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RESUMO

A doenca de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, afeta cerca de 6 a 8
milhGes de pessoas no mundo. No Brasil, a transmissao oral tem se
destacado, sendo que a polpa de acai e o caldo de cana sao os alimentos
mais envolvidos em surtos. A dificuldade de isolamento de parasitas em
alimentos ndo tem permitido a andlise epidemiolégica desses episédios. O
objetivo do presente estudo foi padronizar um método laboratorial para
deteccéo de T. cruzi em alimentos. Para atingir este objetivo estudamos as
seguintes estratégias: i. padronizacdo da PCR convencional (cPCR) e em
tempo real (QPCR) para a determinacéo de T. cruzi em polpa de acgai e caldo
de cana; ii. avaliacdo da semeadura de alimentos contaminados em meio de
cultura LIT a fim de aumentar a carga parasitaria potencializando a sua
deteccdo na PCR; iii. analise da morfologia e mobilidade das formas
tripomastigotas apds contato com o0s alimentos; iv. simulacdo da
contaminacao dos alimentos com triatomineos infectados a fim de testar o
método padronizado; v. aplicacdo da técnica de pesquisa de sujidades leves
para deteccdo de fragmentos dos triatomineos como indicador da
contaminacao. Todos os ensaios foram realizados em amostras de polpa de
acai e caldo de cana contaminadas com diferentes concentracbes de T.
cruzi (cepa Y). Os resultados revelaram que o procedimento ideal para
pesquisa de T. cruzi em polpas de acai e caldo de cana consistiu em: i.
centrifugacéo do alimento; ii. extracdo de DNA com kit comercial para matriz
fezes e; iii. qPCR utilizando iniciadores especificos para T. cruzi. A cPCR se
mostrou também eficiente para deteccéo do parasita em alimentos, sendo 0s
limites de deteccéio de 1 x 10' e 1 x 107 tripomastigotas nos sedimentos de
polpa de acai e caldo de cana, respectivamente. A semeadura em meio LIT
dos alimentos contaminados experimentalmente ndo foi eficiente para
aumentar a carga parasitaria. A andlise da morfologia e mobilidade das
formas tripomastigotas ap0s contato com o0s alimentos mostrou que o
parasita manteve-se movel e ativo nhas amostras de caldo de cana por mais
de 24 horas, mas na polpa de acai apresentaram-se moveis e ativos por até

8 horas. A técnica padronizada aplicada as amostras de alimentos



contaminados com triatomineos infectados foi eficiente para deteccao de T.
cruzi. As técnicas para pesquisa de sujidades leves permitiram a
recuperacdo e caracterizacdo dos fragmentos de triatomineos, como
indicador da contaminagcdo por T. cruzi. Estes dados déo subsidios para
concluir que a gPCR padronizada para detecgcéao de T. cruzi em amostras de
alimentos podera atender a demanda de diagndstico dos surtos de infeccao
oral de doenca de Chagas aguda, juntamente com a pesquisa de sujidades
leves, contribuindo para o esclarecimento dos casos e como suporte para as

acOes de vigilancia em saude.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, analise de alimentos, surtos de
doencas, doenca de Chagas, Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real



ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, affects approximately 6 to 8
million people worldwide. In Brazil, oral transmission has been prominent.
Acai pulp and sugarcane juice are the foods most frequently involved in
outbreaks. The difficulty to isolate parasites in food has not allowed the
epidemiological analysis of these episodes. The objective of the present
study was to standardize a laboratory method for the detection of T. cruzi in
food. To achieve this goal, we studied the following strategies: i.
standardization of the conventional PCR (cPCR) and real time (qPCR) to
determine T. cruzi in acai pulp and sugarcane juice; ii. evaluation of seeding
of infected food in LIT culture medium in order to increase the parasite load,
thus enhancing its detection in PCR; iii. analysis of morphology and mobility
of trypomastigote forms after contact with food; iv. application of light filth
analysis for the detection of triatomine bug fragments as an indicator of
contamination. All assays were performed on acai pulp and sugarcane juice
samples infected with different concentrations of T. cruzi (strain Y). Results
revealed that the ideal procedure for T. cruzi screening on acai pulp and
sugarcane juice consisted of: i. centrifugation of food; ii. DNA extraction with
commercial kit for stool matrix and; iii. qPCR using specific primers for T.
cruzi. The cPCR was also efficient to detect the parasite in food, with
detection limits of 1 x 10* and 1 x 10 trypomastigotes in the acai pulp and
sugarcane juice sediments, respectively. Seeding in LIT media of
experimentally infected foods was not efficient to increase parasite load. The
analysis of morphology and mobility of trypomastigote forms after contact
with food showed that trypomastigotes remained mobile and active in the
sugarcane juice samples for more than 24 hours, but in the acai pulp they
were mobile and active for up to 8 hours. The techniques to investigate light
filth allowed the recovery and characterization of triatomine bug fragments as
an indicator of T. cruzi contamination. These data support the conclusion that
the standardized gPCR to detect T. cruzi in food samples could meet the

demand for diagnosis of outbreaks of oral infection of acute Chagas disease,



together with the investigation of light filth, thus contributing to the clarification

of cases and working as a support for health surveillance actions.

Keywords: Trypanosoma cruzi, food analysis, outbreaks, Chagas disease,
real time polymerase chain reaction
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico

A hipétese classica sobre a origem da doenca de Chagas propde que
tenha surgido entre as populacdes pré-histéricas dos Andes quando
comecaram a domesticar animais, mudaram para habitos sedentarios e
adotaram a agricultura. Estas mudancas em seus habitos de vida
aconteceram h& aproximadamente 6.000 anos. Entretanto, os dados da
paleoparasitologia, baseados na biologia molecular, mostraram que a
infeccdo por Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas eram comuns em
populacdes pré-historicas da América do Sul e América do Norte muito antes
deste periodo, sendo tdo antiga quanto a presenca humana no continente
americano (Ferreira et al., 2011a).

Em 1909, o pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas (1878-1934), no municipio de Lassance, interior do Estado de Minas
Gerais, descreveu todos os aspectos da doenca de Chagas, incluindo as
caracteristicas do parasita, forma de transmissdo, reservatérios, ciclo
biologico até os sintomas clinicos dos acometidos pela enfermidade
(Siqueira-Batista et al., 2007; Neves et al., 2011).

Em abril de 1909, ao examinar uma crianca febril, de 2 anos de
idade, de nome Berenice, Carlos Chagas descobriu em seu sangue o
mesmo protozoario encontrado nos barbeiros e nas diversas espécies de
animais examinados, sendo considerado o primeiro caso clinico humano
descrito da doenca de Chagas (Neves et al., 2011).

Até a década de 1970 a doenca de Chagas era endémica em 18
estados brasileiros. A soroprevaléncia, em inquérito realizado entre 1975 e
1980, era de 4,2% (Brasil, 2009).

Na América do Norte, a doenca de Chagas foi relatada pela primeira
vez no México em 1940 e nos Estados Unidos em meados dos anos 50

(Woody e Woody, 1955). Posteriormente uma pesquisa realizada com
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imigrantes da América Central na regido de Washington, mostrou uma
prevaléncia de 4,9% da doenca nesta populacdo (Kirchhoff et al., 1987).
Pouco tempo depois foram identificados casos em Nova York e Manitoba, no
Canada (Hotez et al., 2013).

1.2 Epidemiologia

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a doenca de
Chagas esta entre as dezessete doencgas tropicais negligenciadas, atingindo
cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo. Na América Latina ha cerca
de 5 milhdes e no Brasil ha 2 milhdes de chagasicos, ocorrendo 50.000
novos casos ao ano e 12.000 mortes ao ano, especialmente nos 21 paises
endémicos da Ameérica Latina (OPAS/OMS, 2016). Os paises Argentina,
Brasil e México concentram mais de 60% dos casos, seguidos pela Bolivia e
Colébmbia (Schmunis e Yadon, 2010; WHO, 2015).

Historicamente, a transmissdo e morbidade estavam concentradas
em areas rurais da América Latina, onde as condicdes precarias de moradia
favoreciam a infestacdo pelos vetores. No entanto, nas ultimas décadas, o
sucesso dos programas de controle vetorial contribuiu substancialmente
para a diminuicado da transmissao em areas rurais (Bern et al., 2011).

Com os movimentos migratorios, houve a introducédo do parasita em
paises nao-endémicos tais como Estados Unidos da América, Canada,
Japao, Australia e diversos paises da Europa. Estima-se que ha >300.000
individuos infectados nos Estados Unidos, >5.500 no Canada, >80.000 na
Europa, >3.000 no Japao e >1.500 na Australia, conforme Figura 1 (Coura e
Vifias, 2010).

19



Figura 1 - Rotas de migracéo da América Latina e estimativa do nimero total de individuos infectados
em paises ndo endémicos. Fonte: Coura e Vifias, 2010

Embora estes numeros tenham apresentado uma reducéo de 1990 a
2010 (Tabela 1), recentemente, a descricdo de surtos endémicos de doenca
transmitida oralmente abriu uma nova area de estudo e andlise. Por ser um
meio desconhecido, a contaminacdo via oral tornou-se um dos casos mais
ativos na Venezuela, no Brasil e na Colémbia (SVS, 2016).

Tabela 1: Mudancas na mortalidade, prevaléncia e incidéncia por transmissao vetorial da doenca de
Chagas em 21 paises endémicos da América Latina, nos anos de 1990, 2000, 2006 e 2010. Fonte:
SVS, 2016

Niimero de mortes/ano >45.000 21.000 12.500 12.000
Niimero de pessoas infectadas 30.000.000 18.000.000 15.000.000 5.742.167
(asos novos/ano — transmisséo vetorial 700.000 200.000 41.200 29.925
Populacao total sobrisco 100.000.000 40.000.000 28.000.000 70.199.360

De acordo com o SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo), no periodo de 2007 a 2014 foram notificados 1.349 casos de
doenca de Chagas aguda confirmados, sendo 1.266 casos (93%) somente
na regido Norte do Brasil. As regides Nordeste e Centro-Oeste apresentaram
3% e 2% dos casos, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2: Casos confirmados de doenga de Chagas aguda, por modo de transmissao, segundo regido

de notificac@io. Periodo: 2007 - 2014. Fonte: Ministério da Saude / SVS - Sistema de Informacao de
Agravos de Notificac&o - SINAN NET

Regiao de Transfu . . .
T Ign/Branco . Vetorial Vertical Acidental Oral Total
Notificacao sional
TOTAL 340 1 123 7 2 871 5 1349
1 Regido Norte 304 1 97 2 1 859 2 1266
2 Regido
22 - 13 - 1 11 - 47
Nordeste
3 Regiao
1 2 2 5
Sudeste
4 Regido Sul - - - 2 - 1 1 4

5 Regiao Centro
14 - 12 1 - - - 27
Oeste

Importante ressaltar que, independentemente do modo de
transmissdo, todas as regibes brasileiras apresentaram ao menos uma
notificacado de caso da doenca aguda.

