g de carbonato de sodio e diluir em 1 litro de agua destilada
Em um becker, colocar 1 parte de carbonato + 4 partes de bicarbonato de
sddio. Verificar o pH que devera estar na faixa de 9,6. Se estiver maior, colocar
bicarbonato; se estiver menor, colocar carbonato.

Tampao de lavagem (PBS TWEEN)

Tween 20 1 mL

PBS 0,01M pH 7,2-7 .4 gsp 2L

Medir TmL de Tween 20 com pipeta e adicionar a 2L de PBS

Solucéo reveladora (ELISA)

OPD 0,01g

Tampao citrato-fosfato pH 5,1 --------- 25 mL

Diluir o OPD no tampéao citrato-fosfato e adicionar 10uL de peroxido de
hidrogénio (H202).

Tampao de diluicdo (PBS TWEEN - leite)

A cada 100 mL de tampao de lavagem (PBS tween), acrescentar 1 g de leite
em po6 desnatado (Molico).

Misturar e filtrar com filtro de papel.

Solucao bloqueadora (ELISA) - H2SO4 1N
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APROVAGAO COMISSAO DE ESTUDO COM USO DE ANIMAIS — CEUA

7
GOVERNO DO ESTADO DO

AMAZONAS

Comissio de Ktica no Uso de Animais (CEUA/FMT-HVD)
PARECER
Processo N° 003968/2016 FMT-HVD, de 19/09/2016.

Titulo do Projeto indicado no Formulério: Doenga de Chagas no Estado do Amazonas:
ecologia dos ciclos de transmissfio dos Municipios de Manaus, Coari e Tefé

Interessada: Maria da Gragas Vale Barbosa Guerra

Do preenchimento do Formuldrio Unificado para solicitagdo de Autorizagio para Uso de
Animais em Ensino e/ou Pesquisa — Anexo I

Todos os itens foram preenchidos e atendidos.

O referido projeto € parte integrante como do projeto: Estudo eco-epidemiolégico e clinico,
dinimica da transmissio e perspectiva de vigilancia e controle da infecgiio chagésica em
4rea dos rios Negro, Solimdes e Trombetas, nos Estados do Amazonas e Para

Instrugdo: A equipe do projeto possui experiéncia no manuseio de animais, de biotério, em
especifico camundongo. Destaca-se a presenga do médico veterindrio, na equipe, a fim de
garantir as orientagdes, supervisdes e prescrigdes necessérias, para o melhor manejo dos
animais. Anexo, sfo apresentadas as - Autoriza¢do para atividades com finalidade cientifica,
emitida pelo Sistema de Autorizagfo e Informagfio em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA), Ntmeros 12364-1, de
03/09/2007 e 12364-2, de 27/08/2008 para captura de animais silvestres. Além de
Aprovagiio N° 1836, de 07/02/2007, sob registro no Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos/FMT-AM N° 0360-07.

As atividades do projeto iniciaram no ano de 2007, portanto, anterior & data de vigéncia da
Lei 11.794, de 08/10/2008 e da sua regulamentago pelo Decreto 6.899, de 15/07/2009, da
obrigatoriedade das Institui¢des a implantagdes de CEUAs pelas Instituigdes, o que o torna
dispensével a luz da Lei.

Este € o parecer, s.m.j.

Manaus, 21 de setembro de 2016.

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Av. Pedro Teixeira, n° 25 — Dom Pedro .

Fone: (92) 2127-3555 / >N\ FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL SECRETARIA DE
Manaus — AM — CEP 69.040-000 \ %
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DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO ESTADO DE SAUDE
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CEUA FMT-HVD

Fundagéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado

PARECER CONSUBSTANCIADO E CERTIFICADO SOBRE PROTOCOLOS DE PESQUISAS NO USO
DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada " Doenca de Chagas no Amazonas: ecologia dos
ciclos de transmissdo nos municipios de Manaus, Coari e Tefé ", registrada com o n°
0039682016.008, sob a responsabilidade de Maria das Gragas Vale Barbosa Guerra - que
envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacfo Animal (CONCEA), e
foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Fundaggo
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, em reunifo de 23/09/2016.

Vigéncia da Autorizacdo

Finalidade: ( )Ensino (x ) Pesquisa Cientifica
'Némero da Solicitagdo ou Autorizagio SISBIO 12364-1 € 12364-2
Atividades: (x ) Captura

() Coleta de espécies
|(x ) Marcacéo
(x ) Outras: uso de roedores como isca

'Espécies/Grupos Taxondmicos Marsupiais e Roedores

| Local(is) de realizagdo das atividades Manaus, Coari e Tefé

Data de liberacio do Parecer: 23 de setembro de 2016

i
José Ansel ffonseca Neto

Presidente em exercicio - CEUA-FMT-HVD

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
AV. PEDRO TEIXEIRA, 25 —- BAIRRO D. PEDRO I - CEP 69.040-000 - MANAUS-AMAZONAS-BRASIL
FONE (0XX92) 2127-3402 — PABX (0XX92) 2127-3555 Ramal 3402
E-mail: fmt@fmt.am.gov.br - Homepage: www.fmt.am.gov.br




