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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC) € uma doenca parasitaria ocasionada pelo protozoério
flagelado Trypanosoma cruzi. E endémica em 21 paises das Américas, e afeta
milhdes de pessoas no mundo. A transmissdo vetorial possui relevancia
epidemioldgica devido a variedade de espécies de triatomineos. No Estado de Séo
Paulo as espécies de triatomineos, também conhecidos como “barbeiros”, mais
frequentes sédo Triatoma sordida, Panstrongylus megistus, Rhodnius neglectus e
Triatoma tibiamaculata. Durante o repasto sanguineo os barbeiros liberam suas fezes,
que podem conter o Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado identificado pela
presenca do cinetoplasto, uma organela localizada na base do flagelo que contém o
DNA mitocondrial. Tendo em vista a importancia da vigilancia epidemiologica dos
vetores, este estudo visou avaliar um método mais sensivel para o diagndstico da
infeccdo natural nas fezes de triatomineos por tripanossomatideos, buscando
aprimorar as acOes de vigilancia da DC no Estado de S&ao Paulo. Mais
especificamente, o objetivo foi diagnosticar a infeccdo natural por tripanossomatideos
em amostras de fezes de triatomineos, através da padronizacdo do uso de papel de
filtro aliado a aplicacdo de técnicas moleculares. Além disso, a sensibilidade da
técnica molecular foi comparada com o exame direto na deteccao de Trypanosoma
cruzi em triatomineos que sd@o coletados vivos, bem como nos que chegam no
laboratorio secos. Foram analisadas 126 amostras de fezes de triatomineos obtidas
de 14 municipios do Estado de Séao Paulo no periodo de abril a setembro de 2020. A
reacao de PCR teve como alvo o gene citocromo b (cytb) do Trypanosoma cruzi. A
positividade obtida no exame direto foi comparada a da PCR através do teste qui-
quadrado e a concordancia entre os dois métodos foi avaliada por Kappa. O exame
direto apresentou positividade de 1,72% e o teste molecular 4,31%. Na comparacao,
observamos porcentagem de deteccao de 100% para a PCR e de 40% para o exame
direto, demonstrando que o diagnostico molecular apresenta sensibilidade superior
quando comparado ao exame direto. Para as amostras de triatomineos secos, o teste
molecular apresentou baixa sensibilidade de deteccdo e necessita ser adequado.
Como esperado, o teste molecular mostrou-se mais sensivel para deteccdo de
tripanosomatideos em fezes frescas de triatomineos e pode auxiliar na vigilancia da
Doenca de Chagas.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA DE CHAGAS

A Doenca de Chagas € uma doenca parasitaria ocasionada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). Em 1909, o médico Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas, identificou no tubo digestivo de “chupdes” ou “barbeiros” uma
forma flagelada e decidiu enviar amostras desses insetos infectados ao laboratério de
Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, onde se confirmou a suspeita sobre essa nova forma
flagelada que estava circulando entre os invertebrados e vertebrados. Este
protozoario encontrado foi denominado de Trypanosoma cruzi, fazendo uma
homenagem a Oswaldo Cruz, e assim a doenca passou a ser chamada de Doenca de
Chagas (DC). Este fato se tornou histérico, porque Chagas descobriu e descreveu
como se dava o processo de transmissao da entrada no organismo; vetor e
caracteristicas clinicas desta nova doenca (Costa et al., 2013).

Embora tenha sido descrita em 1909, estudos de paleoparasitologia
recuperaram DNA de T. cruzi em amostras de tecido de mumias, indicando que a DC
€ uma infeccdo antiga que aflige o homem ha mais de 9.000 anos (Rassi et al., 2010).

A DC, também nomeada tripanossomiase americana, € endémica em 21
paises das Américas (Figura 1) (WHOa, 2018). Apesar da Bolivia ter altas taxas de
incidéncia e prevaléncia, o maior numero de individuos que vivem com DC residem
no Brasil, Argentina e Colémbia e este fato esta diretamente relacionado as moradias
em areas rurais, pois o vetor prospera em areas onde ha mas condicbes de moradia
(Echavarria et al., 2019).