A notificacdo obrigatéria da ocorréncia de casos da infeccdo aguda
em humanos justifica-se plenamente nos objetivos da consolidacédo da
vigilancia epidemiolégica desta importante endemia latino-americana. Ao
contrario, ndo se indica a notificacdo de casos crbnicos da enfermidade,
pois, diante da lenta evolucao da parasitose, tal informacao nada acrescenta
aos estudos epidemioldgicos da doenga, e, principalmente, ndo desencadeia
nenhuma medida efetiva de vigilancia (Ministério da Saude, 2004; ANVISA,
2006).

Atualmente o risco de transmissdo da doenca de Chagas no Brasil
depende:

|. da persisténcia de focos residuais de Triatoma infestans, com o
achado episodico em alguns estados;

Il. da existéncia de grande numero de espécies comprovadamente
autoctones ou potencialmente vetoras, mesmo que em alguns casos as
populacbes domiciliadas tenham sido grandemente reduzidas

(Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata);
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lll. da emergéncia de “novas” espeécies (Triatoma rubrovaria,
Panstrongylus lutzi);

IV. da emergéncia de transmissdo “endémica” na Amazbénia, com
mecanismos excepcionais de transmissdo (vetorial domiciliar sem
colonizagéao, vetorial extradomiciliar, oral);

V. da ocorréncia de surtos episédicos de transmissdo oral (SVS,
2005).

1.3 Agente etiolégico

T. cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas, € um protozoario
flagelado, pertencente ao filo Sarcomastigophora, classe Mastigophora,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma,
subgénero Schizotrypanum (WHO, 2002).

Os membros desta ordem se caracterizam pela presenca de uma
mitocondria diferenciada que alberga uma estrutura denominada de
cinetoplasto. Em T. cruzi, o cinetoplasto apresenta-se volumoso e contém
uma fonte de DNA extranuclear denominada de DNA do cinetoplasto ou
KDNA. O tamanho e a forma do cinetoplasto sédo variaveis em diferentes
estagios do desenvolvimento do parasita (Valadares, 2007).

O KDNA ¢é constituido por aproximadamente 5 mil a 20 mil
minicirculos e 50 cépias de maxicirculos por rede. A principal funcéo
apontada para o0s maxicirculos € a de codificar enzimas da cadeia
respiratoria, sendo consideradas como verdadeiras representantes do DNA
mitocondrial, enquanto 0s minicirculos parecem codificar os &cidos
ribonucléicos-guia (g-RNA) necessarios para a edicdo de RNA mitocondriais
(Siqueira-Batista et al., 2007).

A diversidade no comportamento e morfologia dos isolados de T.
cruzi foi reconhecida logo apds a descoberta da doenca de Chagas. Desde
entdo, uma variedade de técnicas bioquimicas e moleculares revelaram a

grande diversidade genética presente nas cepas deste parasita. Diferentes
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pesquisadores descreveram essa diversidade usando Vvarios termos
(Andnimo, 1999).

Uma das primeiras propostas para a caracterizacdo biologica de T.
cruzi foi feita por Brener (1977), que descreveu as cepas Y e CL como as
grandes representantes da variabilidade intraespecifica deste protozoario.

Ainda na década de 70, através da andlise do perfil eletroforético de
isoenzimas do parasita, Miles et al. (1978) reconheceram e nomearam de
"zimodemas" (populagéo que apresentam mesmo perfil de isoenzimas) trés
grupos distintos: zimodemas | e lll, constituido por amostras procedentes do
ciclo silvestre e zimodema Il, representado por amostras do ciclo domiciliar.

Em um esforgo para unificar a nomenclatura de T. cruzi, a fim de
melhorar a comunicacdo dentro da comunidade cientifica, em 2009, foi
acordado um sistema de que as estirpes deste protozoario deveriam ser
referidas por seis unidades de tipagem discretas (DTUs I, II, 1, IV, V e VI),
proposta aceita atualmente (Zingales et al., 2009). DTUs séo definidas como
"conjuntos de unidades populacionais geneticamente relacionadas entre si e
identificaveis por marcadores genéticos, moleculares ou imunolégicos
comuns” (Tibayrenc, 1998).

Quanto a sua morfologia, o0 protozoario apresenta trés formas

evolutivas, identificadas a microscopia oOptica, pela posicdo do cinetoplasto
em relacdo ao nucleo da célula e a emergéncia do flagelo: amastigota,
epimastigota e tripomastigota (Martins et al., 2012).
- Amastigota - mede cerca de 4,0 um (entre 2 e 6,5 ym); pode ser fusiforme
ou arredondado; apresenta pouco citoplasma, com nucleo relativamente
grande, redondo e excéntrico; o cinetoplasto € bem visivel, porém nao
possui flagelo exteriorizado, nem membrana ondulante, por isso seu Unico
movimento é de rotacdo; é a forma encontrada dentro das células do
hospedeiro vertebrado e multiplica-se por divisdo binaria longitudinal a cada
12 horas, transformando-se em  tripomastigotas  sanguineos,
aproximadamente 11 a 13 horas antes da ruptura da célula (Figura 2A)
(Siqueira-Batista et al., 2007; Rey, 2010).
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- Epimastigota - mede entre 20 e 40 um; possui flagelo livre, cinetoplasto
anterior ao nucleo e membrana ondulante pouco desenvolvida; € bastante
movel, apresenta intensa atividade replicativa, entretanto ndo é capaz de
penetrar nas células do hospedeiro vertebrado, sendo encontrada no tubo
digestivo do triatomineo; essa forma desenvolve-se melhor na faixa de 20° a
28°C, nado suportando temperatura de 37°C (Figura 2B) (Siqueira-Batista et
al., 2007)

- Tripomastigota - ndo possui atividade replicativa e corresponde a forma
infectante extracelular, localizando-se em ambos o0s hospedeiros:
invertebrado, como tripomastigota metaciclico e no vertebrado, como
tripomastigota sanguineo. A forma metaciclica mede em torno de 17 pm,
apresenta nucleo grande e central, cinetoplasto com alta densidade de DNA,
em porcao terminal posterior, com flagelo mais curto emergindo do
corpusculo basal proximo ao cinetoplasto. O tripomastigota sanguineo pode
ser fino ou largo, apresentando entre 15 e 20 ym, sendo que a forma fina
apresenta movimento rapido e unidirecional, mais apta a penetracdo nas
células; ja a forma larga movimenta-se lentamente e de modo néo direcional,
ndo sendo capaz de penetrar nas ceélulas, por isso persistem mais tempo na

corrente sanguinea (Figura 2C) (Siqueira-Batista et al., 2007).

B C

Figura 2 - Formas evolutivas de Trypanosoma cruzi: A - amastigota em tecido cardiaco, B -
epimastigota em cultura, C - tripomastigota no sangue. Fonte: Centers for Disease Control and
Prevention, 2016.

No triatomineo detectam-se tripomastigotas, epimastigotas e formas

arredondadas com flagelo circundando o corpo, denominadas
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esferomastigotas, presentes no estdbmago e intestino do triatomineo,
predominando geralmente epimastigotas nas por¢cdes meédias e
tripomastigotas na porcao distal e nos tubos de Malpighi (Figura 3). O
parasita ndo se aloja nas glandulas salivares do inseto, mas pode encontrar-
se, eventualmente, em sua cavidade geral. Uma vez infectado, geralmente
assim permanecerd o inseto, embora eventualmente esta infec¢éo possa ser
eliminada espontaneamente em condi¢cbes excepcionais, a longo prazo
(Dias, 2006; Neves et al., 2011).

Tripomastigotas sanguineos

Epimastigotas

Esferomastigotas

Epimastigotas

Epimastigotas em divisdo binaria

Tripomastigotas metaciclicos

Figura 3: Formas evolutivas Trypanosoma cruzi no tubo digestivo do triatomineo. Fonte: Coura et al.,
2016

Nos hospedeiros vertebrados e na cultura de tecidos séao
encontradas intracelularmente as formas amastigotas, e extracelularmente
as formas tripomastigotas presentes no sangue circulante. As formas
amastigotas e tripomastigotas sdo infectantes para células in vitro e para
vertebrados (Neves et al., 2011).

O ciclo biolégico de T. cruzi, portanto, envolve uma fase no
triatomineo e outra fase no hospedeiro vertebrado, conforme mostrado na

Figura 4.
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Figura 4: Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and
Prevention, 2016

Em culturas artificiais com meios enriquecidos (infusdo de figado,
triptose), predominam epimastigotas, havendo tendéncia a diferenciacéo
para tripomastigotas em cultivos mais velhos (Dias, 2006).

Apesar das formas tripomastigotas encontradas no sangue e na
cultura apresentarem-se morfologicamente idénticas, 12 glicoproteinas
diferentes sdo usadas para a invasao celular. De acordo com Yoshida
(2009), tripomastigotas metaciclicos usam glicoproteinas de superficie, tais
como gp82 e gp35 / 50, enquanto as formas de cultura de tecidos utilizam a
gp85. Apesar da semelhanca molecular, as glicoproteinas tem propriedades

adesivas e diferentes receptores nas células alvo (Martins et al., 2011).

