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RESUMO

Os triatomineos sao insetos de grande importancia na saude publica por
serem vetores de Trypanosoma cruzi. Vivem em colbnias dentro ou proximo de
residéncias ou em ambientes silvestres. Na Amazbnia, onde ha grande
diversidade de espécies de animais, ndo ha domiciliacdo desses insetos e nos
ultimos anos tem crescido o numero de casos da doenga de Chagas. Esse
estudo teve como objetivo descrever em triatomineos do estado do amazonas:
distribuicdo espacial, infecgao natural, linhagem de T. cruzi, locais de registro,
bem como investigar a percepg¢ao da populag&o sobre a transmiss&o da doenga
de Chagas na regido. Foram incluidos dados sobre triatomineos entregues a
gerencia de entomologia da Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado, e dados secundarios cedidos pela Secretaria de Vigilancia em Saude
do Amazonas sobre a ocorréncia de triatomineos em diferentes cidades do
Estado do Amazonas. A taxa de infeccao natural dos triatomineos foi estimada
utilizando técnicas biomoleculares e a genotipagem dos isolados de T. cruzi
utilizando os genes da citocromo oxidade Il (Coll) e da Glicose-phosfato
Isomerase (GPI). Foi feito ainda um inquérito sobre a percepgédo da populagao
para a transmissao da doenca de Chagas. Entre 2010 e 2019 um total de 483
triatomineos foram registrados em 14 municipios do estado do Amazonas, e
identificadas seis espécies, sendo Rhodnius robustus (78,88%) e Panstrongylys
geniculatus (10,14%) as mais frequentes e Apui no sul do Amazonas, o
municipio de maior registro com 243/483 (50,31%) exemplares; 59 exemplares
foram entregues na GENT/FMTHVD distribuidos entre R. robustus 27/59
(45,53%), P. geniculatus 18/59 (30,51%), R. pictipes 13/59 (22,03%) e Eratyrus
mucronatus 1/59 (1,69%); 36/59 (61%) estavam infectados e foram detectadas
as linhagens Tcl, Tcll, Tclll e TclV. Foram aplicados 221 questionarios em
moradores de seis bairros da cidade de Manaus, 184 (83,25%) moram em até
50 metros de fragmentos florestais; 92% ja tinham ouvido falar da doenca, 139
(62,90%) nado conheciam nenhuma das formas de transmisséo do T. cruzi ao
homem (p = 0,001); 34/221 (15,38%) afirmaram ter encontrado barbeiros no
interior de suas residéncias. T. cruzi Tcll foi registrada pela primeira nesse
estado. Os dados aqui apresentados reforcam a importancia da vigilancia
epidemiologica, e do monitoramento desses vetores, particularmente na
Amazobnia. Agdes de educagao e inclusao da vigilancia participativa comunitaria
devem ser utilizadas como forma de orientar a populacédo para as medidas de
prevencao da doenca

Palavras Chaves: Vigilancia entomologica. DTU. Invasdo de domicilios.
Barbeiros.



viii

ABSTRACT

Triatomines are insects of great importance in public health because they
are vectors of Trypanosoma cruzi. They live in colonies inside or near homes or
in wild environments. In the Amazon, where there is a great diversity of animal
species, there is no domiciliation of these insects and in recent years the number
of cases of Chagas disease has grown. This study aimed to study spatial
distribution, detect natural infection, identify T. cruzi lineage in triatomines found
in residences in the state of Amazonas, as well as investigate the population's
perception of the transmission dynamics of Chagas disease in the region. We
included data on triatomines delivered to the entomology laboratory of the Dr.
Heitor Vieira Dourado Tropical Medicine Foundation, and secondary data
provided by the Amazonas Health Surveillance Secretariat (FVS) on the
occurrence of triatomines in different cities of the state of Amazonas. The natural
infection rate of triatomines was estimated using biomolecular techniques and
genotyping of T. cruzi isolates using the cytochrome oxicity Il (Coll) and Glucose
phosphate Isomerase (GPI) genes. A survey was conducted on the population's
perception of Chagas disease transmission. Between 2010 and 2019 a total of
483 triatomines were recorded in 14 municipalities of the Amazonas state, and
six species were identified. Rhodnius robustus (78.88%) and Panstrongylys
geniculatus (10.14%) were the most common; Apui in southern Amazonas, the
largest municipality with 243/483 (50.31%) specimens; 59 specimens were
delivered to GENT / FMTHVD distributed among R. robustus 27/59 (45.53%), P.
geniculatus 18/59 (30.51%), R. pictipes 13/59 (22.03%) and Eratyrus mucronatus
1/59 (1.69%); 36/59 (61%) were infected and T. cruzi Tcl, Tcll, Tclll and TclV
strains were detected. 221 questionnaires were administered to residents of
Manaus, 184 (83.25%) live within 50 meters of forest fragments; 92% had heard
of the disease, 139 (62.90%) did not know any forms of transmission of T. cruzi
to man (p = 0.001); 34/221 (15.38%) said they had found triatomine inside their
homes. The data presented here reinforce the importance of epidemiological
surveillance and monitoring of these vectors, particularly in the Amazon. T. cruzi
Tcll was first recorded in this state. Education actions and inclusion of community
participatory surveillance should be used as a way of orienting the population
towards disease prevention measures.

Key words: Entomological surveillance. DTUs. Household invasion. Kissing
bugs.



RESUMO LEIGO

Na Amazoénia existem varias doencgas transmitidas por insetos, as mais
conhecidas sdo malaria, leishmaniose e dengue. Entretanto, muitas pessoas
nao sabem que a doenca de Chagas é transmitida por triatomineos, mais
conhecidos como barbeiros, e as que sabem associam ao consumo do agai. Em
varias regides brasileiras esses insetos vivem dentro das casas, formando
colénias. Entretanto, na regido Amazoénica eles vivem nas areas de florestas,
podendo entrar nas casas, atraidos pela luz. Esse trabalho apresenta
informacdes sobre esses insetos, coletados durante dois anos por moradores de
varias cidades do estado. Foram recebidos no Laboratorio de entomologia da
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, 59 barbeiros
procedentes de seis municipios, destes, 61% estavam contaminados com o
parasito Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas. Foram feitas
perguntas aos moradores de seis bairros da cidade de Manaus que encontraram
barbeiros nas suas residéncias, a maioria tem suas casas construidas proximo
de florestas; ja tinham ouvido falar da doenca de Chagas, mas n&o conheciam
nenhuma das formas de transmissado da doencga para o homem. Os dados aqui
apresentados reforgam a importéncia da vigilancia e do monitoramento desses
insetos na Amazbnia. A¢des de educacdo e inclusdo participativa da
comunidade devem ser utilizadas como forma de orientar a populagao para as
medidas de prevencgao da doencga
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1. INTRODUGCAO

1.1. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario de grande importancia em saude
publica por ser o causador da doenga de Chagas (DC). E um parasito digenético,
que necessita obrigatoriamente realizar uma fase do seu ciclo bioldgico (Figura
1) no intestino de varias espécies de insetos - triatomineos, e outra em mais de
140 espécies de mamiferos, incluindo-se o homem, onde causa a doenga de
Chagas humana, que pode representar uma condigao infecciosa, com fase
aguda ou crbnica, de ampla distribuigdo na América Latina. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) classifica a DC como como uma enfermidade
negligenciada. Estima-se que existam aproximadamente existam 8 milhdes de
pessoas infectadas no mundo e que 75 milhdes estdo sob risco de contrair a

doenga, e com 10 mil mortes anualmente (1-3).

Formas  tripomastigotas  metaciclicas,
presentes nas fezes, penetram pelo orificio
da picada ou pela mucosa e caem na
corrente sanguinea

l@

a Ao cair na corrente sanguinea
invadem células do hospedeiro,

Formas

epimastigotas

multiplicam-se por divisdo
bindria e podem diferenciar-

No tubo digestivo do hospedeiro
invertebrado, o T. cruzi passa por
diferentes transformagdes, como
as formas esfero e epimastigota

se em tripomasigotas
metaciclicas na porgdo final
o intestino do barbeiro / i
N -
(73
e

|

|

diferenciando-se em amastigotas.
Essas formas multiplicam-se por
divisdo binaria

sanguineos, rompem a célula e caem
novamente na corrente sanguinea
\_podendo infectar novas células

(Diferenciam-se em tripomastigotas

-4

Os tripomastigotas na  corrente
sanguinea podem infectar triatomineos
no momento em que este realiza o
repasto sanguineo no hospedeiro
infectado

Fonte: Adaptado de CDC, SILVA JUNIOR, RCA

Figura 1:

invertebrados

Ciclo do Trypanosoma cruzi em hospedeiros vertebrados e




Devido a sua complexa heterogeneidade, o T. cruzi pode ser caracterizado,
por meio de marcadores moleculares, em linhagens, denominadas de DTU
(Unidade Discreta de Tipagem), que classificam a espécie em seis grupos
distintos (T. cruzi 1-VI e Tc Bat) que estdo amplamente distribuidas na Américas
(Figura 2). Cada ponto representa o registro de ocorréncia das linhagens em
cada pais; observa-se a ocorréncia das linhagens Tcl, Tclll e TclV no bioma

amazonico (4,5).

Legenda

Tel ® TV
Tell ® TV
Telll © TcBat

Telv

Fonte: SOUSA, DRT.
Figura 2: Distribuicdo das linhagens de T. cruzi nas Américas

1.2. Triatomineos

Os triatomineos sao insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae. Estdo classificados em cinco tribos, 18 géneros e 152
espécies. No Brasil sdo registradas 66 espécies, das quais cerca de 10 s&o
epidemiologicamente importantes, com maior ou menor grau de participacéo na
transmissao da doenga de Chagas (3,6,7). Essa relagao foi descoberta pelo
meédico brasileiro Carlos Chagas, em 1907, em Lassance, estado de Minas

Gerais, durante um trabalho de combate a malaria. Nesta ocasido, que foi



alertado para a presenca de um inseto hematdfago, no interior das habitagdes
humanas, chamado vulgarmente de “barbeiro” (8).

Diferente de outros insetos hematéfagos, como os mosquitos e flebétomos,
nos quais apenas a fémea se alimenta de sangue, os triatomineos (tanto machos
quanto fémeas em qualquer fase de seu ciclo de vida) se alimentam de sangue
e podem se infectar de forma permanente, ao ingerir sangue de um mamifero

infectado com o T. cruzi (3).

A capacidade vetorial das diferentes espécies depende de um maior grau
de antropofilia e metaciclogénese (produgdo de um maior numero de formas
infectantes de Trypanosoma cruzi), e de um menor tempo entre repasto
sanguineo e dejecao (9). Algumas espécies se tornam potenciais transmissores
do T. cruzi, sob certas circunstancias, onde os parasitos podem chegar até o
sangue de um hospedeiro susceptivel (podendo ser qualquer mamifero),
especialmente através de pequenos ferimentos cutaneos ou do epitélio das
mucosas conjuntival ou oral (10,11). Contudo, somente algumas espécies se
tornam vetores efetivos, ou seja, as espécies que defecam durante ou logo apos
a alimentacéao; outras, no entanto, defecam apds abandonar a fonte de alimento,
longe do local da sucgao. Este fato classifica as diferentes espécies de acordo
com sua capacidade vetorial na transmissao da doenca (12).

1.3. Ciclo biolégico

Classificados como insetos hemimetabolos (desenvolvimento incompleto),
durante seu ciclo de vida os triatomineos passam por diferentes fases, que
compreendem desde ovo até o adulto (Figura 3). Na fase imatura apresentam
cinco estadios, semelhantes aos adultos, entretanto nessa fase nao estao aptos
a voar e a reproduzir-se (12). Possuem grande capacidade de reprodugéo, vivem
em media entre um a dois anos, e podem ter intensa resisténcia ao jejum, como
o Rh. stali em que, em condi¢des de laboratério, teve uma sobrevida maior que

70 dias sem alimentagao(13).



O repasto sanguineo é fundamental para que ocorra seu desenvolvimento,
isto é, sem alimentacao as ninfas fardo no maximo uma ecdise (muda). Assim,
a tolerancia destes insetos ao jejum € muito grande, porém, quando esta ocorre,

logo a seguir a muda volta a acontecer normalmente (3).

Ninfa 5 \‘
\ il
\{/

= - : \é\ / Ninfal
/ \, 4
e A

Ninfa 2
Ninfa 4

Ninfa 3

Fonte: Acervo pessoal

Figura 3: Representacdo do ciclo de desenvolvimento biologico de Rhodnius
robustus.

1.4. Distribuicao espacial de triatomineos

A distribuicdo dos triatomineos, vetores (ou potencialmente vetores) da
doenga de Chagas, abrange uma area com a ocorréncia registrada de infecgéo
humana autoctone desde o sul dos Estados Unidos até a Provincia de Chubut
na Argentina (Figura 3) (6,14,15).



Fonte: Cecarelli, S. 2018

Figura 3 - Distribuicdo geografica de triatomineos nas Américas

1.5. Habitat e importancia epidemioldgica de triatomineos

Os triatomineos habitam preferencialmente os ambientes silvestres, ninhos
de gambas, tocas de tatu, entre outros, apresentando preferéncia por abrigos em
pedras, tocas de animais no solo e palmeiras (6).