A DC é apontada entre as 20 doencas tropicais negligenciadas (Martins-Melo
et al., 2018). A estimativa é que aproximadamente 70 milhdes de pessoas vivem em
locais de risco para a infeccéo, e de 6 a 7 milhdes de pessoas estdo acometidas no
mundo. No Brasil com incidéncia anual de 30 mil novos casos, ocasionando em média
14 mil mortes e 8 mil recém-nascidos infectados durante a gestacdo (Ministério da
Saude, 2020).



Figura 1. Distribuicdo Global dos casos de Doenca de Chagas, baseado nas
estimativas oficiais, 2018 (WHOb, 2018).
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1.2. TRIATOMINEOS DE IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

Os triatomineos sao insetos de grande importancia médica por atuarem como
vetores do Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas (DC) (Oliveira
et al., 2016), sendo necessaria uma constante vigilancia epidemiolégica e
entomoldgica dos vetores nela envolvidos (Coura & Vifias, 2010). S&o insetos da
subfamilia Triatominae (Hemiptera, Reduviidae) restritos a hematofagia (Carcavallo et
al.,1998). O ciclo evolutivo é caracterizado por fases de ovo, ninfa e adulto (Monteiro
et al., 2015), sendo necessario, para a troca de um estadio a outro, de a0 menos uma
refeicdo (Junqueira et al., 2011).

Estdo descritas mais de 150 espécies, distribuidas em 5 tribos 19 géneros
(Corréa-do-Nascimento et al., 2020; Poinar, 2019). No Brasil, existem cerca de 66
espécies distribuidas em todos os estados brasileiros, (Oliveira et al.,2018) dentre eles
sao conhecidos com capacidade vetorial para transmissédo de T. cuzi as seguintes
especies: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Panstrongylus
megistus (Silveira & Martins, 2014).

No Brasil, as espécies que sédo epidemiologicamente mais importantes devido

ao perfil comportamental sdo, Triatoma infestans (Klug, 1834), T. brasiliensis (Neiva,



1911), T. pseudomaculata (Corréa & Espinola, 1964), Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835) e Rhodnius robustus (Larrousse, 1927) (Galvao et al., 2003;
Jurberg et al., 2009; Goncalves et al., 2013), sendo que o Triatoma infestans que ja
foi considerado o principal vetor da DC teve sua transmissao vetorial interrompida
devido a programas de controle realizados no pais (Silva, 2006).

As espécies de triatomineos encontradas com mais frequéncia no Estado de
S&o Paulo séo: Triatoma sordida, Panstrongylus megistus, Rhodnius neglectus e
Triatoma tibiamaculata (Silva et al., 2020).

No Estado de Séo Paulo, as espécies T. sordida e R. neglectus séo dispersas
na regiao do planalto paulista; P. megistus € encontrado nas regides de Mata Atlantica
e na Encosta Ocidental da Mantiqueira, em municipios que fazem divisa com o Estado
de Minas Gerais; T. tibiamaculata séo coletados constantemente na regido do litoral
paulista, em area de Mata Atlantica (Silva et al., 2011). Triatoma sordida, descrita por
Stal em 1859, predomina nos cerrados invadem habitacBes apoiado por biétopos
silvestres (Diotaiuti, 1991). A proliferacdo do triatomineo esta associada a mudancas
na economia, as péssimas condicdes de moradia, desmatamento e ao aumento da
urbanizacao, que séao resultado da interferéncia humana no meio ambiente ( Argolo et
al., 2008). Se abrigam geralmente em fendas na parede e teto de casas de pau-a-
piqgue e residéncias precarias da area rural, locais mal iluminados, terrenos
abandonados, comunidades periféricas e, em locais de criacdo de animais. Essa
dindmica contribuiu para que o agente etiolégico, que antes era mantido em area
silvestre, tenha se deslocado para ambientes domiciliares e peri domicilios (Argolo et
al., 2008; Vinhaes & Dias, 2000), ocasionando o espalhamento da DC para areas nao
endémicas nas ultimas duas décadas (Figura 1) (Bocchi et al., 2017).