1.4 Formas de transmissao

A transmissdo de T. cruzi para o ser humano pode ocorrer por

diversas formas:
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. Vetorial: ocorre pela penetragcdo de tripomastigotas metaciclicos,
eliminados nas fezes ou na urina de triatomineos, no momento da picada,
em solucao de continuidade da pele ou mucosa integra (Neves et al., 2011).
* Transfusional / Transplante: ocorre pela passagem do parasita, por
transfusdo de sangue e/ou hemocomponentes ou transplante de érgaos, de
doadores infectados a receptores sadios, sendo considerada a principal
forma de transmissdo em paises ndo endémicos (Canada, Espanha, EUA e
outros) e em paises latino-americanos que estejam em processo de
erradicacdo do vetor (Ministério da Saude, 2009a; Ministério da Saude,
2009Db).

» Vertical ou congénita: ocorre, principalmente, pela via transplacentaria e
pode ocorrer em qualquer fase da doenca (aguda ou crbénica). A transmisséo
pode ocorrer durante a gestacdo ou ho momento do parto. Ha possibilidade
de transmissao pelo leite, durante a fase aguda da doenca (Mazza et al.,
1936). Ja em nutrizes na fase cronica, a transmissdao durante a
amamentacao pode ocorrer em casos de sangramento por fissura mamaria
e nao propriamente pelo leite (Ministério da Saude, 2014).

 Acidental: ocorre pelo contato da pele ferida ou de mucosas com material
contaminado (sangue de doentes, excretas de triatomineos, animais
contaminados) durante manipulacdo em laboratorio, em geral sem o uso
adequado de equipamentos de protecdo individual (Ministério da Saude,
2009Db).

« Oral: ocorre de maneira circunstancial, por meio de alimentos
contaminados com o parasita, a partir de triatomineos e/ou suas dejecoes,
urina e/ou secrecdo anal de marsupiais infectados. Também, pode ocorrer
por meio da ingestdo de carne crua ou mal cozida de caca ou por meio de
habitos primitivos de ingestéo de triatomineos (OPAS, 2009).

A transmissdo oral, pela ingestdo de alimentos contaminados, tem
sido predominante no Brasil nos ultimos anos, embora o modo vetorial seja
tradicionalmente o mais conhecido para veiculacdo do parasita (Dias et al.,
2011).
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1.5 Caracteristicas do vetor

O vetor da doenca de Chagas é um inseto hematéfago conhecido
popularmente como barbeiro, pertencente a ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae (Rey, 2010).

Além do nome popular barbeiro, esses insetos sdo também
chamados chupdes, chupancas, bicudos, fincdes ou procotds, e sdo muito
conhecidos das populacdes rurais de varias regides do Brasil. De tamanho
relativamente grande, geralmente pretos ou acinzentados, possuem
manchas vermelhas, amarelas ou alaranjadas ao redor de seu abdémen. Em
sua fase adulta apresentam dois pares de asas, das quais a parte superior
compde-se de uma parte mais endurecida e outra mais fina. Por isso sao
chamados hemipteros, quer dizer, sua asa € metade dura e metade flexivel
(Ministério da Saude, 1989).

As especies estao distribuidas em trés géneros principais: Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius que proliferam em diferentes biomas das
Américas do Norte, Central e do Sul. Espécies de barbeiros podem ser
encontradas desde tocas e furnas terrestres até copas de arvores,
especialmente palmeiras e se alimentam do sangue dos mais variados
mamiferos, desde tatus até primatas. Os barbeiros, particularmente Triatoma
infestans, adaptaram-se tdo bem ao domicilio humano e a seus moradores
(homens, cades e outros animais) que passaram a preferir o homem para
seus repastos sanglineos e a morar e procriar nha casa do homem
(Camargo, 2008).

O processo de domiciliagdo dos triatomineos ainda néo é totalmente
conhecido. Acredita-se que a evolugdo da hematofagia na familia
Triatominae tenha se originado a partir de varias linhagens de Reduviidae,
gue em primeiro lugar, adaptaram-se como predadores sugadores de
sangue, seguido de hematofagia obrigatéria em nichos de vertebrados
(Schofield, 2000).
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Cerca de 140 espécies de triatomineos sdo conhecidas atualmente,
entre as quais varias apresentam capacidade de transmissdo da doenca
(Ministério da Saude, 2009b) (Figura 5).

Triatoma pseudomaculata Triatoma brasiliensis Panstrongylus megistus

Triatoma infestans Triatoma sordida

Figura 5: Algumas espécies de triatomineos. Fonte: Ministério da Saude, 2009b

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil recebeu a Certificacao
Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da Doenca de Chagas pelo
Triatoma infestans, conferida pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS) (Ferreira e Silva, 2006).

Em estudo realizado para avaliar a vigilancia entomoldgica da
doenca de Chagas no Estado de Sao Paulo, no periodo de 2007 a 2009,
Silva et al. (2011) revelaram que as espécies T. sordida (92,1%) e P.
megistus (5,8%) foram as que se destacaram. Entretanto, a positividade
para T. cruzi foi de 1,2%. A vigilancia em vigor no Estado de Sao Paulo tem

se mostrado eficaz e ocorrido de forma continua, permitindo monitorar a
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situacdo, garantir a sustentabilidade das acdes e assegurar a deteccgéo

precoce de triatomineos e o0 seu controle.

1.6 Outros hospedeiros de T. cruzi

A lista dos animais silvestres ja encontrados com infec¢do natural
por T. cruzi € consideravel. Marsupiais, desdentados (tatus) e quirdpteros
(morcegos), além de roedores, leporideos, carnivoros e primatas, de varios
géneros e espécies, estao entre eles (Figura 6). Os marsupiais parecem ser

0s reservatorios silvestres mais importantes (Rey, 2010).

Figura 6: Reservatorios de Trypanosoma cruzi. Fonte: OPAS, 2009

As aves sdao refratarias a infec¢do devido a lise e morte induzida por
macrofagos dos parasitas mediada pelo complemento. Embora T. cruzi
tenha uma ampla gama de hospedeiros, o0s reservatérios

epidemiologicamente importantes variam por regido geografica, devido a
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biologia e ecologia dos mamiferos e vetores e como essas interages se
traduzem em risco de exposicdo humana. Gambés e tatus, por exemplo,
sdo importantes reservatorios nas Ameéricas (Kierszenbaum et al., 1981;
Meirelles e Souza, 1985; Gaunt e Miles, 2000; Yeo et al., 2005).

1.7 Aspectos clinicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas caracteriza-se por apresentar trés fases
distintas: fase aguda, fase indeterminada e fase cronica (Neves et al., 2011).

A fase aguda corresponde ao periodo em que 0s parasitas sao
facilmente encontrados no sangue e caracteriza-se clinicamente por febre,
sensacao de fragueza, poliadenite, aumento do figado e do baco, podendo
ser também oligossintomatica (Rey, 2010).

As células infectadas, além de liberarem os tripomastigotas para
infectar outras células, liberam produtos que ativam enzimas, polipeptideos,
prostaglandinas, citocinas, enfim, diversos mediadores potenciais da
inflamacédo. Estas substancias podem funcionar como antigenos ou gerar
novos antigenos, assim provocando variadas e complexas respostas do
sistema imune do hospedeiro. O individuo, uma vez infectado, permanece
como tal por toda a vida, embora dados clinicos, soroldgicos e
parasitolégicos sugestivos de auto-cura, em humanos, ja tenham sido
apresentados (Brener et al., 2000).

Apés 2 a 4 meses do desaparecimento das manifestacdes da fase
aguda, onde os parasitas tornam-se indetectaveis no sangue periférico, da-
se inicio a fase crbnica, geralmente caracterizada por um longo periodo de
laténcia, chamada forma indeterminada, que pode durar de 10 a 30 anos ou
por toda a vida. Depois desse periodo, os pacientes infectados podem
apresentar manifestacdes relacionadas ao comprometimento de érgéaos tais
como coracao, esodfago, célon e sistema nervoso, caracterizando as formas
clinicas cardiaca, digestiva e/ou cardio-digestiva da doenca de Chagas
(Prata, 2001).
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Ainda permanece inexplicavel por que diferentes pacientes
desenvolvem as formas clinicas cardiaca, digestiva, cérdio-digestiva ou
indeterminada. Atualmente, acredita-se que uma das principais causas
dessas diferentes manifestacdes clinicas esta diretamente relacionada com
a variagdo genética de T. cruzi, ndo podendo ser descartados, dentro deste
panorama, 0Ss aspectos ambientais, nutricionais e imunoldégicos do
hospedeiro (Macedo et al., 2004).

Reativacdes da doenca de Chagas foram descritas em pacientes em
tratamento com imunossupressores e HIV positivos (Lima, 2001; Oliveira et
al., 2010; Campos et al., 2016).

No caso de pacientes com infeccdo pelo HIV, a reativacdo da
doenca de Chagas representa em muitas vezes a primeira infeccéo
oportunistica e a meningoencefalite e/ou miocardite sdo as principais

manifestacdes clinicas (Galhardo et al, 1999).

1.7.1. Aspectos clinicos da doenca de Chagas na infeccdo por via oral

A apresentacdo clinica da doenca de Chagas contraida por
transmissdo oral é diferente da observada com as formas tradicionais de
infeccdo. Assim, depois de uma laténcia de 5 dias pos-ingestéo, a infeccdo é
caracterizada por manifestacbes graves, tais como febre prolongada,
miocardite aguda, insuficiéncia cardiaca e, em alguns casos,
meningoencefalite. Adicionalmente, ja foi relatada a presenca de gastrite
grave, hemorragia gastrointestinal e diarreia. Essa forma de transmissao
apresenta elevada mortalidade, com progndstico pior quanto menor a idade
do paciente (Toso et al., 2011; Rueda et al., 2014).

Em um estudo com 233 pacientes na fase aguda na Amazbnia
brasileira, constatou-se que 78,5% (183/233) dos pacientes tinham contraido
a infeccdo de surtos causados provavelmente por transmissdo oral, cujas
manifestagcbes clinicas mais comuns foram: febre (100%), dor de cabeca
(92,3%), mialgia (84,1%), palidez (67%), dispneia (58,4%), edema dos
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membros inferiores (57,9%), edema (57,5%), dor abdominal (44,2%),
miocardite (39,9%) e exantema (27%). Treze pacientes (5,6%) morreram.
Dez deles com comprometimento cardiovascular, dois com complicacdes de

origem gastrointestinal e um com causa mal definida (Rueda et al., 2014).