Para associar uma espécie a um ecotopo é necessario o encontro de
espécimes em diferentes estagios de desenvolvimento, coabitando o mesmo
ambiente. Os triatomineos mais estudados sdo aqueles associados a ecotopos
artificiais, especialmente os domicilios, representando uma pequena parcela do
universo de espécies conhecidas. O encontro esporadico de um ou poucos
espéecimes em determinado ecotopo ndo € suficiente para se afirmar que a
espécie apresenta aquele ambiente como o seu ecétopo. O encontro,
especialmente de adultos, em um ecotopo pode tratar-se simplesmente de
invasao (6).



Embora sejam insetos com pequena capacidade de dispers&o pelo voo,
diante das pressdes antropicas, tais como os desmatamentos, queimadas e
outras agressdes ecologicas, que destroem seus habitats naturais, se os
hospedeiros se tornarem escassos, eles podem fazer longos voos para atingir
um novo habitat (16), durante os quais mostram uma atragédo especial por luzes
artificiais. Do ponto de vista epidemioldgico, essa atragéo para a luz desempenha

um importante papel na chegada de triatomineos as habitagdes humanas (17).

Nesse processo, espécies que podem colonizar o peri e intradomicilio,
passam a se alimentar do sangue de animais domeésticos e do homem,
representando risco de instalacdo da Tripanossomiase domiciliar. Quando existe
uma convivéncia estreita entre as pessoas e os triatomineos infectados, a
transmissao vetorial pode ser mais frequente, se tornando comum em moradias

infestadas por populagdes domiciliadas (sinantrépicas) de vetores (18).

As possibilidades de invasdo domiciliar ativa, com subsequente
colonizagéao, constituem fenébmenos ainda ndo bem conhecidos, provavelmente,
devido as dificuldades em avaliar e evidenciar a entrada desses insetos nas
casas, assim como verificar a capacidade desses triatomineos deslocarem-se
dos ecotopos naturais para as habitagdes humanas, bem como de um domicilio
para outro (19). Nas grandes areas endémicas a domiciliagdo de algumas
espécies silvestres ocorreu em razdo das crescentes mudangas, ocorridas no
ambiente natural, apds invadirem e se instalarem no ambiente ocupado pelo
homem (20).

O mais importante vetor domiciliado no Brasil foi Triatoma infestans,
espécie restrita a ambientes humanos, eliminada por meio de um extenso
programa de controle iniciado na década de 70, baseado na identificagcédo e
borrifagdo de domicilios infestados. Em 2006 a Organizagdo Pan-Americana de
Saude (OPAS) certificou o Brasil, como um pais livre de transmissao vetorial nas
areas endémicas (21).

Outras espécies tais como T. brasiliensis, Panstrongylus megistus,
Rhodnius neglectus, T. sordida, T. pseudomaculata e T. maculata, que sao



melhores adaptadas a ambientes artificiais no pais, sdo potenciais vetores de
DC. Essas espécies sdo nativas, o que significa que mantém populagdes
silvestres com capacidade de infestar domicilios tratados com inseticidas nas
suas areas de ocorréncia e se tornarem domiciliadas no lugar de Triatoma

infestans (18).

De maneira geral, durante muito tempo, em todo o territério brasileiro se
registrou infestagcado de domicilios por triatomineos, excluindo-se a regido Norte,
na distribuicdo da transmisséo domiciliada da tripanossomiase americana (22).

Do ponto de vista epidemiologico as espécies de triatomineos podem ser
classificadas em diversas categorias:

a) habitualmente domiciliadas;

b) frequentemente domiciliadas;

c¢) ocasionalmente domiciliadas;

d) frequentemente ou ocasionalmente peridomiciliadas;

e) habitualmente silvestres;

f) habitats desconhecidos, encontrados esporadicamente atraidos pela luz.

Algumas espécies podem ser encontradas em mais de uma categoria, tanto
em ambientes domiciliar e peridomiciliar quanto no meio silvestre, como no caso

de Rhodnius prolixus (6).

1.6. Triatomineos — Amazodnia

Na Amazdbnia ha registros de pelo menos 25 espécies de triatomineos
silvestres, das quais em 10, presentes nos mais variados ecotopos, ja foram
encontradas infectadas com formas flageladas de T. cruzi A Amazdnia
apresenta peculiaridades, distintas das areas originalmente de risco para
transmissao vetorial da doenga de chagas - DC no pais (23,24).

Diferente das areas endémicas, na regido amazoénica nao ha registro de
vetores que colonizem o domicilio, com excecédo de um unico encontro de coldnia
de Pantrongylus geniculatus na ilha de Marajé no Para e de Triatoma maculata
em Boa Vista — Roraima. Todas as espécies de triatomineos encontradas, tem



habitos silvestres, essencialmente zodfilos, com pequena capacidade de
dispersao pelo voo. A principal forma de transmisséo de T. cruzi ocorre por via
oral, sendo considerada como mecanismo primario, em especial no ciclo
silvestre, por apresentar carater habitual no ciclo enzoético primitivo do T. cruzi,

(ingestao de vetores infectados) por mamiferos susceptiveis (25-27).

Teixeira e colaboradores (28) descrevem uma rede tréfica completa
compreendendo diferentes espécies que habitam os microhabitats de palmeiras.
Estes incluem familias distintas de insetos (incluindo triatomineos), anfibios,
passaros e marsupiais, como Didelphis marsupialis, um reservatorio silvestre do
T. cruzi. No estado do Para a importancia das palmeiras na ecologia de
triatomineos silvestres foi demonstrada por Ricardo-Silva e colaboradores (29).

Segundo Abad-Franch e colaboradores (30), seis espécies do género
Rhodnius estao associadas a micro-habitat de palmeiras, e o principal fator
limitante da completa endemizag&o da doenga de Chagas na Regido Amazénica
esta representado pela incapacidade de adaptagao de espécies procedentes das
areas endémicas, e auséncia de especies de triatomineos com grande potencial

de domiciliagéo.

1.7. Ciclo de Transmissao do T. cruzi na Amazonia

O risco da infecgao chagasica para as populagdes amazdnicas se relaciona
com um conjunto complexo de determinantes biologicos ligados a grande
diversidade de hospedeiros silvestres do T. cruzi (marsupiais, morcegos,
roedores, edentados, carnivoros, primatas, etc.) vetores (mais de 25 espécies)
e fatores socioeconémicos (extrativismo, lazer etc.) resultando em intensos

ciclos de transmissao silvestre (23).

No Amazonas, a infecgao natural por T. cruzi pode ser encontrada em cerca
de 30-50% dos vetores coletados em ambiente silvestre, com predominancia das
espécies Rhodnius pictipes, R. robustus e Panstrongylus geniculatus (31,32). A
linhagem Tcl tem sido associada a hospedeiros invertebrados (triatomineos
silvestres), hospedeiros vertebrados silvestres e casos humanos com



diagndstico da doenga aguda (infecgao por transmissao vetorial) ou crénica (sem
identificagéo do tipo de transmissao) (33—35). Por outro lado, a linhagem TclV

tem sido descrita em casos humanos agudos, com infecgao por via oral (35).

1.8. Exposicao da populagao

A degradac&o do ambiente natural, utilizagdo de luz artificial, entre outros,
promove o deslocamento de triatomineos de seus ecotopos silvestres para
ambientes em que ha presenga de humanos, tornando-se motivo de

preocupagao para os riscos de transmissao da DC (25,28).

A proximidade descontinua de triatomineos com o ser humano tem
incentivado estudos de avaliagdo e monitoramento sistematico para a
possibilidade de domiciliacdo de vetores de DC na Amazbnia. As técnicas a
serem aplicadas nas buscas por melhor conhecer a dinamica bioecoldgica e de
ocorréncia de triatomineos na Amazdnia devem obedecer a métodos diferentes
e aplicaveis a cada ambiente no que diz respeito a investigacédo de vetores, por
tratar-se de uma regido distinta das demais regides brasileiras (2).

A ocupacdo humana na Amazébnia inclui atividades relacionadas a
desmatamento e urbanizagdo, o que tém alterado os habitats das diferentes
espécies, afugentando os animais e expondo a populagdo humana ao contato
com triatomineos. Nos ultimos anos, tem sido cada vez mais frequente o
recebimento de exemplares de triatomineos, no laboratério de entomologia da
Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado-FMTHVD, doados por
pessoas que os encontraram no intradomicilio de apartamentos recém
habitados, construidos muito proximo a areas, com vegetacéo caracteristica dos
ecotopos de triatomineos silvestres. Além disso, os habitantes desses locais
podem ndo conhecer o ciclo de transmissdo da doenca de Chagas e a
participagcéo de insetos vetores nesse ciclo.

Embora tenha sido descoberta por Carlos Chagas em 1909, nos dias
atuais, a doengca de Chagas ainda se constitui em um problema de grande
impacto socio-econémico-cultural. Nas ultimas décadas a DC tem se dispersado
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amplamente para outros continentes e sua ocorréncia na Amazdnia brasileira,
vem causando preocupacao devido as diferencas na dindmica de transmissao
do parasito ao homem. Nessa regido a maioria dos registros de transmissao do
T. cruzi ao homem, ocorreu de maneira esporadica e circunstancial, mas nos
ultimos anos tem aumentado o registro do numero de casos com indicagédo de
transmissao da doenca por meio de alimentos contaminados com o parasita
(36,37).

A investigacdo da taxa de infec¢do natural em triatomineos infectados pelo
T. cruzi e a avaliacdo do conhecimento da populagdo sobre a doenca e seus
vetores pode contribuir de maneira significativa na compreens&o da dinamica de
transmissao e reducédo do contato das pessoas com o T. cruzi. No caso dos
triatomineos da Amazodnia, sdo de grande relevancia estudos que investiguem a
ocorréncia desses insetos proximos ou dentro dos domicilios, considerando que
nessa regiao ainda nao ha colonizagéo desses insetos, e a populagao pode n&o
ter conhecimento sobre o papel dos triatomineos na transmissao da doencga de
Chagas. E importante que a populagdo seja orientada e entenda que, em
ambientes com alteragdo ambiental, ha dispersao de vetores.



11

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar em triatomineos coletados dentro e fora do domicilio no

Amazonas, a taxa de infecg&o por diferentes linhagens de Trypanosoma cruzi,

e a percepgao da populagéo sobre a infecgdo chagasica em Manaus

2.2. Especificos

Demonstrar a frequéncia de triatomineos no intra e peridomicilio;

Estimar a taxa de infec¢do natural por Trypanosoma cruzi em triatomineos

coletados no intra e peri domicilio em Manaus;

Identificar as linhagens de Trypansoma cruzi em triatomineos coletados no

intra e peri domicilio;

Conhecer aspectos da percepg¢ao da populagcdo sobre o envolvimento de
Triatomineos na transmissao da doenga de Chagas.
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3. PRODUTO DA DISSERTAGAO

Os resultados dessa dissertagao serao apresentados em formato de artigo.
O detalhamento da metodologia esta descritos nos procedimentos operacionais
padrao anexados no final da dissertagéo.

Proposta de titulo para o artigo:

Triatomineos infectados com Trypanosoma cruzi Tcl, Tcll, Tclll e TclV

encontrados no intra e peridomicilio, em areas urbanas e rurais do

Amazonas
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Triatomineos infectados com Trypanosoma cruzi Tcl, Tcll, Tclll e TclV
encontrados no intra e peri domicilio, em areas urbanas e rurais do

Amazonas

Rubens Celso Andrade da Silva Junior', Emily de Sousa Moura?, Debora Raysa
Teixeira de Sousa’, Laylah Kelre Costa Magalhdes', Kenny Rodrigues de
Sousa', Jessica Vanina Ortiz', Arineia da Silva Soares', Katia Couceiros’,
Nelson Ferreira Fé% Erica Cristina Chagas®, Suzan Simdes Vieira?, Jorge

Augusto de Oliveira Guerra?, Maria das Gracas Vale Barbosa Guerra'?