Devido a sua proximidade e, as elevadas taxas de infeccdo pelo T. cruzi,
Panstrongylus megistus descrito por Burmeister em 1835, é uma das espécies de
maior interesse epidemiologico por ser capaz de colonizar o intra e o peridomicilio.
Foram relatados pela primeira vez na regido metropolitana de Sao Paulo no municipio
de Carapicuiba em 2018 (Silva, et al., 2020).



1.3. TRYPANOSOMA CRUZI

O T. cruzi € um protozoario de importancia meédica pertencente a Ordem
Kinetoplastida que compreende protozoarios hemoflagelados (Dias e Coura,1997). E
identificado pela presencga do cinetoplasto, uma organela localizada na base do flagelo
que contém o DNA mitocondrial. Esse cinetoplasto se excede na membrana
parasitaria por ser volumoso, permitindo a distincdo entre T. rangeli (AARAS et al.,
2003; SANTOS, 2019).

O ciclo evolutivo do T. cruzi no vetor inicia quando as formas tripomastigotas
ingeridas no repasto sofrem transformacédo em epimastigotas e se multiplicam no
decorrer no intestino médio e, ao atingir o intestino posterior se transformam em
tripomastigotas metaciclicos infectantes ao ser humano que séo eliminados nas fezes
durante os repastos sanguineos seguintes (Costa et al., 2013; Rey, 2001). Alguns
triatomineos possuem um fator hemolitico no sistema digestdrio que lisa as hemacias
reduzindo a infeccao parasitaria, fazendo com que o inseto seja refratario ao contagio

parcial ou total por T. cruzi (Brener, 1997).

1.4. EXAME DAS FEZES FRESCAS E CORADAS

Para o diagnéstico da infeccao natural de tripanossomatideos em barbeiros é
amplamente aplicada a metodologia da leitura de laminas das fezes frescas e coradas
destes insetos (Urdaneta-Morales, 2014). A obtencdo do contetudo fecal do
triatomineo é realizada através de uma delicada compressao no abdémen do inseto
dependendo do estado do exemplar, sem sacrificio do mesmo. O material obtido do
intestino posterior (aproximadamente um terco do material) € misturado a uma gota
de solucdo fisioldgica em lamina limpa e seca.

Para os barbeiros secos que chegam ao laboratorio, € necessario re-hidratar o
inseto para facilitar a coleta das fezes, para isso € aplicada solugéo fisiologica no
abdémen posterior do triatomineo com o auxilio de uma seringa, e 0 material é

coletado em cerca de trés a vinte minutos apos a reidratacao.
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1.5. DNA MITOCONDRIAL

Os tripanossomatideos apresentam uma Unica mitocondria que possuem
moléculas circulares de DNA, mais conhecido como uma rede gigante de DNAs
circulares, sendo composta por varios milhares de minicirculos interligados, formando
algumas dezenas de maxicirculos. O DNA do cinetoplasto (KDNA) € o DNA
mitocondrial mas estruturalmente complexo da natureza (Luke et al., 2002). A funcao
dos maxicirculos de kDNA, é codificar alguns produtos génicos, como rRNA e
subunidades de complexos respiratérios (Klingbeil & Englund, 2004).

A auséncia de recombinacdo no DNA mitocondrial e sua alta taxa de evolugao
heterogénea entre seus genes, fazem com que seja um excelente marcador para
taxonomia e estudos filogenéticos. Alguns genes acumulam mutacdes mais
rapidamente, como os genes codificadores das subunidades da NADH Desidrogenase
e Citocromo Oxidase C (CO), enquanto os genes Citocromo B (cytb), alvo do nosso
trabalho (Figura 2), estdo entre os mais conservados (Meyer, 1993). Aliado a isso, 0s
minicirculos de kDNA apresentam um grande nimero de cépias (10%) e polimorfismo
entre espécies e isolados, sendo excelente alvo para diagnéstico por PCR (Marcili,
2008).