1.8 Diagnéstico laboratorial

Sao preconizados métodos parasitologicos diretos e/ou métodos
sorolégicos, dependendo da fase clinica da doenca, conforme ilustra a
Figura 7.
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Figura 7: Eventos fisiopatol6gicos da doenga de Chagas. Fonte: Ministério da Saude, 2014

Na fase aguda, sdo realizados, portanto, métodos parasitolégicos
diretos: pesquisa a fresco de tripanossomatideos, métodos de concentracéo

(Strout, micro-hematdcrito e creme leucocitario) e lamina corada de gota
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espessa ou de esfregaco, sendo recomendada a realizagdo simultanea de
diferentes exames parasitologicos diretos (Ministério da Saude, 2014).

O xenodiagn@stico e a hemocultura sdo métodos muito sensiveis na
fase aguda. O xenodiagnostico pode chegar a 100% de positividade. Estas
técnicas ndo sdo normalmente indicadas, uma vez que nestes métodos os
exames e obtencdo dos resultados ocorrem apos 30 dias (Neves et al.,
2011).

Nas fases indeterminada e cronica da doenca, os métodos
parasitolégicos (de demonstracdo direta e indireta) apresentam baixa
sensibilidade devido a queda da parasitemia. Deste modo, os métodos
imunologicos sao a principal ferramenta para o diagndstico da enfermidade.
Atualmente sdo recomendados a hemoaglutinacdo indireta (HAI), a
imunofluorescéncia indireta (IFI) e o método imunoenzimatico (ELISA),
sendo que a OMS indica positividade em pelo menos dois testes soroldgicos
convencionais para diagnostico da doenca (Siqueira-Batista et al., 2007,
WHO, 2002; Ministério da Saude, 2014).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) € considerada uma
técnica de uso restrito e realizada por centros de pesquisa, devido a
auséncia de protocolos definidos e procedimentos operacionais
padronizados, assim como de kits comerciais para uso na rotina da vigilancia
e por isso ndo pode ser considerada um método de diagnostico isolado para
confirmacdo ou descarte de caso de doenca de Chagas aguda ou cronica.
Tem indicacdo quando os testes sorolégicos apresentarem resultado
indeterminado ou para o controle de cura apds o tratamento antiparasitario.
Assim, deve ser realizada por laboratdrios de competéncia reconhecida, com
execucao por especialistas na area (Britto, 2009; Ministério da Saude, 2014).

A andlise de custo-efetividade, considerando gastos com material e
equipamento, recursos humanos especializados, necessidade de infra-
estrutura fisica adequada, e as caracteristicas da reacdo (sensibilidade,
especificidade, acessibilidade, risco de contaminacgéo e tempo para liberacéao
do resultado final) sugere ainda as seguintes indicacdes para a PCR, além

das acima citadas: em estudos comparativos com novas técnicas
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sorolégicas ou parasitologicas e na deteccdo do nivel de parasitemia em
imunodeprimidos por técnica quantitativa visando intervengéo terapéutica ou

profilatica precoce (Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda, 2003).

1.9 Tratamento

O tratamento da doenca de Chagas esta limitado ao medicamento
Benznidazol. Atualmente este medicamento é produzido por laboratorio
farmacéutico brasileiro, distribuido por meio de solicitagc&o junto ao Ministério
da Saude do Brasil, ndo havendo distribuicdo ao mercado farmacéutico geral
(SVS, 2016).

Até o ano de 2017, esta droga nao era aprovada pelo FDA - Food
and Drug Administration e tanto a organizagdo internacional Drugs for
Neglected Diseases iniciative - DNDi como diversos grupos de
pesquisadores estdo em continuo desenvolvimento de novas drogas que
podem ter um perfil melhor de seguranca, cujos testes clinicos estdo em
andamento (Hotez et al., 2013).

Em agosto de 2017, o FDA concedeu aprovacdo ao Benznidazol
para uso em criancas de 2 a 12 anos de idade com doenca de Chagas. O
medicamento foi aprovado utilizando a "Via de Aprovacdo Acelerada”, que
permite que o FDA aprove medicamentos para condi¢cdes graves, onde ha
necessidade médica e ensaios adequados e bem controlados estabelecem
gue o medicamento prevé um beneficio clinico para o0s pacientes.
Entretanto, recomenda estudos mais aprofundados para verificar e
descrever os beneficios clinicos do farmaco (FDA, 2017).

Diversos produtos naturais como 6leos essenciais, plantas, algas e
até peptideos isolados de secre¢fes de animais, além do reposicionamento
de farmacos e novas combinacdes terapéuticas, tém sido testados para o
tratamento da doenca de Chagas com resultados promissores contra o
parasita (Pinto et al., 2013; Barrosa et al., 2014; Ferreira, 2014; de A Santos,
2015; Santos et al., 2015; Varela et al., 2016).
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Entretanto, apesar dos avancos na identificacdo destes novos
candidatos a farmacos, a proposta terapéutica manteve-se a mesma durante
mais de 40 anos e até hoje ndo existe nenhum tratamento eficaz para os
pacientes em fase cronica (Pereira e Navarro, 2013).

A grande variabilidade genética das populacdes de parasitos, a
existéncia de cepas naturalmente resistentes e a farmacocinética da droga
explicam, em parte, diferencas na eficacia do tratamento (Liarte, 2006).

Ressalta-se que o tratamento da infecgdo via oral é o classico da
forma aguda, cuidando-se adicionalmente de possiveis hemorragias

digestivas (Dias e Amato Neto, 2011).

1.10 Surtos de doenca de Chagas aguda por via oral

Logo apOs a descoberta da tripanossomiase, Carlos Chagas e
Oswaldo Cruz descreveram o primeiro caso de transmissdo oral da doenca
guando saguis (Callitrix penicillata), colocados em jaula juntamente com
insetos infectados pelo protozoario, adquiriram a infeccdo durante a
predacdo. Na ocasido, a hipotese considerada para a contaminacao foi a
ingestdo dos insetos pelos saguis (Dias, 2006).

A transmissédo oral da doenca de Chagas para seres humanos e
outros mamiferos esta demonstrada experimental, clinica e
epidemiologicamente, significando hoje uma importante via de transmissao,
responsavel pelo aumento da morbi-mortalidade da forma aguda da doenca
(Brasil, 2008). Conforme mostra a Tabela 3 diversos estudos demonstraram
experimentalmente a transmissao de T. cruzi por via oral.

O primeiro caso de infeccdo humana pela via oral foi registrado na
Argentina por Mazza e colaboradores, em 1936, pela ingestdo de leite
materno. No mesmo pais foram relatados casos de criancas que adoeceram
ap6s consumo de remédio caseiro contendo sangue fresco de tatu e de

carne crua de animais silvestres (Mazza et al., 1936).
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No Brasil, o primeiro surto documentado de doenca de Chagas
aguda por via oral ocorreu na cidade de Teutonia (RS) no ano de 1965,
caracterizado por infeccdo sistémica com sintomas multiplos, tendo sido
inclusive confundido com outras doencas tais como febre tiféide e
toxoplasmose. O surto acometeu 17 pessoas resultando em 6 Obitos. As
andlises anatomo-patologicas do muasculo cardiaco mostraram a presenca
de ninhos de T. cruzi. Foi concluido que as pessoas envolvidas teriam
consumido vegetais contaminados com secrec¢des de marsupiais servidos na
Escola Agricola de Teuténia (Coura, 1966).

Shaw et al. (1969) registraram o segundo surto, ocorrido em Belém
(PA) envolvendo 4 pessoas de uma familia com quadro clinico tipico de fase
aguda da doenca de Chagas e, ap0s estudos epidemiolégicos, sugeriu-se a
hipotese de transmissdo por alimentos contaminados com fezes de
triatomineos.

Em 1986, em Catolé do Rocha (PB), 26 pacientes apresentaram a
forma aguda da doenca, simultaneamente, muito semelhante ao que
aconteceu em Teutbnia. Neste caso, nado foi possivel explicar a transmisséo
vetorial e concluiu-se que os pacientes foram infectados por caldo de cana
contaminado com fezes de triatomineos (Shikanai-Yasuda et al., 1991; Toso
et al., 2011).

Marcondes et al. (1991) desenvolveram trabalho a respeito deste
surto ocorrido em Catolé da Rocha e afirmaram que a baixa densidade de
triatomineos, associada a baixa positividade para homem, indicam ser muito
improvavel a infeccdo dos individuos acometidos por contaminacao por
excrecdes de triatomineos associadas a picada. Estas informacdes,
associadas a varios fatores epidemiolégicos apoiam a hipotese de
contaminacdo oral dos 26 pacientes detectados no surto da Fazenda

Aroeira.
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Tabela 3: Experimentos realizados para a comprovacao da infeccdo oral por Trypanosoma cruzi, por

ordem cronoldgica.