Universidade do Estado do Amazonas, Fundag¢ao de Medicina Tropical Dr. Heitor

Vieira Dourado, Fundagéao de Vigilancia em Saude

Resumo

Triatomineos s&o insetos hematdfagos que vivem em colbnias, proximos a
sua fonte alimentar (vertebrados). A maioria das espécies vivem em ecétopos
silvestres e tém ampla distribuicdo nas Américas, com pequena capacidade de
dispersao pelo voo. Entretanto, diante das pressdes antropicas, podem fazer
longos voos, terem atrac&do por luz artificial e invadir domicilios. Tém grande
importante na saude por serem vetores de Trypanosoma cruzi, o agente
etiologico da doenga de Chagas. Na Amazénia, embora ndo haja triatomineos
domiciliados, tem crescido o numero de casos da doenca. Este estudo teve como
objetivo detectar a infecgdo natural por T. cruzi em triatomineos encontrados no
intra e peridomicilio em areas urbanas e rurais e investigar o nivel de

conhecimento da populagdo sobre a dindmica de transmissdo da doenga de
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Chagas no estado do Amazonas. Foram analisados triatomineos entregues por
moradores no Laboratorio de Entomologia da Fundag&o de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado -GENTO/FMTHVD. A investigagao de infecgao natural e
linhagens de T. cruzi nos triatomineos foi realizada utilizando-se técnicas
biomoleculares e a genotipagem dos isolados de T. cruzi fazendo-se uso dos
genes da Citocromo oxidade da subunidade Il (Coll) e da Glicose-phosfato
Isomerase (GPI). Foram recebidos 59 espécimes de triatomineos procedentes
de seis municipios do estado, a maioria de Manaus, 23 triatomineos foram
recebidos vivos. Identificou-se quatro espécies, R. robustus foi a mais frequente
27/59 (45,53%); 36/59 (61%) estavam infectados e foram identificadas as
linhagens de T. cruzi Tcl, Tcll, Tclll e TclV; P. geniculatus a apresentou infecgéo
com todas as linhagens identificadas. Foram realizadas visitas e aplicados 221
questionarios entre as pessoas que entregaram os triatomineos no laboratério,
seus familiares e vizinhos; 184 (83,25%) moram em residéncias com distancia
de até 50 metros da borda de fragmentos florestais; 92% ja tinham ouvido falar
da doenga de chagas, 139 (62,90%) ndo conheciam as formas de transmissao
(p = 0,001); apds o periodo de aplicagao dos questionarios foram entregues no
laboratério 15 triatomineos, 9/15 (60%) estavam infectados com T. cruzi. Nesse
estudo registra-se pela primeira vez T. cruzi Tcll nesse estado e Tclll e TclV em
triatomineos coletados dentro do domicilio. Reitera-se a importancia da vigilancia
entomologica, para monitoramento desses vetores na Amazonia. Recomenda-
se intensificagao nas agdes de educacgao e inclusdo da participagdo comunitaria

como alternativas nas medidas de prevencao da doenca.

Palavras chaves: Infecgdo chagasica. DTU. Amazonia. Vetores. GPI. COIl.
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INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi € um protozoario de grande importancia em saude
publica por ser o agente etiologico da tripanossomiase Americana, mais
conhecida como doenca de Chagas (1,2). E um parasito eclético, de ciclo
biolégico heteroxénico, realizado em varias espécies de invertebrados (insetos
triatomineos) e vertebrados (mamiferos). Em razdo da necessidade de
adequagao aos diferentes hospedeiros (3), o T. cruzi apresenta uma
variabilidade genética, sendo atualmente classificado, por meio de marcadores
moleculares em distintas linhagens (T. cruzi 1-VI e Tc Bat), amplamente
distribuidas na Américas denominadas de DTUs (Unidade Discreta de Tipagem)

(4,5).

Os triatomineos sao insetos, da ordem hemiptera, sdo conhecidas 152
espécies, distribuidas em regides tropicais e intertropicais e trés géneros tém
grande importancia epidemioldgica na saude publica: Panstrongylus, Rhodnius
e Triatoma (6—8). No Brasil ja foram registradas 66 espécies e destas pelo menos
10 sao epidemiologicamente importantes, devido suas caracteristicas
comportamentais (9—11). Por serem hematofagos habitam diferentes ecétopos,
onde sua fonte alimentar esteja disponivel, formando coldénias e podem ser
encontrados dentro de domicilios, em seus anexos, mas a maioria vive em
ambientes silvestres (ninhos de passaros toca de animais, palmeiras entre
outros) (12—14).

Na Amazdnia, as espécies sao silvestres, entretanto, P. geniculatus e R.

robustus (14), ja foram encontrados no interior de residéncias, principalmente
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em areas com forte antropizagao, (15-18). Nessa regiao, por nao colonizarem
os domicilios, a populacdo nao os conhece e ndo 0s associa ao ciclo de
transmissao do T. cruzi para o homem (9,19). Nesse contexto, medidas de
educagao em saude, sao importantes, uma vez que nessas circunstancias a
transmissao vetorial pode acontecer. Esse trabalho tem como objetivos detectar
a infeccdo natural e identificar a linhagem de T. cruzi em triatomineos
encontrados em residéncias no estado do Amazonas bom como investigar o
nivel de conhecimento da populacéo sobre a dinamica de transmissao da doenca

de Chagas na regido.

MATERIAIS E METODOS

Tipo e local de estudo - Estudo descritivo, realizado a partir de registros
de triatomineos em ambientes domiciliares e peridomiciliares por moradores de
seis municipios do Amazonas. O estado esta localizado na regido Norte do
Brasil, tem uma &rea territorial de 559.168,117 km?, distribuida entre 62
municipios, cuja capital € Manaus. Em 2019 estimou-se uma populagdo de
4.144 597 habitantes, e uma densidade demografica de 2,23 hab/km. Esse
estado esta inserido no bioma amazénico, tem registrado desde 1977 casos de
doenga de Chagas, e ocorréncia de triatomineos silvestres (20,21).

Estudo dos triatomineos - Os triatomineos avaliados foram recebidos
(vivos ou mortos) na Geréncia de Entomologia da Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado - GENTO/FMTHVD, a partir de duas

fontes: 1) moradores da Regido Metropolitana de Manaus a Geréncia de
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Entomologia da Fundagao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado; 2)
Fundacao de Vigilancia em Saude do Amazonas.

Procedimentos relacionados aos triatomineos e investigacdao de
infecgcao natural por T. cruzi

Os exemplares os triatomineos foram identificados usando-se chave
dicotdmica de Lent & wingodinzisk (22). Os que foram entregues vivos tiveram
suas fezes analisadas para evidencia de formas flageladas através de exame a
fresco. Os exemplares entregues mortos foram armazenados em microtubos de
1.5 ml e acondicionados em freezer a -20°C, para posterior investigagao de
infecgao natural por T. cruzi utilizando técnicas biomoleculares para a extragao
de DNA.

Exame a fresco - O exame a fresco foi realizado retirando o conteudo
intestinal do triatomineo. O conteudo foi lavado com uma solugéo de soro fetal
bovino e gentamicina, 200 uL foram separados para extragdo de DNA e 10uL
foram colocados em lamina para investigacao de formas flagelares idénticas ao
T. cruzi, sob microscopio optico em objetiva de 40x.

Extracao de DNA - A extragcdo de DNA foi feita utilizando kit de extragéo
Invitrogen, PureLink™ Genomic DNA kit (utilizando protocolo tissue lysat), com
algumas modificagbes. Foram utilizados 200uL de solugdo homogeneizando do
conteudo intestinal e/ou %4 do vetor, seguindo recomendacgdes do fabricante.

Amplificagdo de DNA do gene mini-exon - O DNA foi amplificado
utilizando o espago n&o transcrito do gene mini-exon seguindo protocolo
estabelecido (23). O processo de amplificacdo foi realizado com uma
desnaturacgao inicial de 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos,

55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos; e extensao final de 72°C por 10
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minutos. O produto amplificado foi analisado em eletroforese em gel de agarose
a 2% preparado com brometo de etidio. O produto de 100 pb (pares de base) é
caracterizado como T. rangeli; 150 pb caracterizam T. cruzi Zimodema 3, para
as DTUs Tclll ou TclV; 200pb caracteriza T. cruzi, tcl e 250 pb caracteriza T.
cruzi Tcll.

Amplificacao de DNA do gene que codifica a subunidade Il da
Citocromo Oxidase - A amplificagdo do gene Coll através da analise do
polimorfismo nos comprimentos de fragmentos de restricdo (FRLP) foi realizada
seguindo protocolos de Freitas e colaboradores (24). Foram utilizados os
iniciadores TcMit 31 e TcMit 40 que amplificam fragmentos de aproximadamente
400 pb. As condi¢cdes de amplificacdo foram de acordo com Santana e
colaboradores (25).

Amplificacao de DNA do gene da Glicose-Fosfato Isomerase (GPI) - A
amplificacdo deste gene foi feita seguindo o protocolo proposto por Gaunt e
colaboradores (26). Usando 0s iniciadores gpi.for
(59CGCACACTGGCCCTATTATT) e gpi.rev (59TTCCATTGCTTTCCATGTCA).
As condi¢des de amplificacdo foram de acordo com Monteiro e colaboradores
(27).

Purificagcao e analise dos genes - Os produtos das PCR’s Coll e GPI
foram purificadas utilizando polietilenoglicol (PEG). As amostras foram
transferidas para microtubos de 1,5 ml juntamente com o PEG, na proporgéo de
1:1, incubada a 37°C por 10 minutos e centrifugada a 6.000 rpm por 15 minutos
em temperatura ambiente, apds é retirado o sobrenadante e acrescentado 125uL

de etanol 80%, por fim o etanol é descartado e a amostra incubada a 60°C por



19

10 minutos para remogao de residuos de alcool, e ressuspendida com um
volume da agua ultra pura e armazenada a -20°C.

Para a reagédo de sequenciamento, foi utilizado o kit BigDye Termineitor™
3.1 (Applied Biosystems) seguindo recomendagbes da fabricante. As amostras
foram processadas no Applied Biosystems® 3130/3130xI Genetic Analyzers. As
sequéncias foram validadas criando sequencias consenso e pareadas com
sequéncias de referéncia depositadas no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

As seguintes cepas de referéncia foram utilizadas: Tcl (Silvio x10 cl4), Tcll
(Esmeraldo cl3), Tclll (M6241 cl6), TclV (CANIII cl1), TcV (Mn cl2), e TcVI (CL
Brener). A arvore filogenética foi construida usando o método “neighborjoining”,
através do programa MEGA-X (v. 10.0.5) com base em 1500 réplicas.

A taxa de infecc&o natural por T. cruzi foi estimada dividindo-se o numero

de triatomineos positivos pelo numero total observados, multiplicando por 100.

Percepcgao da populagao sobre DC

Para medir o conhecimento da populagdo sobre DC foi aplicado um
questionario semiestruturado com perguntas fechadas, sobre a doenga de
Chagas e seus vetores, habitos alimentares da populagédo, aplicado aos
familiares e a vizinhanga dos doadores dos triatomineos ou em locais onde
houve registros de triatomineos, e que tivesse pelo menos um morador com
idade acima de 18 anos.

ApoOs aceite e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) foi preenchimento um questionario, cada morador recebeu um folder
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educativo contendo informagdes sobre a doenca, vetores e o que fazer ao
encontrar esses insetos em sua residéncia. Depois o0 morador foi convidado a
continuar participando do estudo, colaborando através da vigilancia
entomoldgica participativa, caso houvessem novas ocorréncias de triatomineos
em sua casa.

Anidlises de Dados

Os registros de ocorréncia de triatomineos foram compilados em planilha
do Excel e analisados em softwares.

Distribuicao espacial - Os mapas foram confeccionados usando base de
dados do estado do Amazonas disponiveis no site do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), utilizando o sistema de informagao geografica
Quantum gis (v. 2.18 las palmas). O Normalized Difference Vegetation Index
(NDVI), foi utilizado para avaliar a cobertura vegetal dos fragmentos de mata na
area urbana de Manaus e Iranduba. O calculo do indice foi feito a partir dos
espectros das imagens de satélite LANDSAT 8 disponiveis no site do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) (20,28).

Analise estatistica - A analise das frequéncias de triatomineos e variaveis
socioeconomicas de conhecimento sobre a DC foi realizada utilizando software
STATA 13 (v. 13.0). Foi realizada ainda a comparagao entre os grupos de
triatomineos coletados no intra e peridomicilios e também para comparar os
grupos de pessoas entrevistadas. Foi utilizado o teste de e X? de Pearson

considerando p=<0,05 para analise das frequéncias.
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Aspectos éticos

Este estudo fez parte de um projeto maior submetido e aprovado pelo
Comité de ética em pesquisa com humanos da FMTHVD CAAE:
96950118.5.0000.0005 sob titulo: Triatomineos do estado do Amazonas:

distribuicdo espacial, bioecologia e importancia epidemioldgica.

RESULTADOS

Durante este estudo foram recebidos no laboratorio de entomologia, 59
espécimes de triatomineos, procedentes de seis municipios: Apui, Coari,
Iranduba, Manaus, Presidente Figueiredo e Uarini (Figura 1), 23/59 (39%)
estavam vivos. Maior registro ocorreu nas residéncias de areas urbanas 41/59
(47,22%); 45/59 (76,27%) foram encontrados no intradomicilio. Foram
identificadas as espécies: Rhodnius robustus 27/59 (45,53%), Panstrongylus
geniculatus 18/59 (30,51%), Rhodinius pictipes 13/59 (22,03%) e Eratyrus
mucronatus 1/59 (1,69%) (Tabela 1).

Em Manaus, registrou-se triatomineos em todas as zonas urbanas da
cidade exceto na zona Centro-Sul, em residéncias, estao localizadas proximas
a fragmentos florestais (Figura 2).

A investigacdo de infecgdo natural por T. cruzi foi realizada em todos
exemplares de triatomineos recebidos no laboratério. O exame a fresco foi
realizado nos 23 triatomineos recebidos vivos; 10/23 (43,4%) estavam positivos
para formas flagelares.

Usando a técnica de PCR multiplex se observou positividade por T. cruzi

em 36/59 (61%) triatomineos, dentre as quais 25/36 (42,37%) foram
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caracterizadas como linhagem Tcl, 10/36 (16,95%) Z3 e 1/36 (1,69%) como Tcll.
Em trés exemplares de Rh. robustus registrou-se infecgéo por T. rangeli, e em

um exemplar dessa espécie encontrou-se infec¢gao mista por T. cruzie T. rangeli.