Figura 2. Esquema do maxicirculo de kDNA de Trypanosoma cruzi, destacando o

gene citocromo b (cytb) (Westenberger et al., 2006).
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Por ser uma zoonose complexa, a DC néo est4 incluida no grupo das doencas
erradicadas, uma vez que a transmissao do T. cruzi acontece no ambiente silvestre
entre reservatorios e vetores em ecotopos naturais, sempre havera a possibilidade de
ocorrer infeccdo acidental e reativacdo da transmissdo domiciliar a partir de focos

silvestres, evidenciando a importancia da vigilancia epidemiolégica.

2. OBJETIVO GERAL

Diagnosticar através da técnica molecular, a infeccdo natural por
tripanosomatideos em amostras de fezes de triatomineos e comparar com o exame

direto.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Padronizar uma técnica molecular para extracdo de DNA de fezes de
triatomineos;

° Detectar a presenca de tripanosomatideos em amostras de fezes de
triatomineos com técnica molecular e comparar os resultados obtidos com o exame
direto;

° Comparar a sensibilidade da técnica molecular versus o exame direto na

deteccdo de Trypanosoma cruzi em triatomineos secos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS

Neste estudo foram analisadas 126 amostras de fezes de triatomineos de cinco
espécies, sendo: Panstrongylus diasi, Panstrongylus megistus, Rhodnius neglectus,
Triatoma arthurneivai e Triatoma sordida, que foram obtidas de 14 municipios do
Estado de Séo Paulo (Figura 3) coletadas no periodo de abril a setembro de 2020.
Desse total, 116 amostras de fezes frescas pertenciam a barbeiros que apresentavam
conteddo intestinal que permitiu extrair suas fezes diretamente em papel filtro. Outras
10 amostras foram extraidas de animais secos que nao apresentavam conteudo
intestinal aparente para extragdo, mas eram sabidamente positivos para T. cruzi.

A identificacdo morfologica das espécies de triatomineos foi realizada pela
equipe do Laboratorio de Parasitoses por Flagelados da SUCEN de Mogi-Guacu, SP,
utilizando as chaves dicotdmicas de Lent & Wygodzinski (1979) e Carcavallo e
colaboradores (1997). Onde coletaram conteudo fecal, fizeram o Exame Direto das
amostras e nos enviaram absorvidas em papel filtro 3M Whatman® para facilitar a

conservagao e o transporte dessas amostras.

Figura 3. Procedéncia das amostras de fezes de triatomineos no Estado de S&o Paulo
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3.2. DIAGNOSTICO DA INFECCAO NATURAL EM TRIATOMINEOS

3.2.1. Extracdo de gDNA

As amostras de fezes impregnadas em papel 3M Whatman foram extraidas em
duas etapas de Pré-lise e Extracdo, realizadas com a utilizacdo do tampéao ASL (i)
(Stool Lysis Buffer) e com o Kit DNeasy Blood & Tissue (ii) (Qiagen, Germantown,
Maryland), conforme descrito a seguir.

Para a pré-lise, cada amostra em papel de filtro foi colocada em tubo de 2 ml e
submersa em 220 ul de tampéao ASL (i). A suspenséo foi aquecida em ThermoShaker
na velocidade de 400rpm, por 15 minutos a 70°C. As amostras foram resfriadas em
temperatura ambiente até atingir cerca de 56°C para entdo adicionarmos 20 ul de
Proteinase K e 200 ul de tampéo AL (ii), e deixadas por 2 horas sob agitacdo de
400rpm em ThermoShaker a 56°C, e em seguida resfriada novamente em
temperatura ambiente e deixada sob agitacdo de 400rpm em ThermoShaker a 37°C
overnight.

As amostras foram avaliadas apés a incubacao overnight e aquelas que ainda
estavam escurecidas foi realizada a limpeza para eliminar possiveis inibidores de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase), e para isso foi acrescentado ¥ do comprimido
Inhibitex (i) homogeneizado continuamente (1 minuto) e incubado a temperatura
ambiente (1 minuto), apés foi centrifugado por 3 minutos em velocidade maxima
(13.000 rpm), ao final todo o sobrenadante foi transferido para um novo tubo.