Referéncia Descricao

. Animais de laboratério receberam formas
Nathan-Larrier, 1921 . . . .
tripomastigotas do parasita por via oral

Colocou fezes de triatomineos infectados na
Brumpt, 1931 .
mucosa bucal de animais

Tatus se alimentaram de Panstrongylus
megistus e, posteriormente, a confirmacdo da
Dias, 1934 transmissédo se deu pela observacdo de gatos
gue se alimentaram de triatomineos e roedores

infectados

Trabalharam com cées, cobaias e roedores,

_ ’ infectando-os por via oral com cepas locais de
Diaz-Ungria et al., 1968, 1969, 1970 e 1971 o ) )

T. cruzi originadas de triatomineos naturalmente

infectados

Constataram a infeccdo de camundongos que
ingeriram  alimentos  contaminados  com
Jansen e Deane, 1985 excrementos do gamba Didelphis marsupialis,
ampliando as acdes deste marsupial como
reservatorio e transmissor do T. cruzi

Camundongos receberam agua potavel, leite

pasteurizado, carne moida crua ou cozida,

5 queijo fresco e arroz cozido contaminados com
Calvo-Méndez et al., 1994 i ) ) )

fezes de Triatoma pallidepennis, concluindo que

o leite se apresentou como o meio mais efetivo

para a transmisséo do T. cruzi

Camundongos foram alimentados com caldo de
Castanho et al., 2002 cana contaminado com fezes de Rhodnius
neglectus contendo T. cruzi

Descreveu, através de estudos de infeccdo

experimental por T. cruzi pela via oral, a rota

) das formas tripomastigotas metaciclicas
Yoshida, 2009 ) .

inoculadas oralmente, que escapam da acgdo do

suco gastrico protegendo-se na camada de

mucina e atravessando a mucosa gastrica

Demonstrou a capacidade de T. cruzi para
sobreviver na polpa de acai por diferentes
Barbosa, 2010 periodos de incubacdo e sob diversos
tratamentos térmicos, além de preservar a sua

viruléncia em camundongos
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A partir de 1996, assume-se mais expressamente a transmisséo da
doenca de Chagas por via oral devido a mais um surto envolvendo 15 casos
de indigenas com doenca aguda na cidade de Mazagdo (AP). Naquela
ocasido, ja havia evidéncias suficientes sobre a resisténcia de parasitas a
acidez do estdmago, a possibilidade de transmissédo oral em animais, bem
como em humanos (Toso et al., 2011).

Em marco de 2005, um surto registrado numa é&rea turistica do
estado de Santa Catarina, decorrente do consumo de caldo de cana
produzido em diversos estabelecimentos ao longo de uma estrada, concitou
a atencao internacional como consequéncia de ter apresentado 167 casos
suspeitos, 25 casos confirmados e 3 6bitos (PANAFTOSA, 2006).

Em um levantamento realizado pelo SINAN, nas regides do Brasil no
periodo de 2007 a 2014 foram notificados 1.349 casos de doenca aguda de
Chagas. A forma de transmisséo oral foi a mais frequente, com um total de
871 casos (65%) no referido periodo, conforme mostrado na Tabela 4.

A regido Norte do Brasil € que apresenta a maior parte dos casos de
transmissao por via oral com quase 99% dos casos. No Estado do Para
ocorreram 684 casos (80%), seguido pelo Estado do Amapéa (95 casos -
11%). A regido Nordeste apresentou apenas 1% dos casos e todos
ocorreram no Estado do Maranh&do, enquanto que a regido Sul notificou
apenas 1 caso (0,1%) no Estado do Rio Grande do Sul. No entanto, vale
ressaltar que mais de 25% dos casos foram encerrados com a forma de
transmissao ignorada ou sem preenchimento deste campo na ficha de
notificacéo (SINAN, 2016).

Comumente, em sua maioria, 0S surtos sdo relacionados ao
consumo de vegetais e sucos de frutas contaminados, entre eles: acali,
bacaba, jaci (coquinho), caldo de cana, vinho de palma, suco de laranja,
suco de goiaba, conforme dados apresentados de forma bastante clara e

objetiva em uma revisao realizada por Rueda et al. (2014).
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Tabela 4 - Casos confirmados de doenga de Chagas aguda notificados no SINAN, Brasil, por

Regido/UF de notificacdo e modo provéavel de infecgdo, periodo 2007 a 2014. Fonte: SINAN - Sistema

de Informacao de Agravos de Notificacéo, 2016.

Regido/UF
de 'an/ Tr‘ansfu Vetorial Vertical Acidental Oral Outro Total
notificacéo Branco sional
Regiao
Norte 304 1 97 2 1 859 2 1266
Rondoénia - - 2 - - - 1 3
Acre = = 8 = = 1 = 9
Amazonas 7 - 18 - 1 57 - 83
Roraima 1 - - - - - - 1
Para 282 - 65 2 - 684 1 1034
Amapa 10 1 - - 95 - 108
Tocantins 4 - - - 22 - 28
Regiao
Nordeste 22 - 13 - 1 11 - 47
Maranh&o 4 - 8 - 1 11 - 24
Piaui 2 - 2 - - - - 4
Ceara - - 1 - - - - 1
Paraiba - - 1 - - - - 1
Pernambuco 15 = = = = = 15
Sergipe 1 - 1 - - - - 2
Regiéo
Sudeste = = 1 2 = = 2 5
Espirito
Santo - - - - - - 1 1
Rio de
Janeiro - - 1 - - - - 1
Séo Paulo - - - 2 - - 1 S
Regido Sul - - - 2 - 1 1 4
Rio Grande
do Sul - - - 2 - 1 1 4
Regiéo
Centro-
Oeste 14 - 12 1 - - - 27
Mato
Grosso do
sul - - 1 - - - - 1
Mato
Grosso 1 - - - - - - 1
Goias 13 - 11 - - - - 24
Distrito
Federal - - - 1 - - - 1
Total 340 1 123 7 2 871 5 1349
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Nobrega et al. (2009) em estudos de coorte e casos-controle
analisaram a exposi¢ao alimentar de pacientes com doenca de Chagas
aguda e verificaram que os seguintes alimentos poderiam estar envolvidos
na veiculacdo do parasita: polpa e suco de acai, charque e sucos de
cupuacu, biriba e muruci.

Para os surtos relacionados a consumo de sucos de frutas foi
proposto que os insetos infectados, que habitam a copa das arvores,
poderiam ser transportados a partir da area de colheita das frutas para as
maquinas de extracdo de suco. Os triatomineos infectados seriam, entéo,
esmagados nas maquinas de extracdo de suco, devido a uma falta de
cuidados sanitarios durante a preparacdo, levando a contaminacdo e aos
casos de doenca de Chagas aguda (Xavier et al., 2014).

A infeccdo dos alimentos a base de vegetais in natura com T. cruzi
€, portanto, acidental e pode ocorrer durante a colheita, armazenamento,
transporte ou até mesmo na etapa de preparacdo (ANVISA, 2008).

Um fato curioso é a sazonalidade desses casos de doenca de
Chagas aguda transmitidas oralmente, conforme mostrado na Tabela 5. A
maioria dos casos coincide com a colheita do acai de agosto a novembro,
guando os indices pluviométricos sdo mais baixos. Esta caracteristica
sugere que ha uma relagéo direta entre a incidéncia da doenca e o consumo
da fruta indevidamente manipulada (Xavier et al., 2014; SINAN, 2016).

Além de casos no Brasil, surtos de transmisséo oral da doenca de
Chagas tém sido relatados também em outros paises da América Latina
(Amunarriz et al., 1991; Rodriguez et al., 1992; Aguilar e Yépez, 1995;
Céceres et al., 1999; Nicholls et al., 2007a; Nicholls et al., 2007b; Alarcén de
Noya et al., 2010; Zambrano et al.,, 2010; Mufoz-Calderon et al., 2013;
Ramirez et al., 2013; Segovia et al., 2013).
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Tabela 5: Casos confirmados por modo de infec¢do, segundo més dos primeiros sintomas. Brasil,
2007 a 2014. Fonte: SINAN - Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo, 2016.

Més dos
- Ign/ Transfu _ _ _
p-rlmelros ER - Vetorial  Vertical Acidental Oral Outro Total
sintomas
TOTAL 340 1 123 7 2 871 5 1.349
Janeiro 30 - 3 - - 22 - 55
Fevereiro 15 - 11 - - 31 1 58
Marco 14 = 2 2 = 22 = 40
Abril 11 - 8 2 - 37 - 58
Maio 14 - 8 - 1 16 1 40
Junho 14 - 11 - - 19 - 44
Julho 24 - 10 1 - 64 - 99
Agosto 36 - 14 - - 128 - 178
Setembro 46 - 14 2 - 164 1 227
Outubro 51 1 20 - 1 173 1 247
Novembro a7 - 12 - - 121 1 180
Dezembro 38 - 10 - - 74 1 123

De acordo com a revisao realizada por Rueda et al. (2014), até o
ano da publicacdo, o Brasil registrava o maior numero de casos por infeccao
oral, seguido da Venezuela com 199, Colémbia com 49 casos confirmados e
31 casos suspeitos, Bolivia com 14, Guiana Francesa com 9 e Argentina
com 2.

Além dos casos por consumo de vegetais, ha também o relato de
surtos ocorridos pelo consumo de carne de animais ou seus derivados,
conforme descrito na revisao realizada por Sangenis et al. (2016).

Dessa forma, as seguintes possibilidades devem ser aventadas em
relacdo ao mecanismo de transmissdo oral na doenca de Chagas: 1)
ingestdo de leite materno, de méae infectada (o parasita pode vir da propria
glandula ou contaminar o leite em casos de sangramento mamilar); 2)
ingestdo de sangue de mamifero infectado; 3) ingestdo de carne mal cozida
de mamifero infectado, especialmente reservatoérios silvestres; 4) ingestao
de suspensado de T. cruzi em pipetas (acidente de laboratorio); 5) ingestédo
de alimentos ou bebidas contaminados com fezes ou urina de triatomineos

infectados por T. cruzi; 6) ingestdo de alimentos ou bebidas contaminados
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com urina ou secrecéo perianal de marsupiais infectados por T. cruzi (Dias e
Amato Neto, 2011).

A vigilancia epidemioldgica tem detectado esses casos de
transmissao oral, principalmente na regido Norte do pais, o que indica a
necessidade de estratégias de vigilancia e controle do agravo, compativeis
com o padrao epidemiolégico atual (SVS, 2015).

O documento Multicriteria-based ranking for risk management of
food-borne parasites da Food and Agriculture Organization / Organizacéo
Mundial da Saude incluiu T. cruzi como um parasita de origem alimentar.
Para a elaboracdo deste documento, foi realizada uma classificacéo
relacionada a importancia de diferentes parasitas de transmisséo alimentar a
partir de uma perspectiva global, utilizando critérios epidemioldgicos, clinicos
e socioecondmicos. Utilizando esta estratégia, uma lista de 93 parasitas com
potencial de transmissédo por alimentos foi reduzida para uma lista de 24 e
neste ranking, T. cruzi esta classificado em 10° lugar, indicando a gravidade
da doenca de Chagas transmitida pelos alimentos, particularmente porque
0S nove parasitos que se classificam acima de T. cruzi tém uma distribuicao
global consideravelmente mais ampla como parasitas de transmisséo hidrica
e alimentar (Figura 8) (FAO/MWHO, 2014; Rueda et al., 2014; Alarcon de
Noya et al., 2015).
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Taenia solium
Echinococcus granulosus
Echinococcus multifocularis
Toxoplasma gondii
Cryptosporidium spp.
Entamoeba histolytica
Trichinella spiralis
Opisthorchiidae

Ascaris spp.
[rypanosoma cruzi
Giardia duodenalis
Fasciola spp.