Na avaliagao pela técnica Coll, 33/59 (55,9%) amostras amplificaram
fragmentos de aproximadamente 420pb e na avaliagdo do gene GPI, 30/59
(50,85%) amostras amplificaram fragmentos de 800pb caracterizando
positividade para T cruzi respectivamente. Entre as espécies de triatomineos por
ambiente de coleta, observou-se maior taxa de infecgdo 30/59 (50,84%) em

triatomineos coletados no Intradomicilio (Tabela 1).

Sequenciamento e caracterizagdo genética do T. cruzi em Unidades
Discretas de Tipagem — DTUs - Das 36 amostras positivas para T. cruzi (técnica
de multiplex), 17 (47,2%) foram sequenciadas, 3 amostras pela técnica Coll e 14
pela técnica GPI. Na analise do fenograma (Figura 3), em Coll, duas amostras
alinharam com a linhagem Tcl e uma amostra com Tclll. No GPI, observou-se
que sete (50%) alinharam com Tcl, cinco (35,71%) com Tclll, uma com Tcll e
TclV respectivamente (Figura 3). R. robustus apresentou 36,11% (13/36) R.
pictipes 18,64% (11/36) e P. geniculatus 20,33% (12/36). Nao foi observada
diferenga estatistica nas taxas de infecgdo entre as espécies (p valor = 0,081).
Das 17 amostras sequenciadas, 8 foram de P. geniculatus, sendo detectadas as
linhagens Tcl, Tcll, Tclll e TclV, quatro foram R. robustus identificadas as

linhagens Tcl, Tclll e TclV e cinco R. pictipes identificada a linhagem Tcl (Tabela

1),
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Percepgao da populagao sobre DC - Foram realizadas visitas aos moradores
que entregaram triatomineos no laboratorio de entomologia, e aplicados 221
questionarios entre seus familiares e vizinhos. A maioria 62% pertencem ao sexo
masculino, a faixa etaria predominante de 41 a 60 anos (45,83%); 107 (48,42%)
tinham o ensino médio completo; 184 (83,25%) tem suas residéncias em uma
distancia de até 50 metros de fragmentos florestais (Tabela 2).

A maioria 92% relataram ja ter ouvido falar da doenga de Chagas, mas observou-
se diferencga significativa (p = 0,001) quando se perguntou como a doenga pode
ser transmitida e 139 (62,90%) ndo souberam responder (Tabela 3). Do total
34/221 (15,38%) confirmaram ter encontrado barbeiros no interior de suas
residéncias; 102/221 (46,15%) tem entre seus habitos alimentares consumir
carne de animais silvestres, 190/221 (85,97%) consomem suco de frutos de
palmeira, 182/190 (96%) consomem agai e destes 153/182 (84%) disseram que

nao sabem a procedéncia do suco comprado e consumido.

Apos o periodo de aplicacdo dos questionarios, cinco moradores
encontraram em suas residéncias 15 triatomineos. Desse material, 9/15 (60%)
estavam infectados com T. cruzi. Todas as pessoas disseram ter utilizado o
folder educativo, recebido durante a entrevista para comparar o material

encontrado.

DISCUSSAO

A invasdo de triatomineos silvestres em domicilios representa um fenbmeno que

necessita vigilancia, principalmente em locais em que o registro é frequente (29—
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33). Os triatomineos desse estudo foram coletados por moradores dentro de
seus domicilios, apresentando altas taxas de infeccdo e natural por T. cruzi,
evidenciando a necessidade de educagao em saude, principalmente pelo fato de
ter ocorrido numa regido onde a populagéo desconhece a participacéo desses
insetos, no ciclo biolégico de T. cruzi, bem como sua participagdo na dindmica
de transmissao aos hospedeiros vertebrados, reiterando que a populagédo deve
ser orientada para os cuidados preventivos necessarios, diante das exposicao

humana cada vez mais frequente a esses insetos.

Dos 23 triatomineos recebidos vivos, somente em 10 foram observadas formas
flageladas em exame a fresco e lamentavelmente todas as culturas em meio
semisoélido NNN (Novy-MacNeil-Nicolle) fungaram. Dessa foram a identificacéo
do T. cruzi foi realizada através de técnicas biomoleculares, observando-se alta
taxa de infecgao natural por T. cruzi - 61% dos triatomineos coletados. Desses,
83,33% foram coletados no intradomicilio, evidenciando que esses insetos tem
invadido as moradias e a populacédo que reside proximo ao ciclo silvestre do T.

cruzi esta exposta constantemente.

Triatomineos infectados com T. cruzi ja foram observados em residéncias de
areas rurais de Manaus (Magalhdes 2009, dados em fase de submisséo),
(32,34,35), mas nessa regiao, ndo foram apresentados dados sobre a invasao
de domicilios na area urbana. Entre os possiveis fatores que devem estar
favorecendo essa dispersdo, esta a proximidade das residéncias com
fragmentos de florestas. Grande parte dos triatomineos deste estudo foi coletada

em condominios recém construidos, cujos espac¢os tem obrigatoriedade de
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manutencao de area verde. As alteragdes no ambiente provocam mudangas nos
ecossistemas e afugentam as fontes alimentares desses insetos, obrigando-os
a sairem de suas coldnias (atraidos por luz artificial), se arriscando em busca de
alimento. Esse comportamento aliado as taxas de infec¢des elevadas, conforme
observado nos dados aqui apresentados e ja descritas em outros estudos
(16,32—40), pode representar um risco a populagao para o contato com o T. cruzi.
Embora nessa regido as espécies de triatomineos ainda n&o colonizem
domicilios (17,30,41), colbnias de P. geniculatus foi encontrada em ecotopos
peridomesticos na Venezuela, Colombia e no Brasil na llha de Marajo com
porcos domésticos (42,43). Quanto a R. robustus (espécie mais frequente no
intradomicilio), e Rh. pictipes ainda nao ha relatos de colonizagéo seja no intra

ou peridomicilio (32,34,35).

No que diz respeito a caracterizagdo das linhagens de T. cruzi, com
excegao de Tcll (linhagem relacionada ao ciclo doméstico e associada as
manifestagdes clinicas mais graves da doenga de Chagas), as demais ja foram
descritas para o ciclo enzootico do T. cruzi na regiao Amazonica (21,25,27,44,45)
sendo T. cruzi Tcl e TclV, as DTUs as mais frequentemente registradas no
Amazonas, tanto em humanos (nos casos da doenga aguda Tcl, Tclll, TclV e
doenga crénica Tcl), quanto em reservatoérios (marsupiais) e triatomineos Tcl
respectivamente (Monteiro et al, 2011; Santana et al., 2013, 2019). Lima et al.,
(46) ja haviam registrado a ocorréncia de Tcll no bioma amazénico no Estado do
Para infectando R. pictipes. No entanto, esse € o primeiro registro da ocorréncia
T. cruzi Tcll no estado do Amazonas, Tclll e TclV em triatomineos em Manaus.

Jansen et al., (47) ressaltam a importancia do registro de T. cruzi Tc Il no bioma
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amazobnico, uma vez € a linhagem relacionada ao ciclo doméstico e associada
as manifestagdes clinicas mais graves da doenga de Chagas principalmente nas

formas digestivas (44).

P. geniculatus, foi detectada com as 4 linhagens de T. cruzi, dado que
evidencia a ocorréncia de um ciclo diverso entre diferentes espécies de
reservatérios e hospedeiros silvestres na regiao (47), e demonstra o ecletismo
dessa espécie na busca de fonte alimentar e consequentemente maior
susceptibilidade a infecgdo por diferentes linhagens do parasito. Estudos
realizados na Bolivia, Colébmbia e Venezuela, também registraram infecgdo de
P. geniculatus com diferentes linhagens de T. cruzi, Tc 1 e Tclll, Tcl a TclV, e Tcl
e Tclll respectivamente (31,48-50).

Na Amazdnia atualmente a forma de transmissdo de maior notificagdo de
casos € a oral, contudo, a vetorial também deve estar ocorrendo, pelo constante
numero de casos isolados (21). Nessa regido grande parte da populagéo vive
proxima ao ciclo silvestre e se expde ao contato com o vetor diariamente.
Considerando que as informagdes sobre a doenga de Chagas, ocorrem apenas
quando midias reportam os surtos da doencga relacionados a ingestdao de
alimentos contaminados, particularmente do acai, e que essa foi uma informacéao
recebida quando se aplicou o questionario para avaliar o conhecimento da
populacao sobre a doenga de Chagas e seus vetores, é de grande relevancia a
orientacdo das pessoas, sobre a possibilidade de contato com insetos infectados
com T. cruzi, particularmente as que registram triatomineos nos seus domicilios.

Um aspecto interessante evidenciado nas entrevistas foi que mesmo tendo

ouvido falar sobre a doenga, a grande maioria da populagéo n&o saberia indicar
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nenhuma forma de transmissédo e principalmente tinha conhecimento de sua
exposigcado. Dos 15,38% entrevistados que encontraram triatomineos em sua
residéncia, 53,39% né&o reconheceriam o inseto caso este aparecesse em sua
casa. Isso reforca a hipétese que a frequéncia de invasado de triatomineos em
Manaus pode ser maior do que a observada neste estudo. Esses relatos
reforcam o entendimento de que a populagdo pode ndo possui conhecimento
suficiente para evitar a exposi¢gdo as formas de transmissdo da doenca de
Chagas e reafirma a necessidade de intensificagdo das a¢des sobre educacgéo

em saude.

Consideragoes Finais

A vigilancia entomoldgica participativa comunitaria tem grande relevancia
como ferramenta no combate da doenga de Chagas. As chances de um agente
de endemias encontrar um triatomineo por busca ativa em uma residéncia em
uma regidao em que nao ha domiciliagdo € menor do que a do proprio morador.
Com isso, incentivar e orientar a populagdo quanto a presenca destes insetos
poderia potencializar ainda mais os programa de controle da doenga de Chagas,
sobretudo na Amazoénia (51).

Neste trabalho observou-se que houve aprendizado das informacgoes
repassadas pelo retorno de moradores com triatomineos apds o periodo da
aplicacao do questionario. Todos afirmaram ter identificado o inseto através do
material educativo fornecido pelos entrevistadores. Nesse contexto demonstra-
se que vigilancia participativa comunitaria traz resultados positivos em relagéo a

possibilidade de prevencdo da doenca de Chagas, quando a populagdo é
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orientadas e aprende a identificar os triatomineos sabendo que se estiverem
infectados podem ser vetores da doencga (52-55). Além disso, é preciso orientar
a populagao quanto a higienizagdo dos alimentos contaminados, uma vez que,
nesse caso, esta € uma fonte de transmisséao de dificil fiscalizagcdo, mas é a que
manifesta maior numero de casos da doenca nessa regido. Ja foi comprovada a
presenca de T. cruzi viavel em amostras de agai (56), mas nao se sabe de fato,
sobre como ocorreu essa contaminacgao, reiterando a necessidade de orientacéo
a populagéao. O registro da ocorréncia de triatomineos no interior de residéncias
detectados com altas taxas de infecgao por T. cruzi, representa um risco para a
populagdo que pode entrar em contato com o parasito sem ter ideia de sua

exposicao.
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1-Apui

2 —Coari

3 —Iranduba

4 —Manaus

5 — Presidente Figueiredo
6 - Uarini

Figura 1: Mapa do Estado do Amazonas com destaque em amarelo para os

municipios com registros dos triatomineos incluidos no estudo
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Tabela 1: Nome das espécies de triatomineos coletados e recebidos na
Gento/FMTHVD, por local de registro, taxa de infec¢ao e linhegem de T. cruzi
detectada. %inf= percentual de infeccao; %/esp= percentual por espécie

Espécie Total %lInf. Intra Peri Extra %/esp. Linhagem
Eratyrus mucronatus 0/1 0 0/0 0/0 0/0 0 =
Panstrongylus geniculatus 12/18 33,3 12/16 0/2 0/0 66,66 Tcl, Tcll, Tclll, TclV
Rhodnius pictipes 11/13 30,5 10/12 1/1 0/0 84,61 Tcl
Rhodnius robustus 9/27 36,1 817 1/3 4/7 33,33 Tcl, Tclll, TclV
Total 36/59 61 30/45 2/7 4/7 -
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Figura 2: Imagem Landsat de Manaus e Iranduba, com destaque para os pontos

de coleta dos triatomineos e respectivas linhagens de T. cruzi.
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Figura 3: Analise do fenograma dos isolados de T. cruzi. A: Arvore criada a partir
da analise das sequéncias do gene da Citocromo oxidase, em que as amostras
alinharam para as linhagens Tcl e Tclll/TclV. B: Arvore criada a partir da anélise
das sequéncias do gene Glicose-fosfato-isomerase (GPI), agrupando 7 amostras
com a linhagem Tcl; quatro amostras com Tclll; uma amostra com TclV e por
fim, a amostra AT12 alinhou para a cepa de referéncia Tcll.