Na etapa de extracdo, as amostras foram retiradas do ThermoShaker e
adicionamos 200 ul de etanol (96 a 100%), foram homogeneizadas e centrifugadas
por 1 minuto na velocidade maxima (13.000 rpm). Em seguida, a parte liquida de cada
amostra foi transferida para a coluna com tubo coletor do kit (ii) e prosseguimos com
as lavagens, adicionando 500 ul de cada tampéo de lavagem AW1 e AW2 (ii) e a
eluicdo do gDNA foi feita com 100 ul de tampéo AE (ii), conforme instru¢cdes do

fabricante.
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3.2.2. Validagéo do Protocolo de Extracdo

A padronizacao do protocolo de extracao foi validada utilizando 10% do nosso
total de amostras (12 amostras) selecionadas aleatoriamente no conjunto de
amostras. Essa etapa foi indispensavel para assegurar a auséncia de inibidores nas
amostras extraidas que poderiam interferir nas andlises por PCR. Para isso,
realizamos uma reacdo de PCR com primers especificos para amplificar o DNA do
hospedeiro. A reacao foi conduzida fazendo uso dos primers ND5_F (5-TCC TTA GAA
TAA AAT CCC GC-3) e ND5 R (5-GTT TCT GCT TTA GTT CAT TCT TC-3), em
volume final de 25 ul contendo as seguintes concentracdes de reagentes: 2,5 mM de
MgClz; 1X de PCR Buffer (tampéo); 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 uM de cada primer;
0,4 unidades de Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen); e 5 pl de gDNA. As
condigdes de ciclagem foram as seguintes: 94°C por 5’; 35 ciclos de amplificagao:
94°C por 307; 46°C por 30”; 72°C por 45”; e um alongamento final de 72°C durante
10’; originando um fragmento de ~449 bp (Birungi & Munstermann, 2002).

3.2.3. PCR e Sequenciamento de Trypanosoma cruzi

A reacdo de PCR para o gene citocromo b (cytb) para Trypanosoma cruzi foi
realizada utilizando os primers p18 (GAC AGG ATT GAG AAG CGA GAG AG) e p20
(CAA ACC TAT CAC AAA AAG CAT CTG) (Brisse et al., 2003) em um volume final
de 25 pl contendo 0,5 unidades de Taq DNA Polimerase Platinum (Invitrogen), 0,1 nM
de cada dNTP, 0,2 mM de cada primer, 1,5 mM de MgCI2, tampéo 1X, e 5 ul de gDNA.
A ciclagem foi realizada de acordo com o protocolo da (Brisse et al., 1998): 94°C por
5’; 35 ciclos de amplificagdo: 94°C por 1’; 50°C por 30”; 72°C por 90”; e um
alongamento final de 72°C durante 5’; originando um fragmento de ~722 bp.

Os fragmentos obtidos na amplificagédo por PCR foram analisados em gel de
Agarose 1% (Sigma Aldrich), utilizando 10 ul de amplificado, 2 ul de Loading Buffer
6X (Sinapse) e 1 ul Gel Red (Biotium).

A reacgdo de sequenciamento foi realizada utilizando o kit BigDye Terminator
v3.0 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™), conforme instru¢des do fabricante,

e as leituras foram realizadas em equipamento multiusuario localizado no Laboratorio
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de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical — IMT/USP, no Sequenciador ABI PRISM
® 3500 Genetic Analyser (ABI, USA). As sequéncias obtidas foram analisadas através
da base de dados genéticos GenBank ® para a confirmacédo das sequéncias de T.

cruzi encontradas nas amostras positivas.