Cyclospora cayetanensis
Paragonimus spp.
Trichuris trichiura
Trichinella spp.*
Anisakidae

Balantidium coli

Taenia saginata
Toxocara spp.
Sarcocystis spp.
Heterophyidae
Diphyllobothriidae
Spirometra spp.

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00

Normalized overall score

Figura 8 - Ranking global de parasitas de veiculagado hidrica e alimentar. Fonte: FAO/WHO, 2014

1.11 Acai

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € uma palmeira perene, tropical
e frutifera que ocorre naturalmente nas varzeas da Amazbnia. Tem
predominio no Estuario amazonico, alcanca de 15 a 20 m de alturae 12 a 18
cm de diametro. Prefere os terrenos alagados e areas umidas, de ocorréncia
mais frequente as margens dos rios. Destaca-se, mundialmente, pela polpa
extraida dos frutos, além de seus inumeros subprodutos, energéticos,
cosméticos, fitoterapicos entre outros, como também pela producédo de
palmito (Tomaz et al., 2013).

Existem dois periodos de producéo de acai que se caracterizam por
produzirem frutos de qualidades diferentes. A safra de inverno é aquela cujo
periodo é o primeiro semestre do ano (estacdo das chuvas), época em que

os cachos apresentam frutos de maturacdo ndo uniforme, além de produzir
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um acgai com paladar diferente do normal. J4 a safra de verdo (estagdo mais
seca) € aquela cuja producdo gira em torno do segundo semestre e se
caracteriza por apresentar frutos com maturagcdo uniforme e de melhor
paladar. E quando a bebida se apresenta com melhor qualidade e
rendimento (Fregonesi et al., 2010).

O fruto possui elevado teor de pigmentos, as antocianinas, que séo
benéficos a saude, além de ser rico em proteinas, fibras, lipidios, vitamina E
e minerais como manganés, cobre, boro e cromo. As antocianinas tornaram-
se conhecidas por suas diversas propriedades farmacologicas e
propriedades medicinais, incluindo anticarcinogénica, anti-inflamatéria e
antimicrobiana, prevenindo a oxidacdo de proteinas de baixa densidade
(LDL), enfermidades cardiovasculares e doencas neurologicas (Kuskoski et
al., 2002; Alexandre et al., 2004; Alasalvar et al., 2005).

O grande interesse comercial pelo acai deve-se as suas
perspectivas de aplicacdo nas industrias alimenticias, aliada a grande
guantidade existente na regido Amazobnica e a relativa facilidade de
extracdo. Nessa regido, existe um grande numero de familias que
sobrevivem dessa palmeira, utilizada ndo s6é como alimento, mas como
principal fonte de renda. Ha, no entanto, um receio generalizado de que uma
exploracdo desordenada acabe por dizimar os acaizeiros (Miranda et al.,
2012).

Em pesquisa, desenvolvida por Menezes et al. (2015), a respeito da
opinido de consumidores brasileiros e norte-americanos sobre acai,
observou-se que os brasileiros concordam que o acai € um alimento
energeético, calorico, natural e nutritivo. Ja 0s norte-americanos consideraram
0 acai um alimento natural e, principalmente, rico em antioxidantes. Certas
diferencas de opinibes merecem destaque como aquelas em que o0s
brasileiros consideram o acai um alimento que engorda, rico em ferro e
gorduroso, diferente dos norte-americanos. Além disso, o0s brasileiros
parecem nao ter o conhecimento que o acai € rico em antioxidantes, nao
consideram o acai um alimento caro, enquanto que o oposto foi observado

pelos americanos.
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Na regido Norte do pais a comercializacdo e consumo de suco de
acai sao realizados imediatamente ap0s 0 seu processamento, sem
qgualquer tratamento térmico (Ferreira et al., 2014).

A forma de consumo do acai na regido amazébnica difere da dos
demais estados brasileiros. Na cidade de Belém do Par4, por exemplo, ele é
comercializado diariamente in natura, sem qualquer tratamento térmico.
Ressalta-se que essa forma de consumo ocorre também em outras cidades
da regido Norte. Nas demais regides, 0 acai € comumente consumido na
forma de polpa pasteurizada e congelada, sobretudo entre os esportistas,
por ser considerado uma bebida energética e, na maior parte das vezes,
acrescido de xarope de guarana e/ou frutas, cereais e carboidratos de
assimilacao rapida para compensar sua deficiéncia em acucares simples
(Oliveira et al., 2002; Doradio et al., 2004; Monteiro, 2006).

A comercializagcdo do acai sofre restricbes, por conta da alta
perecibilidade do seu suco, que ndo resiste mais do que 72 horas, mesmo
em ambiente refrigerado. Além do mais, como toda fruta tropical, o acai
torna-se escasso no mercado durante a entressafra. O tempo transcorrido
entre a colheita e o beneficiamento do acai — maximo de 12 horas depois de
colhido — é crucial para garantir a qualidade do produto final. Da mesma
forma, a seguranca microbiolégica € condicdo de oferta de um alimento
saudavel ao consumidor. Dessa forma, a comercializacdo do produto
congelado torna-se necessaria (Bezerra, 2007).

O fator responsavel por esta alta perecibilidade é a elevada carga
microbiana, juntamente com a degradacdo enzimatica, responsaveis pelas
alteracdes de cor e aparecimento do sabor azedo (Queiroz et al., 1998;
Sousa et al., 1999).

Sousa et al. (2006) realizaram uma pesquisa sobre vida de prateleira
de polpa de acai e os resultados mostraram que, no decorrer do periodo
estudado, que foi de 120 dias, houve alteracdo dos parametros fisico-
guimicos de pH, acidez e sdlidos soluveis, além de aumento da carga

microbiana.
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Corroborando com estes dados, Neves et al. (2015) em trabalho
sobre a perecibilidade de polpa de agai, armazenada sob refrigeracédo pelo
periodo de 5 dias, revelaram que houve reducdo dos valores de pH e acidez
titulavel. Assim, considerando a influéncia do pH e da acidez na conservacéao
dos alimentos, verifica-se a maior probabilidade de contaminagdo deste
alimento por bactérias, bolores e leveduras, conforme o seu tempo de
armazenamento.

Outro fator que interfere na qualidade das polpas de acai esta
relacionado com o ataque por pragas, desde a fase de sementeira até o
plantio adulto, o que vem causando muitos prejuizos as plantacdes. Além
das pragas no campo, as polpas de acai também estdo sujeitas as
contaminacdes por matérias estranhas durante as etapas do processamento
do fruto. A presenca de insetos e seus fragmentos, acaros, ovos e larvas,
como também areia, terra, particulas carbonizadas, entre outras, no produto
final indica falhas na adocdo e/ou manutencdo das Boas Praticas de
Fabricacéo (Brasil, 1997; Fregonesi et al., 2010).

Num projeto de pesquisa epidemioldgica realizado em Abaetetuba,
Cameta e Breves (PA) realizado por Valente et al. entre 2000 e 2003 foi feito
0 seguimento do acai em carocos desde a coleta em localidades da ilha do
Marajo (llha de Caruad e Muand) e do Baixo Tocantins (Limoeiro do Ajuru,
Carapajo e llha Patrimbnio), até a chegada nos pontos de extracdo da polpa
e revenda. Foram utilizadas armadilhas luminosas em barcos e examinados
recipientes com os frutos nos barcos e feiras livres e revendedores por
amostragem aleatéria (Valente et al., 2006).

Nos resultados preliminares, 12 triatomineos, 6 R. pictipes, 2 R.
robustus e 4 P. geniculatus foram coletados no convés de barcos que
atracavam proximo de ilhas, atraidos pelas armadilhas de luz, e 41,66%
(5/12) apresentaram formas de T. cruzi nas fezes, apds exame do contetdo
intestinal. Um exemplar de P. geniculatus, ja morto foi encontrado em um
paneiro com frutos procedente da Ilha Curua e que chegaram para revenda
num porto da cidade de Abaetetuba. De alguma maneira, este inseto atraido

pela luz dos barcos, que muitas vezes atracam em portos proximo das
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matas, caiu dentro dos paneiros e morreu prensado entre os carogos. O
inseto, mesmo morto, apds dessecacdo apresentava ainda no contetdo
intestinal formas de T. cruzi perfeitamente viaveis (Valente et al, 2006).
Neste contexto, a pesquisa de matérias estranhas é de grande valia
como indicador da contaminacdo de amostras de polpa de acai por insetos,
auxiliando inclusive na elucidagdo dos casos de doenca de Chagas aguda

por contaminacao oral.

1.12 Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.), graminea originaria do Sudeste
Asiatico, € considerada uma das culturas agricolas mais importantes das
regides tropicais e subtropicais, para a obtencdo de acucar, alcool e
aguardente (Cardoso et al., 2007).

Em varios paises, e principalmente no Brasil, o caldo de cana in
natura é utilizado como refresco denominado em algumas regidées como
garapa de cana. Este alimento consumido gelado ou a temperatura
ambiente, é produzido através de moendas, para ser consumido
imediatamente, ndo podendo ser armazenado porque € muito susceptivel a
alteracdes enzimaticas que proporcionam alteracdes sensoriais significativas
e indesejaveis (Machado et al., 2013).

O Brasil apresenta grande disponibilidade de cana-de-acucar,
caracterizando essa cultura como grande geradora de empregos. De acordo
com a Companhia Nacional de Abastecimento, a previsdo de area plantada
de cana-de-acucar é de 8.973 mil hectares para o biénio 2016/2017, tendo
havido um crescimento de pouco mais de 10% no periodo de 6 anos. Na
previsdo do biénio 2016/2017 a safra serd de 684.774 mil toneladas deste
produto, sendo a regido Sudeste a maior produtora com 451.278 mil
toneladas (CONAB, 2016).