Tabela 2: Perfil epidemiolégico dos entrevistados

Categoria

Género

Faixa etaria

Escolaridade

Zona urbana

Prox. com

mata

Subcategoria

Feminino

Masculino
0-20

21-40

41-60

>60
Alfabetizada
1°a4°ano
5%°a 9°

Ens. Médio
Superior
N.I.
Centro-oeste
Leste

Norte

Sul

até 10m

de 11 a 50m
de 51 a 80m

138

83

78
100
37

11
22
107
72

27

70

118

91

93
37

62,44

37,56
2,71
35,29
45,83
16,74
1,46
4,98
9,95
48,42
32,58
2,71
12,22
31,67
53,39
2,71
41,18

42,08
16,74

42
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Tabela 3: Descricdo da percepc¢éo da populagao sobre Triatomineos e a doenga

de Chagas
Categoria Entrevistados
N % P valor
Ja ouviu falar da Doenga de Chagas? 221 0,000
SIM 205 92,73
NAO 16 7,24
Sabe como a doenga é transmitida? 221 0,000
SIM 82 37,1
NAO 139 62,9
Ouviu falar do barbeiro? 221 0,000
SIM 190 85,97
NAO 31 14,03
Reconheceria um barbeiro? 221 0,000
SIM 103 46,61
NAO 118 53,39
Consome carne de caga? 221 0,000
SIM 102 46,15
NAO 119 53,85
Consome suco de frutos de 221 0,000
palmeiras?
SIM 190 85,97
NAO 31 14,03
Conhece a procedéncia do suco 221 0,000
SIM 36 18,95

NAO 154 81,05
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4, LIMITAGOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Dentre as limitacdes estao:
Dificuldade na analise dos genes para caracterizagéo do T. cruzi devido

a problemas no equipamento de sequenciamento das amostras.

Em perspectiva, os trabalhos de investigacdo da taxa de infeccao
natural de novos triatomineos continuardo para expansao do conhecimento

sobre a dindmica de transmissao da DC no estado do Amazonas.

Implementagdo da investigacdo das atitudes praticas da populagao
sobre DC em municipios da regido metropolitana de Manaus
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5. CONCLUSAO

5.1 Registrou-se uma frequéncia de 59 triatomineos coletados por

moradores, no intra e peridomicilio;

5.2 Estimou-se alta taxa de infecgao natural por Trypanosoma cruzi em

triatomineos 61% sendo 66% intra e 28,5% peri domicilio;

5.3 Foram identificadas 4 linhagens de T. cruzi (Tcl, Tcll, Tclll e TclV) das
quais Tcll é registrada pela primeira vez em P. geniculatus, espécie com maior
diversidade de linhagens, encontrada com infec¢ao por T. cruzi Tcl, Tcll, Tclll e
TclVv.

5.4 Quanto a percepcao da populacao sobre Triatomineos e a doencga de
Chagas, a maioria dos entrevistados tem suas casas construidas proximo de
florestas, ja tinham ouvido falar da doenga de Chagas, mas n&o conheciam

nenhuma das formas de transmissdo do T. cruzi para o homem.
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FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

Centro de Entomologia Médica

Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TiITULO: Detecgido de Trypanosoma cruzi em triatomineos por compressio

abdominal
Elaborado por: Revisado e Data de aplicagao:
Rubens Celso Andrade | aprovado por: 25 de abril de 2019
da Silva Junior Maria das Gragas Data da préxima

Laylah Kelre Costa | Vale Barbosa Guerra revisio

Magalées

Silvia Justiniano

OBJETIVO

Descrever o procedimento para deteccdo de Trypanosoma cruzi em
triatomineos

DEFINICOES

Nao se aplica

APLICAVEL A:

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

RESPONSABILIDADES

Gerente da Entomologia, técnicos e alunos de mestrado e doutorado

POP’S RELACIONADOS

Cultivo de T. cruzi em meio sélido (meio NNN)

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO
Oculos de protecéo

Jaleco descartavel

Luvas de procedimentos

Mascara descartavel
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Touca descartavel

RECURSOS NECESSARIOS

Placa de petri

Pingas

Laminas

Laminulas

Soro fisioldgico

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 pinga 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

Triatomineos mortos recentemente 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 fisiologico sobre as fezes e espalhar com auxilio
da agulha

Por laminula e levar ao microscépio na objetiva de 40x.

Buscar formas flageladas caracteristica de trypanosoma sp. em diferentes
campos formando “zig-zag”, cobrindo toda a area laminula.

Ap06s confirmagéao para formas flageladas notificar técnico
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Para cultivo em meio de cultura lavar Iamina com soro fisiologico em placa
de petri estéril.

Utilizar seringa estéril para fazer sucgdo do material da placa

Transportar até camara de fluxo laminar — seguir protocolo de in6culo em
meio de cultura.

NOTA: A negatividade da lamina ndao descarta a possibilidade de
infeccao. Verificar crescimento em cultura e/ou detecgao por técnicas

moleculares.

LIMITACOES

N&o é possivel realizar este procedimento com triatomineos secos a muito
tempo

REFERENCIAS

SILVA, I. G. LUQUETTI, A. O. SILVA, H. H. G. importancia do método de
obtengdo das dejegcbes 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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UNIVERSIDADE K 4
DO ESTADODO | \% /9
AMAZONAS = \§, Fvrve /&

FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL
DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO

Centro de Entomologia Médica

Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM,

69040-000

Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TITULO: EXTRAGAO DE DNA POR KIT UTILIZANDO PURELINK KIT® (INVITROGEN)

Elaborado por:
Débora Raysa T. de

Revisado e

aprovado por:

Data de aplicagao
25 de abril de 2019

Sousa Maria das Gracgas Data da préxima
Vale Barbosa Guerra revisao
Rosa Amélia 25 de abril de 2020
Goncgalves
Henrique Silveira
OBJETIVO

Descrever o procedimento para extragdo de DNA de Trypanosoma cruzi a

partir da camada leucoplaquetaria (buffy coat), cultura, vetor ou fezes, intestino

do vetor e material no papel de filtro.

DEFINICOES

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

CAMPO DE APLICACAO
Pesquisa clinica e diagnostico laboratorial complementar.

RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, e de

mestrado. Alunos de iniciagcao cientifica devem ser acompanhados.
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POP’S RELACIONADOS

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

POP_ENT _ Protocolo de purificagao para o sequenciamento: Precipitagcao
do produto da PCR com Polienoglicol (PEG).

POP_ENT __ Protocolo da reacdo de sequenciamento para o analisador

automatico ABI 310 (sequenciador).

EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO

Jaleco, luvas, mascara e touca.

RECURSOS NECESSARIOS

Amostra

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

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 L, 10 uL, 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%.

Equipamentos

7.3.1. Centrifuga

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

7.3.3. Agitador de tubos (Vortex)

Reagentes, meios e solugodes

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%.
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PROCEDIMENTOS
8.1. Informagoes importantes antes de iniciar os procedimentos.
Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagao 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 sédio e
submetido a luz UV.

Durante toda a execucdo da técnica, usar luvas que deverao ser

descartadas a cada contaminagao por amostra ou quando achar necessario.

Material: camada leucoplaquetaria (buffy coat), cultura
Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen):
Blood Lysate.

8.2.1. Em um microtubo (Eppendorf), adicionar 200 yL do material (se <
200 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 puL 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 (cuidade com a esponja
da coluna!);
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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.

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 ¥4 do vetor, remover e descartar as pernas;
8.3.2. Adicionar 90 yL do Genomic Difestion Buffer e macerar;

8.3.3. Adicionar mais 90 yL do Genomic Difestion 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. Sequir os mesmos procedimentos desde o item 8.2.7.
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Material: Papel de filtro com material
Obs: Retirado do Manual da PureLink Genomic DNA Kits® (Invitrogen):
Blood spots.

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

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

8.4.3. Adicionar mais 90 yL do Genomic Difestion Buffer ao macerado;
8.4.4. Adicionar 20 pL de Proteinase K;
8.4.5. Incubar a 55°C por 30 minutos;

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

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

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

8.4.9. Adicionar 200uL do Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexar para

obter uma solugdo homogénea;
8.3.10. Adicionar 200uL de etanol (96-100%), vortexar por 5 segundos;
8.3.11. Sequir os mesmos procedimentos desde o item 8.2.7.

PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

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

LIMITAGOES

10.1. O material de sangue ou cultura, para ser extraido, € necessario,
segundo o fabricante, ter no minimo 200uL de material;
10.2. Protocolos de extracdo por kit geralmente perdem mais DNA no

processo de purificagdo do que protocolos de extragdo utilizando métidos
caseiros.

REFERENCIAS

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

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

Anexo |

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

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

l
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UNIVERSIDADE 5
DO ESTADO DO o
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PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TiTuLO: Procedimento da PCR (reagao em cadeia da polimerase) para o

diagnéstico da infecgéo pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo Multiplex mini exon

Elaborado por: Revisado e aprovado Data de aplicagao
Débora Raysa T. de | por: 25 de abril de 2019
Sousa Data da préxima
revisdo

25 de abril de 2020

OBJETIVOS:

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

DEFINICOES

Reacdo em cadeia da polimerase: Técnica molecular que permite a
amplificacdo de pequenas quantidades de um DNA especifico a partir de um
molde de DNA, por meio de uma reagao 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.

APLICAVEL A
O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagndstico laboratorial de

pesquisa.

RESPONSABILIDADES

Gerente da unidade, responsavel pela subunidade e pessoal técnico.

POPs RELACIONADOS
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POP_ENT LB 00 v01_PT- Procedimento para extracdo de DNA por kit
utilizando PureLink Kit® (Invitrogen)

POP_ENT_LB_00_v01_PT- Procedimento da PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) para o diagnéstico da infecgédo pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo

COll (subunidade Il da citocromo oxidase).

RECURSOS NECESSARIOS

DNA extraido: A partir da extragao por Kit ou caseira
Materiais:

6.2.1Tubo 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 Ultra Pura

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
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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 +
10ul de marcador de peso molecular)

6.4.12 Solugado 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 reacéao 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
MgCl. 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
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Obs: Adicionar os reagentes na ordem do maior volume para 0 menor,
deixando a Taq Polimerase por ultimo. A mistura deve ser realizada o tempo todo

no gelo.

7.1.2 Apo6s homogeneizagéo, transferir 45 pL 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, programado 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 reacao 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)
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7.4.1.5 Montar uma placa molde com um pente para formar os po¢os no

gel
7.4.1.6 Adicionar a mistura na placa e aguardar a polimerizagéo

7.4.2Colocar a placa com gel na cuba de eletroforese

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

7.4.4 Misturar 2 yL de tampao de corrida e 8 yL de DNA amplificado em
cada pogo no gel

7.4.5 No primeiro pogo do gel aplicar 5 pL da solugao 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 visualizagdo de uma unica banda de pares de base de ~200pb
indicara a presencga de DNA de Trypanosoma cruzi amplificado (PCR positiva).

LIMITAGCOES E CUIDADOS A SEREM TOMADOS

Varios procedimentos devem ser seguidos para evitar a contaminagao 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 sédio e
submetido a luz UV.

- Durante toda a execugdo da técnica, usar luvas que deverao ser

descartadas a cada contaminagao por amostra ou quando achar necessario.
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- 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 deverao ser
deixados em banho de gelo até o momento de serem introduzidos no

termociclador.

REFERENCIAS

Araujo-Jorge TC, Pirmez C. Normas de seguranga para o trabalho com
Trypanosoma cruzi. In:

Araujo-Jorge TC, Castro SL. Doenca de Chagas: manual para
experimentagao animal. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ 2000, p. 125-132.

Bronfen E, de Assis Rocha FS, Machado GB, Perillo MM, Romanha AJ,
Chiari E. Isolation of Trypanosoma cruzi samples by xenodiagnosis and
hemoculture from patients with chronic Chagas'disease. Mem Inst Oswaldo Cruz
1989; 84(2): 237-40.

Miles MA, Povoa MM, Souza AA, Lainson R, Shaw JJ, Ketteridge DS.
Chagas disease in the Amazon Basin. Il. Distribution of Trypanosoma cruzi
zymodemes 1 and 3 in Para State, north Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 1981;
75,667-74.

Fernandes O, Santos SS, Cupolillo E, Mendong¢a 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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FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DOUTOR
HEITOR VIEIRA DOURADO

Centro de Entomologia Médica

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-
000
Tel.: (92) 2127-3518/2127-3525

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP

TITULO: REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA O DIAGNOSTICO DA
INFECCAO PELO Trypanosoma cruzi — PROTOCOLO DO GENE QUE CODIFICA A
SUBUNIDADE Il DA CITOCROMO OXIDASE (COIl)

Elaborado por: Revisado e aprovado Data de aplicagao
Débora Raysa T. de | por: 25 de abril de 2019
Sousa Data da proxima
revisdo

25 de abril de 2020

OBJETIVO

Descrever o procedimento da PCR - protocolo COIl utilizado para o
diagnoéstico complementar da infecgéo pelo Trypanosoma cruzi e diferenciagéo
de linhagens Tcl, Tcll e Zimodema 3 (Z3).

DEFINICOES

Reacdo em cadeia da polimerase: técnica molecular que permite a
amplificacdo de pequenas quantidades de um DNA especifico a partir de um
molde de DNA, por meio de uma reagao 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.

CAMPO DE APLICACAO

Pesquisa clinica e diagnostico laboratorial complementar.
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RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel técnico, alunos de doutorado, e de mestrado.

Alunos de iniciagao cientifica devem ser acompanhados.

POP’S RELACIONADOS
POP armazenamento
POP extracao de DNA
POP PCR GPI

POP Sequenciamento

EQUIPAMENTO DE PROTECAO 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 yL, 10 yL, 100 pL e 1000 pL.