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no PCR foram comparados com os resultados pré-
existentes no Exame Direto por teste qui-quadrado. A concordancia entre os dois

métodos foi avaliada por Kappa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. EXTRACAO DE DNA DE FEZES DE TRIATOMINEOS

Para a concretizacao da analise molecular é necessario que o DNA esteja puro,
integro e em grande quantidade apGs passar por um processo de extracao. Quando
é testado um protocolo se espera obter DNA de boa qualidade, pois uma das maiores
limitacOes das trés caracteristicas inicialmente citadas, e obter resultado desejado na
PCR é a presenca de inibidores na amostra que promovem falso negativo e a inibicdo
da Taq polimerase (Bergallo, 2006).

Dessa forma, seguimos com a extracao de fezes de triatomineos de Papel Filtro
3M (Whatman®) sendo esta técnica validada inicialmente com a realizacdo de PCR
gue detecta a presenca de DNA do hospedeiro em todas as amostras utilizadas para
esta padronizacdo (n=12) e demonstrou a auséncia de possiveis inibidores.

A validacdo desta metodologia foi uma etapa importante, uma vez que a
dificuldade operacional no transporte de triatomineos vivos até o laboratério pode
acarretar na perda de um percentual varidvel de espécimes (Pinho, 2012). Esta
analise prévia foi essencial, pois permitiu o prosseguimento das analises seguintes

com seguranca.

4.2. DETECCAO DA PRESENCA DE TRYPANOSOMA CRUZI EM
AMOSTRAS DE FEZES DE TRIATOMINEOS

Foram analisadas 116 amostras de fezes de triatomineos coletadas em
diferentes municipios do Estado de S&o Paulo. Nossos resultados no teste molecular
apresentaram positividade de 4,31% (5/116), indicando a presenca de T. cruzi nas
fezes da espécie Panstrongylus megistus em trés municipios do Estado de Sao Paulo
(Figura 4), enquanto que o exame direto possui positividade de 1,72% (2/116) para a

mesma espécie de triatomineo no municipio de Caconde — SP.
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Figura 4. Municipios onde foi detectado positividade de Trypanosoma cruzi.
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A concordancia relativa entre o Exame Direto (ED) e o PCR foi alta (97%), por
isso, visando avaliar o nivel de concordancia e/ou reprodutibilidade entre os testes,
também realizamos o célculo do Coeficiente Kappa (-1 a 1), — que compara a
concordancia relativa com a concordancia randémica — pois € considerado um dado
conservador. Para isso foi elaborada a tabela de contingéncia (Tabela 1) e através

dos valores obtidos realizamos os célculos dispostos no Quadro 1.

Tabela 1. Tabela de Contingéncia para calculo do Coeficiente Kappa

PCR
Positivo Negativo Total %
. Positivo 2 0 2 0,017
Exame Direto
Negativo 3 111 114 0,983
Total 5 111 :
% 0,043 0,957
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Quadro 1. Equacdes para Coeficiente Kappa

Concordancia relativa: po= (2+111) /116 = 0,97
Probabilidade de Positivos = (% Positivos ED) x (% Positivos PCR) = 0,017 x 0,043 = 0,0007
Probabilidade de Negativos = (% Positivos ED) x (% Positivos PCR) = 0,983 x 0,957 = 0,9404
Concordancia randémica: p.= Prob. Positivos + Prob. Negativos = 0,0007 + 0,9404 = 0,94

Kappa = (po - pe) / (1 - pe) = (0,97 - 0,94) / (1 - 0,94) = 0,56

Na comparacdo observamos alta porcentagem de deteccdo (100%) para a
PCR em comparacdo ao Exame Direto (40%) (Tabela 2), embora ndo tenha
demonstrado significancia estatistica (p=0,44), apresentando valor de Qui-Quadrado
com correcdo de Yates de 0,59. Acreditamos que esta baixa significancia estatistica
possa ter sido influenciada pela pequena quantidade de positivos presentes em nosso
N amostral. A concordancia de Kappa foi moderada (0,56) entre as técnicas de exame
direto e PCR, demonstrando que héa diferenca entre as técnicas, devido a maior
sensibilidado do PCR.