O comércio da venda de caldo de cana é realizado comumente por

vendedores ambulantes que ndo possuem instalacbes compativeis e
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conhecimentos adequados sobre cuidados de higiene na preparacdo da
bebida, e a sua comercializagéo nas ruas representa um risco potencial para
a saude do consumidor (Soccol et al., 1990; Cardoso et al., 2007; Carvalho
et al., 2007).

A cana-de-acUcar reune condi¢cbes nutricionais adequadas a
multiplicacdo de microrganismos, devido as suas caracteristicas de baixo pH
e altos teores de acucares, interferindo na sua qualidade e seguranca para o
consumidor (Prado et al., 2010).

Além disso, da mesma forma que a polpa de acai e outros produtos
a base de vegetais, a cana-de-acUcar esta suscetivel a contaminacao por
insetos e outras matérias estranhas durante seu processo de colheita,
armazenamento e processamento do caldo de cana. Dessa forma, a
pesquisa de matérias estranhas, realizada através da analise microscopica,
fornece informacOes relevantes a respeito das condi¢cdes sanitarias da
matéria-prima, da manipulacdo, do ambiente, dos equipamentos e utensilios
e da higiene no processamento da bebida, sendo, portanto, fundamental
como indicador da presenca de insetos e analise auxiliar para o

esclarecimento de surtos de doenca de Chagas aguda por transmissao oral.

1.13 Legislac@es e controle sanitario dos alimentos

A partir do ano 2000, com o aumento do numero de casos de
doenca aguda de Chagas por provavel transmisséo oral, foram publicadas
no Brasil, diversas legislacbes e documentos para o controle de qualidade
dos produtos de frutas, visando minimizar todo e qualquer risco da
ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos.

No ano 2000 foi aprovado pelo Ministério da Agricultura e do
Abastecimento o regulamento técnico para fixacdo dos padrdes de
Identidade e Qualidade para polpa de frutas, dentre as quais se encontra a
polpa de acai, através da Instrucdo Normativa n°® 1, de 07/01/2000. Esta

norma traz algumas definicdes e parametros de qualidade para polpa de
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acai, bem como preconiza que a polpa de fruta ndo devera conter terra,
sujidade, parasitas, fragmentos de insetos e pedacos das partes néo
comestiveis da fruta e da planta (Brasil, 2000).

Em decorréncia do grande surto ocorrido em 2005, em Santa
Catarina, o Ministério da Saude publicou o “Consenso Brasileiro em doenca
de Chagas” com o objetivo de padronizar as estratégias de diagndstico,
tratamento, prevencao e controle da doenca de Chagas. Este documento foi
atualizado e publicada uma nova versédo no ano de 2016, como Il Consenso
Brasileiro em doenca de Chagas (SVS, 2005; SVS, 2016).

Neste mesmo ano, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da RDC n° 218 de 29/07/2005, estabeleceu o
regulamento técnico de procedimentos higiénico-sanitarios para
manipulacéo de alimentos e bebidas preparados com vegetais. Tal norma
enfatiza diversas vezes a importancia das boas praticas de produgdo como
ferramenta para evitar a contaminacdo por insetos vetores (ANVISA, 2005;
Ferreira et al., 2014).

No ano de 2006, foi apresentado um Relatorio Técnico em
epidemiologia, prevencdo e manejo da transmissao da doenca de Chagas
como doenca transmitida por alimentos, que resultou em algumas
recomendacbes como a definicdo de casos suspeitos, provaveis e
confirmados de transmissdo oral e a necessidade de fomento a pesquisa
basica e aplicada, para obtencdo de conhecimentos que ajudem a
compreensdao do fendmeno de transmissdo oral de T. cruzi e,
consequentemente, a sua melhor interpretacdo epidemiolégica e de
prevencao/controle tais como técnicas de deteccdo do T. cruzi, em
alimentos, dentre outras (PANAFTOSA, 2006).

A ANVISA, em 2008, elaborou o Informe Técnico n° 35 sobre o
gerenciamento do risco sanitario na transmissdo de doenca de Chagas
aguda por alimentos e recomendou a comunidade cientifica uma série de
temas que necessitavam ser pesquisados, tais como: viabilidade, técnicas
de deteccdo e de inativacdo e formas de contaminacdo de T. cruzi nos

alimentos, bem como o desenvolvimento de medidas de controle por meio
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de investigacdes epidemioldgicas consistentes. No que se refere as acgbes
de vigilancia sanitéria, foi criado um plano de acdo para melhoria da
qgualidade higiénico-sanitaria do acai e a urgéncia de cada acdo. O
documento traz, ainda, diversas recomendacdes aos processadores de acai
(ANVISA, 2008).

Em 2009, a OPAS elaborou o “Guia de vigilancia, prevencéo,
controle e manejo clinico da doenca de Chagas aguda transmitida por
alimentos”, destinado aqueles gestores e trabalhadores da saude que
exercem suas atividades em regifes onde o acesso a informacao é dificil,
reduzindo a possibilidade de troca de experiéncia com outros parceiros,
principalmente com a populagdo e que vem enfrentando uma demanda
crescente de casos suspeitos deste agravo, em particular na regido
amazonica (OPAS, 2009).

No Estado do Para, foi criado, no ano de 2011, o Programa Estadual
da Qualidade do Acai (PEQA), objeto do Decreto Estadual n° 2.475/2010.
No Programa, esta em curso a capacitacao de batedores de acai em boas
praticas alimentares, de acordo com as normas do Programa Alimento
Seguro (PAS) (Para, 2010).

Também publicado pelo governo do Estado do Pard, o Decreto n°
326, de 20/01/2012, estabelece regras para cadastramento dos batedores
artesanais de acai, objetivando o conhecimento real do numero de
estabelecimentos que manipulam artesanalmente o acai no Estado do Para.
Além disso, estabelece requisitos higiénico-sanitarios para a manipulagéo de
acai por batedores artesanais, de forma a prevenir surtos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTAs), minimizando o risco sanitario (Para,
2012).

Relacionado com a presenca de matérias estranhas macroscopicas
e microscopicas em alimentos e bebidas, a nhorma atualmente em vigor no
Brasil, € a Resolucdo n° 14, de 28/03/2014, da ANVISA, que estabelece
limites quantitativos para fragmentos de insetos e outras sujidades em
alguns grupos de alimentos. Os alimentos que ndo apresentam limites

previstos no Anexo | de tal norma, serdao considerados em desacordo com a
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legislacdo caso seja constatada a presenca de matérias estranhas, que € o
caso dos sucos de frutas, como polpa de acai e caldo de cana (ANVISA,
2014).

Além disso, esta regulamentacdo também define parasitas
(helmintos e protozoarios, em qualquer fase de desenvolvimento, associados
a agravos a saude humana) como matérias estranhas indicativas de riscos a
saude humana (ANVISA, 2014).

Percebe-se, portanto, que ha um grande amparo legal para que seja
feito um controle rigido da qualidade dos alimentos que possam ser

relacionados aos surtos de doenca de Chagas por via oral.

1.14 Justificativa

O Informe Técnico n® 35, da ANVISA, propde a comunidade
cientifica que se pesquise: i. a viabilidade de T. cruzi em diferentes
alimentos, considerando fatores intrinsecos e extrinsecos; ii. técnicas de
deteccdo e de inativacdo de T. cruzi em alimentos; iii. a integracdo das
instituicbes de pesquisa no desenvolvimento das técnicas de contagem,
viabilidade e inativacdo do T. cruzi em alimentos (ANVISA, 2008). Aliada a
esta Norma e ao exposto nesta introducdo, este estudo se justifica pela
necessidade da padronizacdo de métodos laboratoriais para a pesquisa de
T. cruzi em alimentos infectados, colaborando para o esclarecimento dos

surtos de doenca de Chagas aguda por transmissao oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Padronizar um método laboratorial para deteccdo de T. cruzi em

alimentos.

2.2 Especificos

1. Padronizar a PCR convencional e a PCR em tempo real para a
determinacao de T. cruzi em polpa de acai e caldo de cana;

2. Avaliar o rendimento da cultura dos alimentos contaminados
com T. cruzi em meio Liver Infusion Tryptose (LIT) a fim de aumentar a carga
parasitaria, melhorando a deteccao do parasita pela PCR;

3. Analisar a morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas
apOs contato com polpa de acai e caldo de cana a fim de determinar o
tempo ideal para realizar as analises em alimentos contaminados;

4. Contaminar amostras de polpa de acai e caldo de cana com
triatomineos infectados a fim de testar os métodos moleculares
padronizados para a deteccao de T. cruzi; e

5. Caracterizar os fragmentos de triatomineos recuperados de
amostras de polpa de acai e caldo de cana contaminadas, apés
procedimentos para pesquisa de matérias estranhas e compara-los com

fragmentos de coledpteros.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Alimentos contaminados
experimentalmente com
triatomineos infectados com

T. cruzi
(xenodiagndstico artificial)

Alimentos contaminados
experimentalmente com T.

cruzi
(proveniente de cultura)

Padronizagdo de Teste do método
método para detecgdo padronizado para
de T cruzi em detecgdo de T. cruzi
alimentos em alimentos

e cPCR e gPCR ¢ cPCR e gPCR

(Anélise da morfologia e
mobilidade das formas
tripomastigotas apos
contato com os
alimentos

\- Analise microscopica

Pesquisa de sujidades
leves

-
Rendimento da cultura
em meio LIT

s cPCR e qPCR

3.2 Obtencdo e manutencéao de T. cruzi

A cepa de T. cruzi utilizada nos experimentos foi proveniente de
duas fontes: cultura de células e fezes de triatomineos infectados por

xenodiagndstico artificial.
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As contaminacdes de polpa de acai e caldo de cana, para
padronizacdo dos métodos de extracdo de DNA, métodos moleculares,
testes de cultura em LIT e andlise da morfologia e mobilidade das formas
tripomastigotas apdés contato com os alimentos foram realizadas com
tripomastigotas da cepa Y do parasita mantidas por passagens seriadas em
culturas de células LLC/MK,. Estas foram mantidas a 37°C, 5% de CO,, em
garrafas de 75 cm® (Corning®) contendo 10 mL de meio RPMI (Meio Roswell
Park Memorial Institute) (Gibco®) contendo 292 mg/L de L-glutamina, 110
mg/L de piruvato de sédio, 1,0 g/L de glicose, 2,2 g/L de bicarbonato de
so6dio, 100.000 U/L de penicilina, 133 mg/L de estreptomicina
complementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab®). Apds a
formac&o da monocamada de células por volta de 48 horas de incubacéao, as
garrafas foram infectadas com 1 x 10’ tripomastigotas provenientes de
camundongos ou de outra garrafa infectada. Apos 48 horas de incubacéo o
sobrenadante foi coletado de cada garrafa contendo os parasitas e realizada
a contagem dos mesmos em camara de Neubauer para obtencdo das
concentracOes desejadas.