7.2.4. Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio.
7.2.5. Frasco lavador com éalcool 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
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Reagentes, meios e solugodes

7.4.1. Frasco com agua ultrapura (H20 UP).

7.4.2. Buffer de PCR 10x.

7.4.3. MgCl, 50mM.

7.4.4. Nucleotideos 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 yL de agua
destilada + 10 yL de tampao de corrida + 10 uL do marcador de peso molecular).

7.4.9. Solugao tampao 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 reacdo incluir uma aliquota de amostra comprovadamente
positiva, além do controle negativo (apenas o mix).

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

Reagentes Quantidade (pL)
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
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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 homogeneizagao, transferir 45 yL 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, 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 reacao adicionar uma amostra comprovadamente 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 pogos 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);
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8.4.6. Misturar 2 yL de tampao de corrida e 5 yL de DNA amplificado em
cada pogo no gel;

8.4.7. No primeiro pogo, aplicar 5 yL da solugdo diluida do marcador de
peso molecular;

8.4.8. Promover uma corrida de aproximadamente 40 minutos a 100V
(volts) e 90 A (ampéres) 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 420 pb

indicara a presenga de DNA de Trypanosoma cruzi amplificado (PCR positiva)

PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

LIMITACOES

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

*Limpar a bancada onde ira trabalhar e as pipetas que irdo utilizar com
hipoclorito de sédio 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 execucdo 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 deverao ser
deixados em banho de gelo at¢é o momento de serem introduzidos no

termociclador.
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2020
OBJETIVO

Descrever o procedimento da PCR (reagao em cadeia da polimerase),
protocolo GPI- Gene da Glicose-fosfato isomerase para o diagndstico da
infeccédo pelo Trypanosoma cruzi e diferenciagao de linhagens Tcl, Tcll, Tclll,
TclV, TcV e TeVI.

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

RESPONSABILIDADES
Gerente da unidade, responsavel pela subunidade, alunos, pesquisadores

e pessoal técnico.

POP’S RELACIONADOS

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

EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO

Touca descartavel, luvas de latex, mascara descartavel, jaleco

RECURSOS NECESSARIOS

DNA extraido: A partir da extracéo por Kit ou caseira

Materiais:

7.1.2.1Tubo tipo Eppendorf de 0,2 mL e 1,5 mL

7.1.2 Ponteiras descartaveis com filtro autoclavadas e em suporte
apropriado

7.1.3 Pipetas de 2, 10, 100 e 1.000 pL

7.1.4 Caixa de descarte de material com hipoclorito de sédio

7.1.5 Frasco lavador com alcool 70%

7.1.6 Elenmeyer 100ml|

7.1.7 Proveta 100ml

7.2 Equipamentos:

7.2.1 Termociclador

7.2.2 Fonte de eletroforese

7.2.3 Agitador de tubos
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7.2.4 Microondas

7.3 Reagentes, meios e solugdes:

7.3.1 Frasco com agua Ultra Pura

7.3.2 Buffer de PCR 10x

7.3.3 MgCI2 50mM

7.3.4 Nucleotideos dATP + dCTP + dTTP + dGTP 10mM

7.3.5 Primer: GPI-for (5"CGCACACTGGCCCTATTATT) 50mM
7.3.6 Primer: GPI-rev (5"TTCCATTGCTTTCCATGTCA) 50mM

7.3.7 Enzima Taq Polymerase Platinum 5U

7.3.8 Marcador de peso molecular

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

7.3.9 Solugao Tampéo para eletroforese

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

7.3.10 Tampéo de corrida
rometo de etidio

PROCEDIMENTOS

Informagoes importantes antes de iniciar os procedimentos

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

*Limpar a bancada onde o procedimento sera realizado, bem como as
pipetas que serao utilizadas 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.
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*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 execucdo da técnica, usar luvas que deverdo 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 deverao ser
deixados em banho de gelo até o momento de serem introduzidos no

termociclador.

Mix da PCR

As quantidades fornecidas a seguir correspondem a valores empregados

para uma unica amostra de DNA.

Obs: A cada reacéao incluir uma aliquota de amostra comprovadamente

positiva, além do controle negativo (apenas o mix)

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

Reagentes Quantidade (pl)
H20 34,80

Buffer de PCR 10x 5,00

MgCl. 2,00

dNTP 1,00

GPI-for 1,00

GPl-rev 1,00

Taq DNA Polimerase 0,20

Total 45,00

DNA 5,00
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Obs: Adicionar os reagentes na ordem do maior volume para 0 menor,
deixando a Taq Polimerase por ultimo. A mistura deve ser realizada o tempo todo

no gelo.

8.2.2 Apos homogeneizacgéo, transferir 45 yL da mistura anterior para um

tubo Eppendorf de 0,2 uL;

8.2.3 Adicionar 5uL do DNA extraido.

8.3 Ciclos Térmicos

8.3.1 Introduzir os tubos no termociclador, programado para os seguintes
ciclos de temperatura e tempo:

94°C 5 min 1X
94°C 30 seg

60°C 30 seg 35X
72°C 50 seg

72°C 5 min 1X
4°C infinito

8.4 Controles

8.4.1 A cada reacao adicionar uma amostra comprovadamente positiva e

uma negativa (um eppendorf com apenas 0 mix)

8.5 Eletroforese

8.5.1 Para fazer um gel de 2%

8.5.1.1 Pesar 2g de agarose
8.5.1.2 Medir em uma proveta 100ml de TBE
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8.5.1.3 Adicionar em um elenmeyer a agarose e o TBE
8.5.1.4 Levar ao micro-ondas até diluir (aparéncia limpida)
8.5.1.5 Montar uma placa molde com um pente para formar os po¢os no

gel
8.5.1.6 Adicionar a mistura na placa e aguardar a polimerizagéo

8.5.2. Colocar a placa com gel na cuba de eletroforese

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

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

8.5.5. No primeiro poco do gel aplicar 5 pyL da solugéo diluida do marcador
de peso molecular

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

de corrente.

8.6 Revelagao

8.6.1 Fazer a leitura do gel no Transiluminador- UV
8.6.2 A visualizagdo de uma unica banda de pares de base de ~800pb
indicara a presenga de DNA de Trypanosoma cruzi amplificado (PCR positiva).

PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

Nao se aplica

LIMITAGOES

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

10.2. Deve-se manter os reagentes no gelo para manter a estabilidade;

10.3. A PCR é uma técnica muito sensivel e deve-se tomar muito cuidado

para ndo contaminar as amostras;
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10.4. Deve-se ter um em cada reagdo uma amostra de controle positivo
(amostra de cultura positiva) e uma amostra de controle negativo (reagentes sem

amostra, apenas agua ultrapura).

REFERENCIAS
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Veazey P, Miles GA, Acosta N, Arias AR, Miles MA. Mechanism of genetic exchange in
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ANEXOS

Nao se aplica
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OBJETIVO

Descrever o procedimento da purificagdo do produto da PCR antes de ir

para o sequenciamento.

DEFINICOES

A precipitagdo com Polietilenoglicol (PEG) atua como método de

purificagdo da PCR com objetivo de remogédo de oligos e nucleotideos n&o

incorporados na PCR que poderiam interferir na reacdo de sequenciamento.

Apresenta um bom rendimento, podendo utilizar somente 0,5-1uL da amostra na

reacao de sequenciamento. O método ndao é recomendado para PCR com

bandas inespecificas ou com primer dimeros.

CAMPO DE APLICACAO

O procedimento se aplica a pesquisa clinica e diagndstico laboratorial de

pesquisa.

RESPONSABILIDADES

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

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

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

POP_ENT- Procedimento da PCR (reagdo em cadeia da polimerase) para
o diagndstico da infeccao pelo Trypanosoma cruzi- Protocolo GPI (Gene da
Glicose-fosfato isomerase).

POP_ENT- Protocolo de reacdo de sequenciamento para analisador

automatico ABI 310 (sequenciador).

EQUIPAMENTO DE PROTEGAO NECESSARIO

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

RECURSOS NECESSARIOS

Solugdo PEG (20% w/v PEG, 2,5M NaCl)

10g de Polietilenoglicol 8000

7,3g de NaCl

Adicionar 35 mL de H,O miliQ

Agitar para solubilizar o PEG durante 20 minutos, ou até o mesmo
encontre-se soluvel,

Posteriormente, completar o volume para 50 mL com H>O miliQ.

Antes de iniciar o procedimento:

Armazenar o etanol 80% a -20°C;

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

Identificar os tubos 1,5 mL;
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Adicionar PEG (20%) nos tubos identificados. O mesmo volume a ser
utilizado da PCR (20 uL de PEG - 20 uL de amostra);

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

Agitar suavemente em vortex por 5 segundos e dar um breve spin

(centrifugagao);

Incubar a 37°C por 15 minutos no termobloco;

Apés incubagéao, centrifugar a 2500 rcf (6.000 rpm) por 15 minutos a
temperatura ambiente;

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

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

Descartar o sobrenadante e deixar o tubo bem seco (bater o tubo de cabecga
para baixo) para remogao de residuos de etanol;

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

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

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

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

PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA

Nao se aplica

LIMITAGOES

Nao se aplica

REFERENCIAS

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.
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Silva, GAV; Barletta-Naveca, RH; Carvalho BKS, et al. Haplotype of the
Promoter Region of TNF Gene May Mark Resistance to Tuberculosis in the
Amazonas State, Brazil. Journal of Clinical & Cellular Immunology. 2016; 7, (3):
1-6.

ANEXOS

Nao se aplica.
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OBJETIVO

Descrever o procedimento da reagdo de sequenciamento utilizando p

sequenciador automatico ABI 310.

DEFINICOES

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

patogénicos.

CAMPO DE APLICACAO

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

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

POP’S RELACIONADOS

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

POP_ENT- Procedimento da PCR (reagdo em cadeia da polimerase) para
o diagnéstico da infecgéo pelo T. cruzi- Protocolo GPI (Gene da Glicose-fosfato
isomerase).

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

EQUIPAMENTO DE PROTECAO NECESSARIO

Jaleco, cal¢ado fechado, mascara, luvas, touca

RECURSOS NECESSARIOS

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

PROCEDIMENTOS

Preparagao 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 pOgo.

TITOmMmMmMmQoO WX

00000000,
OOOOOOOO™
OOOOOOO0 »
OOOOOOO0 =
OOOOOOO0 w
OOOOOOO0 «
OOOOOOOO ~
OOOOOOO0O @
OO @
OOOOOOO0 &
OOOOOOO0 R
OOOOOOO0 &

Placa com 96 pogos

Reagentes do Mix

Quantidade 1x*

Agua ultratrapura** 3,7uL
Buffer 5X (Save Money) 2 L
Primer (3,3 uM) 1L
Big Dye 0,3 puL

Volume do Mix***

7 pL
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Amostra ( produto da PCR purificado)

3 uL

Volume Total do Mix

10 pL

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

amostras.

**A agua € 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, € necessario selar

a placa com a fita seladora de placas de sequenciamento e levar a placa ao

termociclador;

8.1.3. Introduzir os tubos no termociclador, programado para 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

Apoés terminar a reag¢ao no termociclador

Remover a placa do termociclador e encaminhar para a centrifuga por 2

minutos, 2000 RCF a 4°C;
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Obs: A placa deve sempre estar envolvida com o papel aluminio, para
evitar a luz.

Apo6s a centrifugac&o, misturar na mesma proporgao o EDTA 125mM e o
acetato de sddio 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 misturar
manualmente;

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

Ap0s o periodo de incubagéo 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 n&o 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 | minuto,
removendo em seguida a placa da centrifuga;

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

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 inversdo desta placa deve ser manual, sobre a pia, com um so
movimento rapido, para evitar contaminagcdo dos pogos. Com a placa invertida
sobre o papel toalha bater delicadamente por 8X, para retirar o excesso de etanol
e fala um spin de 1 minuto.

Incubar a placa a 52°C por 15 minutos;
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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,
com a placa seca, colocar o selo, envolver com o papel aluminio para protegé-la
da luz e congele.

Acrescentar em cada pog¢o 10uL de formamida HI-DI, lavando as paredes
dos pocos. Selar e fazer um spin;

Obs: Tentar utilizer somente uma unidade de ponteira, de forma que 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

par.

PADRAO E MATERIAL DE REFERENCIA
Nao se aplica

LIMITACOES
Nao se aplica
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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.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Titulo do projeto: TRIATOMINEOS DO ESTADO DO AMAZONAS: DISTRIBUIGAO
ESPACIAL, BIOECOLOGIA E IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA.