Tabela 2. Deteccdo e concordancia das técnicas de microscopia 6ptica e PCR para

diagnéstico da infec¢ao por T. cruzi no conteudo intestinal de triatomineos

PCR+ PCR- % Deteccdo | Concordancia
ED+ ED- ED+ ED- PCR ED Kappa
Amostras de
fezes de 2 3 0 111 | 100% 40% 0,56
triatomineos
Total 116

ED = Exame Direto

A técnica molecular empregada neste estudo permite analisar o contetdo de
diferentes sitios anatdmicos do tubo digestivo do inseto, como reto, intestino e
estbmago, como forma de aumentar a sensibilidade dos ensaios diagndsticos, uma
vez que este protocolo detecta exclusivamente o KDNA de T. cruzi.

Embora n&o tenham sido observadas diferengcas significativas nas
sensibilidades das técnicas, o teste molecular demonstrou reprodutibilidade dos
resultados obtidos pelo exame direto, acrescido de sensibilidade superior. Estes

dados sugerem que a PCR pode ser aplicada em inquéritos epidemioldgicos de
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campo, visando estimar as taxas de infeccdo natural dos triatomineos por T. cruzi

coletados em diferentes ecétopos.

4.3. ANALISE MOLECULAR EM AMOSTRAS DE BARBEIROS SECOS

Foram obtidas 10 amostras de barbeiros secos que apresentaram resultado
positivo na leitura das fezes em lamina, a fim de realizarmos a comparagao dessa
técnica com o teste molecular. Essa condi¢cdo do hospedeiro invertebrado dificulta o
diagnostico no exame direto, que é realizado basicamente pela observacdo da
movimentacdo ativa dos flagelados. Entretanto, os nossos resultados ndo foram
satisfatorios, pois o teste molecular apresentou baixa sensibilidade de deteccéo de T.
cruzi nas amostras deste grupo, com positividade de 20% das amostras (2/10).

Estudos demonstraram o uso da PCR na anadlise de fezes secas ou manchas
fecais de triatomineos em paredes de domicilios que albergam estes insetos. O estudo
de Russomando e colaboradores (1996) demonstrou ser possivel a deteccdo de T.
cruzi por PCR em manchas fecais secas de triatomineos coletadas em domicilios
através de papel de filtro. De maneira similar, a técnica molecular também foi aplicada,
tendo como alvo o KDNA de T. cruzi, em amostras coletadas em domicilios (paredes
das residéncias) e se demonstrou ser uma ferramenta eficaz na deteccdo do
tripanossoma, comprovando que o DNA de T. cruzi ainda estava viavel mesmo apos
26 semanas da exposicao das fezes ao ambiente (Hamano et al., 2001).

Dessa forma, acreditamos que a necessidade de reidratar o abdémen posterior
do triatomineo com volume maior de solucgéo fisiolégica, em comparacao ao volume
desta solucéo utilizada nas fezes dos insetos vivos implica na diluicdo da amostra de
fezes, que pode acarretar na perda da sensibilidade do teste molecular. Embora ainda
haja necessidade de mais estudos que possibilitem estabelecer um protocolo mais
sensivel que possibilite a detec¢édo de T. cruzi em triatomineos secos.

Estabelecer um protocolo que possibilite a realizacdo das analises neste grupo
€ de extrema importancia para evitar perda de amostras, visto que, em alguns estudos,
estes triatomineos acabam sendo removidos das analises por ndo apresentarem

condi¢cbes de serem examinados (Assis, 2006; Fernandes & Costa, 2012).
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5. CONCLUSAO

A deteccado de T. cruzi nas fezes de triatomineos coletadas em papel filtro é
viavel, facilitando o transporte e armazenamento dessas amostras para posterior
processamento.

A deteccéo de T. cruzi em fezes de triatomineos empregando PCR apresenta
sensibilidade superior quando comparada a microscopia.

As analises das fezes de triatomineos secos apresentaram baixa sensibilidade,
necessitando ser aprimorada.

A PCR utilizando cytb para deteccado de T. cruzi em fezes de triatomineos pode

auxiliar na vigilancia da Doenca de Chagas no Estado de S&o Paulo.
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