Patrocinador: Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas

Nos, Maria das Gracas Vale Barbosa Guerra, Jorge Augusto de Oliveira Guerra e Rubens
Celso Andrade da Silva Junior, pesquisadores da Fundagéo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado, estamos convidando o senhor(a) /vocé/seu filho/seu familiar a participar de um
estudo chamado “Triatomineos do Estado do Amazonas: distribuicdo espacial, bioecologia e
importancia epidemioldgica “. Esta pesquisa ira estudar os barbeiros, vetores da doenca de
Chagas, que rotineiramente costumam invadir as casas, porém, parte da populacdo desconhece
a doenca e o barbeiro. Por isso, este trabalho propde investigar o conhecimento das pessoas
sobre a dindmica de transmissdo da doenga de Chagas, identificar o quanto elas sabem sobre
os vetores e conscientiza-las sobre as medidas preventivas para a infecgédo pelo Trypanosoma
cruzi

a) O objetivo desta pesquisa é investigar a distribuigdo dos barbeiros dentro e fora
das casas do estado do Amazonas, saber se esses barbeiros estdo vivendo em ambientes
humanos, se eles se alimentam de animais domésticos e o homem, além de estudar como
esses barbeiros se relacionam com o parasita que causa a doenga de Chagas.

b) Caso vocé participe do estudo sera necessario responder a um questionario
com 19 perguntas relacionadas a esta pesquisa, e preencher dados sobre endereco,
escolaridade, data de nascimento, nome completo, profissdo e local onde nasceu.

c) Para tanto, nao precisara de deslocar para fora da sua residéncia, apenas
responder ao questionario que durara no maximo 5 minutos.

d) Depois da entrevista sera oferecido ao participante informativos sobre os
barbeiros, contento orientagdes para preveng¢ao da doenca de Chagas.

e) Caso decida aceitar, o participante sera convidado a colaborar, coletando
barbeiros que possam aparecer na sua residéncia. Lembrando que sua colaboracao na busca
de barbeiros NAO é obrigatoria.

f)E possivel que, durante a entrevista, vocé sinta algum desconforto relacionado as
perguntas ou tempo gasto para responde-las.

g) Alguns riscos relacionados podem ser: quebra de sigilo das informacdes
fornecidas por extravio de ficha de entrevista; Apesar de receber orientagdes sobre captura de
insetos, se houver contato direto, podera desenvolver reagéo alérgica devido a picada do
barbeiro; ao tentar capturar o barbeiro e ele for amassado, e houver contato de suas maos com
as fezes contaminadas com Trypanosoma cruzi ha risco de contaminagdo com o T. cruzi.

h) Os beneficios esperados desta pesquisa sao: conscientizagdo da populagao
sobre a dindmica de transmisséo da doenca de Chagas; vigilancia entomoldgica, pelos préprios
moradores, sobre os barbeiros;

i) A pesquisadora: Dra. MARIA DAS GRACAS VALE BARBOSA GUERRA cujo nimero
de telefone é: 99602-9498, responsavel por este estudo estara disponivel na geréncia de
entomologia, no enderego: Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus - AM, 69040-000.
Além disso, o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Medicina Tropical Doutor Heitor
Vieira Dourado estara a disposigao do participante no enderecgo: Av. Pedro Teixeira, 25, Dom
Pedro, Manaus-AM, 69082-000, também pelo telefone (92) 2127-3572 e e-mail
cep@fmt.am.gov.br para esclarecer dividas que o senhor/a senhora/vocé/seu filho/seu familiar
possa ter e dar as informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Rubricas:
Participante da pesquisa

Pesquisador responsavel:
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Anexo Il

Questionario sobre doenca de Chagas
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
Titulo do Projeto: TRIATOMINEOS DO ESTADO DO AMAZONAS:
DISTRIBUIGAO ESPACIAL, BIOECOLOGIA E IMPORTANCIA

EPIDEMIOLOGICA.
IDENTIFICAGAO

Data da investigagédo: /[

1. Nome do participante

1 Data de Nascimento: ___ /|

2. Idade:

3. Sexo: M( ) F()

4 Raga/Cor: ( )Indigena ( )Negro ( )Branco ( )Amarelo ( )Pardo

5 Escolaridade: ( ) Alfabetizado ()1 a4, ()5 a8, ( ) Ens. médio () superior C (
)

6. Enderecgo da Residéncia:

7. Parede da casa ( ) Alvenaria ( ) madeira ( ) palha

8. Cobertura da casa () telha amianto ( ) Telha de aluminio ( ) telha de barro
( )palha ( )outro

9. Naturalidade:

10. Profisséo:

11. Ocupagéo: () Agricultor ( ) Extrativista ( ) Apicultor ( ) Piscicultor ( ) outros

12. Estado civil: ( ) solteiro ( ) Casado ( ) unido estavel ( ) viuvo

INFORMAGCOES DO CONHECIMENTO E VULNERABILIDADE - DOENGCA DE CHAGAS

13. Ja ouviu falar sobre Doenca de Chagas? () sim () ndo

14. Sabe como se pega a doenga? ( ) sim () ndo

15. Se a resposta for sim: Como se pega:

16. Ha historia familiar para Doenga de Chagas? ( ) sim () ndo

17. Ja ouviu falar do barbeiro ou piolho de piagaba? ( ) sim () ndo

18. Reconhece o barbeiro? ( )Sim ( )Nao

19. Ja encontrou barbeiro dentro de casa: ( )Sim ( )Nao Fora da casa ( )Sim ( )Nao

20. Se a resposta for sim onde? ( ) cama ( ) parede quarto ( ) cozinha

21. Mora préximo da mata? ( ) sim ( ) ndo

22. Qual a distadncia da casa paraamata? ( )<10m ( )entre 1Tme 50m ( )>50m

23. Possui energia elétrica na casa? () sim () ndo

24. Possui agua encanada ( )Sim ( )Nao

25. Banheiro dentro da casa ( )Sim ( )Nao

26. Entranamata? ( )Sim ( )Nao

27. Frequenta sitio no fim de semana / feriado: ( )Sim ( )Nao

28. Se sim com que frequéncia? Diariamente ( ) uma vez por semana ( ) uma vez por
més ()

29. Vocé ja pernoitou na mata? ( )Sim ( )N&o

30. Vocé dorme no sitio? ( )Sim ( )N&o

31. Com que frequéncia? ( ) Toda semana ( ) todos feriados

32. Vocé tem o habito de cacar? Sim ( ) Nao ()

33. Se a resposta for sim, com que frequencia?

34. Consome de carne de caga: ( )Sim  ( )Nao se sim Qual ?

35. Consumo frutos de palmeira: ( ) sim () ndo Se a resposta for sim quais : () Agai (
)Bacaba ( ) Patua( ) Buriti

36. Vocé mesmo faz o suco: ( )Sim ( )N&o Se a resposta for ndo. Onde vocé adquire o
suco

37. Apresentar e entregar o folder

Convidar para coletar/ou avisar sobre o encontro de barbeiros no domicilio
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7.3. Anexo IV

Material de divulgacao: panfleto educativo sobre doenca
de Chagas



Orientacoes

Casas proximas as areas de matas podem
atrair esses insetos através do uso de luzes

acesas.

Ao encontrar algum inseto parecido com o
barbeiro, seguir as orientacdes abaixo:

1. Se o barbeiro estiver
VIVO, coloca-lo em um
recipiente como, vidro,
caixa de fosforo, ou simi-
lar, deixando algum es-
paco para ele respirar.

2. Se o barbeiro estiver '
morto coloca-lo em um
recipiente com tampa ou

em um saco plastico.

N

NAO DEVE: esmagar, apertar, bater ou
matar o inseto de modo que seja espalha-
do seu contetdo interno como por exem-
plo as fezes.

3. Caso vocé encontre algum exemplar de
barbeiro na sua residéncia, pode comunicar
a Fundacdo de Medicina Tropical pelo tele-
fone 2127-3518. Ou nos avisar enviando
mensagem via WhatsApp para nossa equipe
pelo telefone (92) 99245-3180.

A doenca de Chagas:

1. E uma doenca infecciosa causada por um
parasito chamado Trypanosoma cruzi.

2. A principal forma de transmissdo € através
do contato com as fezes dos barbeiros
contaminadas com o parasito (FIGURA 1).

’

A
-

FIGURA 1: Barbeiro defi ds

ao se ali
de sangue (Fonte: Galvdo, 2014)

Qutras formas de transmisséo:

1. Consumo de alimentos crus ou contamina-
dos com fezes dos barbeiros. Exemplo: suco
do acai, bacaba etc.

2. Transfusdo de sangue

3. Congénita (de mde para filho)

4. Transplante de org3os

5. Acidente de laboratorio.

AMAZONAS

FAPEAM
QcnPq
A

Organizacao
ia de gia da Fundag3o de Medica
Tropical
Maria das Gragas Vale Barbosa Guema
Nelson Ferreira Fé
Rubens Celso Andrade da Silva Junior
Laylah Keire Costa Magalhdes
Kenny Rodriguez de Sousa
Jéssica Vanina Ortiz
Débora Raysa Teixeira de Sousa
Joel Dantas
Emily de Sousa Moura
Amanda Bento dos Santos
Amanda Louise

Contato

Geréncia de Entomologia/Fundacdo de medicina
tropical FMT-HVD

Av. Pedro Teixeira, Dom Pedro, Manaus-AM
Telefone: 2127-3518

Celular: (92) 99245-3180 (9

E-mail: mgvale@uea.edu.br

Quem sado os insetos que
transmitem a doenca de Chagas?

S3o os Triatomineos, conhecidos como Barbei-
ros ou piolho da piacaba. Se alimentam de
sangue de animais, inclusive do homem.

Existem insetos parecidos com os barbeiros,
mas ndo se alimentam de sangue e ndo trans-
mitem a doenca. Abaixo estdo imagens de bar-
beiros e de outros insetos parecidos:

Sé&o Barbeiros: N&o sao Barbeiros:

(Fonte: Juberg et al. 2014)
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DOENGCA DE CHAGAS
NO AMAZONAS

Conhecer para evitar

AMAZONAS
2019

Na Amazdnia ainda ndo existem barbeiros
que vivem dentro das residéncias, mas eles
podem ser atraidos pela luz e  ficam es-
condidos em frestas que encontram pela
casa.

Os barbeiros da Amazo- b
nia geralmente vivem
em:

«  Palmeiras elou
ninhos de peque-
nos mamiferos
eaves.

. Tocas de animais

Importante saber:

Na fase inicial da doenca de Chagas (fase
aguda) os sintomas s&o similares aos da mala-
ria. O diagnostico inicial é feito através do exa-
me para malaria.

A Fundacdo de Medicina Tropical € o centro

de referéncia para o diagnéstico e tratamento
da doenca.
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Anexo V

Ficha de registro de triatomineos
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FICHA DE RECEBIMENTO DE TRIATOMINEOS
I GERENCIA DE ENTOMOLOGIA

NOME:
ENDERECO:
INTRA/PERI: . COMODO:
TELEFONE: .DATA:
ESPECIE:

Adulto: M () F (). NINFA: FASE DA NINFA:
CODIGO:

OBS:
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7.5. Anexo VI

Parecer consubstanciado CEP
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: TRIATOMINEOS DO ESTADO DO AMAZONAS: DISTRIBUI(;AO ESPACIAL,
BIOECOLOGIA E IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA.

Pesquisador: MARIA DAS GRACAS VALE BARBOSA GUERRA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 26250118.5.0000.0005

Instituigao Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa - DENPE

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.203 414

Apresentagao do Projeto:

No documento intitulado PB_INFORMAQC')ES_BASICAS_DO_PROJETO_1 172672.pdf" postado em
27/08/2018,tem resumo, lé-se: "Os triatomineos s3o insetos de habito hematofago, de grande importancia
de dentro de saude publica, por incluirem espécies que colonizam os domicilios infectadas com o
Trypanosoma cruzi agente etiologico da doenca de chagas. Na Amazdnia n3o ha registro de triatomineos
que colonizem o domicilio. Todas as espécies encontradas, tem habitos silvestres, essencialmente zoofilos,
com pequena capacidade de dispers3o pelo voo. Entretanto, diante das pressdes antropologicas, tais como
os desmatamentos, quemadas e outras agressoes ecologicas, que destroem habitats naturais, se os
hospedeiros se tomarem escassos, 0s triatomineos podem fazer longos voos de dispersaoc para atingr um
novo habitat, durante os quais mostram uma atrac3o especial por luzes artificiais. Nesse processo espécies
podem colonizar o extra e ntradomicilio, passam a se alimentar do sangue de anmais domésticos, & do
homem, representando risco de instalac3o da Tripanossomiase domiciliar. Esse projeto tem como objetivo
nvestigar aspectos sobre a distribuic3o espacial. bioecologia, interac3o de espécies de Triatomineos com o
Trypanosoma cruzi crculante no Estado do Amazonas. O estudo sera realzado durante 4 anos, em parceria
entre a Universidade do Estado do Amazonas —UEA. Fundag3o de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado _ FMT-HVD e Fundagdo de Vigilancia em Salde — FVS. Sera realizado em municipios do Estado
do Amazonas, onde foram registrados surtos e casos isolados da doencga de Chagas na sua forma aguda.
Serdo registradas a ocorréncia

Enderego: Av. Fedro Teixer, 25

Bakro: D.Fedro | CEP: &£3.040-000
UF: AM Munioiplo: MANAUZ
Telefone: (32)2127-3572 Fax: (32)2127-3s72 E-mall: cep@mt.am.gov.br

Phgiom D1 2e 08
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR %"m
VIEIRA DOURADO"

Contihuegho do Parecer 2003 414

de triatomineos em ambientes domiciliares e extradomiciliares e sera avaliado o potencial de infestacdo de
ambientes humano. Ser3o investigadas a taxa de infecgdo natural para T. cruzi e fontes alimentares. Serdo
realizados ainda, treinamentos e orientagdes 3 populac3o e 30s agentes de salde, sobre os triatomineos e
sua importancia como vetores silvestres de T. cruzi na Amazonia™.

Trata-se do Projeto : TRIATOMINEOS DO ESTADO DO AMAZONAS: DlSTRIBUI(;AO ESPACIAL,
BIOECOLOGIA E IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA.
Pesquisador Responsavel: MARIA DAS GRACAS VALE BARBOSA GUERRA

Ser3o considerados como desfecho primario:

1- Sensibilizac3o da populacdo em relacdo aos vetores da doenca de Chagas;
2- Descrig3o dos aspectos da bioecologia dos triatomineos coletados Identificag3o das linhagens circulantes
proximo a0 ambiente urbano da regido metropolitana de Manaus;
3- Compreens3o da dindmica de ransmiss3o da doenca de Chagas no Amazonas.

Desfecho Secundario: O trabalho de sensibilizag3o sobre a doenga de Chagas e seus vetores podera
minimizar o contato da populagdo com o Trypanosoma cruzi.

Hipotese:

O registro de barbeiros dentro das residéncias, vulnerabiliza a populacdo para infecgdo pelo Trypanosoma
cruziO processo de urbanizagdo nos municipios da regido metropolitana de Manaus est3 aproximando a
populag3o do ciclo do Trypanosoma cruzi.

Tipo de Estudo: O estudo do tipo ecologico, de carater descritivo transversal, a ser realizado no periodo de
2018-2022.

Metodologia

MATERIAIS E METODOS:Local e periodo de estudo. O estudo seri realizado durante 4 anos, através de
parceria entre a Unwersidade do Estado do Amazonas —UEA. Fundag3o de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dourado - FMT-HVD e Fundag3o de Vigilancia em Sadde - FVS. Serdo realizadas visitas
presenciais nas areas urbanas e perurbanas de municipios da Regido Metropolitana de Manaus-RMM, e
orientacdes através de videoconferéncias, através da

Enderego: Av. Fedro Teixera, 25

Bakro: D.Fedro | CEP: &£3040-000
UF: AM Muniolplo: MANAUZ
Telefone: (32)2927-3572 Fax: (32)2127-2572 E-mall: ceplfmt.am.gov.br

Phgios 02 2e 8
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FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR “GR8ranl
VIEIRA DOURADO"

Contihuagho do Parecer. 2003 414

telemedicina da UEA, aos agentes de saude dos municipios do Estado do Amazonas , onde foram
registrados casos isolados da doenga de Chagas na sua forma aguda.

Procadimentos: A inclus3o de triatomineos sera iniciada apos o recebimento de espécimes pela geréncia
de entomologia doados por moradores de diferentes areas da regido metropolitana de Manaus. Havera
orientaci3o com folder sobre os triatomineos e a Doenca de Chagas na Amazdnia.Havera visita 3o local e
registro dos triatomineos. Sera proposto a realizac3o de palestras e orientagdes Durante as visias, os
moradores serao convidados a participar do estudo. Caso concordem, dever3o assinar o Termo de
consentmento lvre e esclarecido-TCLE, e realizada uma entrevista sobre 0 seu conhecmento a respeito de
triatomineos e a doenca de Chagas. ser3d apesentada uma caixa-mostrudrio com as espécies de
triatomineos que ocorrem na regiao. Todos os participantes serdo convidados e orientados para colaborar,
coletando os espécimes de triatomineos, encontrados no intra e peridomicilio de suas moradias, além de
comunicar o laboratorio de entomologia da FMT-HVD, o eventual registro de triatomineos em suas casas.
Durante as visitas serdo ainda realzadas, buscas ativas nas areas adjacentes 3o intra, pen e extadomicilio
dos moradores que entregarem os exemplares de triatomineos.A ocorréncia de triatomineos em ambientes
domiciliares e extradomiciliares e o potencial de infestag3o de ambientes humano, sera avaliada através das
seguintes amostras:

1. Triatomineos recebidos na geréncia de entomologia doados por moradores de diferentes areas da regiao
metropolitana de Manaus.

2. Triatomineos entregue por moradores de areas urbanas, periurbanas e rurais da regido metropolitana de
Manaus apos onentacdo aos moradores;

3. Triatomineos coletados por busca ativa no intra e peridomicilio de moradores de diferentes areas da
regido metropolitana de Manaus que fizeram doac3o.

Treinamento de pessoal: Durante o estudo serdo realzados treinamentos para capacitacdo de agentes de
salde e de moradores, no reconhecimento das diferentes espécies de vetores, que ocorrem nas suas
regides. Para os municipios fora da RMM, ser3o realizadas palestras via telemedicina da UEA. Mapeamento
das areas com registro de triatomineos Em cada local onde houver registro de triatomineos sera aferida a
dist3ncia entre o imovel e a area de mata mais proxima. As residéncias positivas para a ocorréncia de
vetores no intra ou peridomicilio serdo georeferenciadas com GPS portatil, para a analise de distribuicio
espacial e correlaco.

Serdo utizados os seguinte indicadores entomologicos:

1) indice de infestac3o, domiciiar (= numero de unidades domiciliares com presenca de triatomineos x 100,
dividido pelo numero de unidades domiciliares pesquisadas);

Endersgo: Av. Pecro Teixera, 25

Bakro: D.Pedro | CEP: £3.040-000
UF: AM Munioiplo: MANAUZ
Telefone: (32)2127-3572 Fax: (32)2127-3572 E-mall: cep@fmt.am.gov.br

Pigios [0 2e ®



105

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR QRgrasl
VIEIRA DOURADO"

Contihusgho do Parecer 2003 414

2) a densidade triatominica domiciliar (nimero de exemplares de triatomineos capturados dividido pelo
numero de unidades domiciliares pesquisadas);

3) o indice de infecgdo natural por T. cruzi e o indice de colonizag3o (=nimero de unidades domiciiares com
presenca de ninfas x 100, dividido pelo nimero de unidades domiciliares pesquisadas).

Identificac3o dos Triatomineos: Todos os espécimes coletados serdo identificados através de chave
taxondmica.Sera realizada biologia molecular para identificagdo das linhagens de Trypanosoma cruzi
utilizando as técnicas de PCR multiplex. COIl, GPI; e Fus3o de Alta Resolugdo (HRM) para fonte alimentar.A
heterogeneidade de habitats sera determinada a partir dos dados ecologicos dos locais de captura com
dados do INPE e IBGE.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primanio:
Investigar aspectos sobre a distribuic3o espacial, bioecologia. interagdo de espécies de Triatomineos com o
Trypanosoma cruzi circulante no Estado do Amazonas.
Objetivos Secundarios:
1- Avaliar a ocomréncia de triatomineos em ambientes domicliares e extradomiciliares; 2-Descrever aspectos
sobre a heterogeneidade de habitats;
3- Avaliar o potencial de infestac3o de ambientes humano:
4- Avaliar preferéncias alimentares Descrever fatores que vulnerabilizam a populac3o para a infecgdo
chagasica em areas de regiao metropolitana de Manaus:
4-Investigar aspectos da interag3o parasio-vetor,
5- Estimar a infecgdo natural por Trypanosoma cruzi em triatomineos, encontrados no intra e peridomicilio;

Enderego: Av. Fedro Teixera, 25

Bakro: D.Fedro | CEP: &£3.040-000
UF: AM Munioiplo: MANAUZ
Telefone: (32)2127-3572 Fax: (32)2127-3572 E-mall: cep@mt.am.gov.br
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6- Investigar a susceptbilidade de espécies de triatomineos frente as linhagens de Trypanosoma cruzi
circulante no Estado do Amazonas.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos:Apesar de receberem treinamento e todas as orientacdes sobre a identificacio & manipulacio dos
vetores da doenga de Chagas, tanto a equipe quanto a populacdo podem ficar expostas as fezes
contaminadas de triatomineos. Também podera ocorrer quebra de sigilo dos dados fomecidos pelos
participantes do estudo durante a entrevista.

Beneficios Educac3o em salde para os profissionais e populac3o sobre doenga de Chagas e seus vetores.
Vigilancia entomologica pelos agentes de salde e também pela populag3o sobre os riscos da presenca dos
barbeiros em suas casas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa que busca o conhecimento sobre 3 distrbuigéo espacial e temporal, de
insetos vetores de doengas e poder demonstrar o comportamento desses organismos, e sua proximidade
com humanos. No caso dos triatomineos da Amazodnia, estudos que investiguem a ocorréncia desses
insetos proximo ou dentro dos domicilios s30 de grande relevancia considerando que nessa regido ainda
n3o ha colonzagdo desses insetos, a populagdo ni3o tem conhecimento desse tipo de inseto, e se formas
imaturas forem encontradas dentro dos domicilios ou no peridomicilio, isso pode ser um alerta para a
mudanca de comportamento desses insetos na regido.

O projeto conta com uma instituic3o proponente: Fundacdo de Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado.
O nimero de participantes estimados para o projeto & de 500 entrevistados;
O projeto prevé duracdo de 4 anos.

Contara com orgamento de R$ 20.887,75 ( Vinte e nove mil, oitocentos e sessenta e sete reais e setenta e
cinco centavos)

A proposta € relevante e conta com uma equipe qualficada e dentro do contexto, € plenamente factivel.

Entretanto, seu protocolo contém algumas questdes que merecem maiores adequacdes, tais como: Falta
anuencia da Universidade do Estado do Amazonas -UEA, anuencia da Gerencia de
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Este protocolo traz anexado na PB os seguintes documentos:

1-FolhaDeRosto.paf,
2-PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_1172672.pdf.
3-projetoPlataformaBrasi.docx;
4-TCLE.docx
5-Cronograma com inicio em 01/03/2019 e témmino em 31/08/2022
€-Orcamento financeiro detalhado na PB no valor de RS 22.867,75 (vinte e nove mil, oitocentos e sessenta e
sete reas e setenta e cinco centavos).

Recomendagoes:
Vide Condusdes e pendénciais

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
A cabo da apresentacdo e analise das pecas que compdem o protocolo, as conclusdes s30 para que os
interessados atendam os pontos abaxo:

PENDENCIAS/SOLICITAGOES

PENDENCIA 1

Solicta-se anexar na PB o questionario citado no escopo do projeto;

PENDENCIA 2

Segundo o protocolo ” O estudo sera realzado durante 4 anos, em parceria entre 3 Universidade do Estado
do Amazonas -UEA, Fundag3o de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado _ FMT-HVD e Fundag3o de
Vigilancia em Salde - FVS". Solicita-se anexar na PB, as anuéncias destas instituicdes;

PENDENCIA 3-

Segundo o protocolo ainda: * Sera realizado em municipios do Estado do Amazonas, onde foram
registrados surtos e casos isolados da doenca de Chagas na sua forma aguda”. Solicita-se nomear os
municipios e de que forma a pesquisa sera realizada;

PENDENCIA 4

Quanto ao TCLE.docx, mesmo estando com texto claro, objetivo e de facil entendimento, n3o esta indicado
o endereco, contato telefdnico e horario de funcionamento do CEP. Solicita-se est3 adequacdo em
conformidade com o (item IV.5.d, da Resolugdo CNS n®.466 de 2012).
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Diante do exposto, achamos que o projeto deva ficar em PENDENCIA. para que as comrecdes apontadas
sejam feitas.

Salve melhor juzo!

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente Protocolo teve seu desfecho de PENDENCIA. Com essa delibera;éo o (3) pesquisador (3) fica
informado (a) que a partir desta data terda 30 (TRINTA) DIAS para atender as pendéncias apontadas,
transcormido esse prazo e as pendéncias permanecerem sem atendimento o Protocolo sera arquivado, para
atender a Resolug3o CNS n° 466/2012.

Ao reencaminhar o Protocolo de Pesquisa ao CEP, o pesquisador (a) devera anexar ao Protocolo a FOLHA
RESPOSTA, respondendo as pendéncias apontadas uma a uma, indicando sempre a pendéncia seguida da
resposta e o local do Protocolo em que foi realizada a alterac3o. Se houver qualquer tipo de divida para
responder 3s pendéncias, o pesquisador deve, pessoalmente, entrar em contato com o CEPFMT-HVD.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacoes Basicas PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 27/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1172672 pdf 17:3400 |
TCLE/Termos de | TCLE.docx 27/08/2018 |Rubens Celso Aceito
Assentimento / 17:32:31 |Andrade da Silva
Justificativa de Junior
Auséncia
Projeto Detalhado /| projetoPlataformaBrasd.docx 14/08/2018 [Rubens Celso Aceito
Brochura 18:26:40 |Andrade da Silva
Investigador _ - Junior
Folha de Rosto FolhaDeRosto.pdf 14/08/2018 |Rubens Celso Aceito

18:16:00 |Andrade da Silva
Junior
Situagao do Parecer:
Pendente
Necessita Apreciagao da CONEP:

Enderego: Av. Fedro Teixera, 25

Bakro: D.Fedro | CEP: £3.040-000
UF: AM Munioiplo: MANAUZ
Telefone: (32)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mall: cep@fmt.am.gov.br

Pigioa 07 de 08



109

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO"

Contihuagho do Parecer. 2003 414
Nao
MANAUS, 19 de Setembro de 2018

Assinado por:
Marilaine Martins
{Coordenador({a))
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