Os tripomastigotas de T. cruzi para realizacdo do xenodiagnostico
artificial foram provenientes de camundongos machos da linhagem Swiss
com idade entre 25 e 30 dias, mantidos no Laboratorio de Doenca de
Chagas Elias Boainain do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia,
infectados por inéculos intraperitoneais com 1 x 10° tripomastigotas/animal.
Apés 7 dias da infeccdo os animais foram eutanasiados em camara de gas
CO; e o sangue infectado coletado por punc¢éo cardiaca em tubo contendo

citrato.

3.3 Xenodiagnostico artificial

O xenodiagnéstico artificial foi realizado no Laboratério de Doenca

de Chagas Elias Boainain do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, de
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acordo com Araujo-Jorge e Castro (2000), com adaptacBes conforme
descricao abaixo.

Separaram-se trinta ninfas de triatomineos de 3° estagio (Triatoma
infestans), mantidas no Laboratério de Doenca de Chagas Elias Boainain do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, e as mesmas mantiveram jejum
por trés semanas.

Foram colocados 10 triatomineos em cada recipiente plastico
cilindrico, de aproximadamente 4 cm de altura por 5 cm de diametro, coberto
por uma tela de fil6 presa a abertura superior do frasco.

O sangue citratado, colhido por puncdo cardiaca de cada
camundongo infectado uma semana antes com 100.000 formas da cepa Y
de T. cruzi, foi alojado em recipientes com 3,5 cm de didmetro e 1 cm de
altura (tipo placa de petri) e vedados com filme de parafina plastica
(Parafiim®). Estes recipientes contendo o sangue contaminado, foram
colocados sob a tela de fil6 e acondicionados em estufa de 37°C por 1 dia
(Figura 9).

Figura 9 - Xenodiagnéstico artificial. Ninfas de 3° estadio de Triatoma infestans.

Verificou-se 0 numero de ninfas que se alimentaram em cada

recipiente e as mesmas foram transferidas para cristalizadores, desprezando
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aquelas que nao ingeriram sangue. Considerou-se como ninfas alimentadas
somente aquelas que, através da observacdo, apresentaram abdémen
distendido, independente da intensidade (Figura 10).

Figura 10 - Ninfa alimentada, com detalhe para o abdémen distendido.

A leitura do xenodiagndstico foi realizada 30 dias ap6s a
alimentacao, através da obtencédo de fezes dos triatomineos por compressao
abdominal com auxilio de pincas (Figura 11). As fezes foram depositadas
sobre uma lamina, a qual acrescentou-se 5 pl de salina tamponada, pH 7,2,
e cobriu-se com laminula 22 x 22 mm. Observou-se individualmente as fezes
obtidas de cada triatomineo. A leitura foi realizada ao microscopio Optico
binocular em aumento de 400x, percorrendo todos 0os campos em busca de
formas evolutivas de T. cruzi. Apenas os triatomineos com xenodiagnostico

positivo para T. cruzi foram mantidos para o experimento.
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Figura 11 - Procedimento para liberagdo das fezes dos triatomineos para verificacdo da presenca de
parasitas.

3.4 Amostras de alimentos

3.4.1 Polpas de acai

Os experimentos foram realizados com amostras de polpa de acai
in natura provenientes de diversos estabelecimentos comerciais da cidade
de Belém (PA), caracterizadas como acai fino ou popular (tipo C) por
apresentar aparéncia pouco densa. Um total de 40 embalagens contendo
cerca de 50 g cada mantidas a temperatura 4°C foram encaminhadas
para o Centro de Alimentos do Instituto Adolfo Lutz. ApGs o recebimento,
as embalagens foram mantidas a -20°C até o momento de uso. Para

cada experimento foi utilizado todo o conteddo da embalagem.
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3.4.2 Caldo de cana

As amostras de caldo de cana utilizadas nos experimentos foram
provenientes de diversas feiras livres da cidade de Santo André (SP). Para a
execucdo das analises foram adquiridas garrafas contendo 500 mL cada,
mantidas a temperatura 4°C, e as amostras foram utilizadas para os
experimentos no mesmo dia de sua aquisi¢cdo. Para cada experimento foram

utilizadas 50 g de caldo de cana.

3.5 Insetos

3.5.1 Triatomineos

Para testar o método padronizado para deteccdo de T. cruzi em
alimentos e realizar as técnicas para pesquisa de sujidades leves,
objetivando caracterizar os fragmentos de triatomineos, foram utilizadas 4
ninfas de triatomineos de 3° estagio (Triatoma infestans), mantidas no
Laboratério de Doenca de Chagas Elias Boainain do Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia, sendo que foram adicionados 2 insetos as
aliguotas de cada alimento (polpa de acai e caldo de cana) para a

contaminacao experimental.

3.5.2 ColeoOpteros

Com a finalidade de comparar os fragmentos de triatomineos
recuperados das amostras de alimentos contaminados com fragmentos de
insetos de campo, normalmente encontrados em produtos alimenticios,
insetos da ordem Coleoptera foram utilizados para contaminagao
experimental de amostras de polpa de acai e caldo de cana e posterior

realizacdo das técnicas para pesquisa de sujidades leves.
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Os coleopteros utilizados no presente trabalho foram provenientes
de amostras de massas alimenticias infestadas, de andlises anteriores
realizadas no Instituto Adolfo Lutz - Centro de Laboratério Regional de Santo
André, identificados como Sitophilus sp e Tribolium sp. Ambos apresentam
coloracdo castanha, tamanho entre 2,5 mm a 4 mm, élitros com sulcos

longitudinais bem nitidos e inUmeras pontuacdes.

3.6 Contaminagéo dos alimentos por T. cruzi

Com objetivo de padronizar os métodos moleculares (cPCR e qPCR)
e determinar o limite de deteccdo do método foram pesadas em béquer 5
aliquotas de 50 g da polpa de acai e caldo de cana e, imediatamente
contaminadas com as seguintes concentragdes: 1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10°e 1
x 10% 1 x 10! tripomastigotas, previamente contados em camara de
Neubauer.

Apoés a contaminacgao experimental com as diferentes concentracdes
de tripomastigotas, cada aliquota de alimento foi centrifugado a 2000 x g por
5 minutos e aliqguotas de 500 pL do sobrenadante e sedimento foram

separadas para extracdo de DNA e PCR.

3.7 Métodos Moleculares

3.7.1 Extracdo de DNA

As extracdes de DNA das amostras de polpa acai e caldo de cana
contaminadas foram testadas utilizando-se dois kits: QlAamp® DNA Mini Kit
e QlAamp® DNA Stool Mini Kit, ambos da Qiagen®.

Para testar o kit QlAamp® DNA Mini Kit (para sangue e tecido), a

cada 500 pL de alimento infectado adicionou-se 20 pL de proteinase K
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dissolvida em 200 pL de tamp&o de lise (10 mM Tris— HCI, pH 8.0; 10 mM
EDTA; 0.5% SDS; 0.01% N-laurilsarcozyl, 100 pg/mL). A mistura foi
homogeneizada em voértex e incubada a 56° C por 30 minutos. As extracdes
foram realizadas em sistema automatizado (QIAcube) e as amostras de DNA
foram eluidas em 100 pL do tampé&o AE.

Como ambos os alimentos contém muitos residuos, assemelhando-
se a matriz fezes, foi testado o kit QIAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen®).
Os procedimentos foram realizados conforme as instru¢des do fabricante.

Aliquotas de 500 pL foram adicionadas em tubos de 2 mL contendo
1400 pL do BUFFER ASL. A seguir foram agitadas em vortex até a completa
homogeneizagéo da mistura, incubadas a 95°C por 5 minutos e novamente
agitadas em vortex por 3 minutos. Ao final as amostras foram centrifugadas
a 13000 g por 1 minuto e sedimento desprezado. Para retirar os provaveis
inibidores da Taq DNA polimerase, 1200 pL de sobrenadante foram tratados
com 1 tablete “InhibitEx”. As misturas foram homogeneizadas em vortex até
o tablete ser completamente dissolvido, incubadas a temperatura ambiente
por 1 minuto e centrifugadas a 13000 g por 3 minutos. O sedimento foi
descartado.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e centrifugado a
13000 g por 3 minutos. Este segundo sobrenadante (200 pL) foi tratado com
15 pL de proteinase K no mesmo tampdo de lise descrito acima,
homogeneizado e incubado a 70°C por 10 minutos. As moléculas de DNA
foram eluidas em 50 pL do tampéao AE.

As concentracfes e qualidade das amostras de DNA foram
avaliadas por espectrofotometria em NanoDrop ND100 (Thermo Scientific®)
em comprimento de onda 260 e 280 nm, tendo em vista que a relacéo
A260/A280 fornece um parametro de avaliacdo da qualidade das
preparacdes de acidos nucléicos e valores inferiores a 1,8 resultam de
contaminacao com proteina.

Apés as extracdes, as amostras foram estocadas a -20°C. Para os

controles positivos foram utilizados DNA extraido de T. cruzi. Para os
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controles negativos foram utilizadas amostras de DNA de polpa de acai e

caldo de cana sem a infeccdo por T. cruzi e agua ultrapura.

3.7.2 PCR convencional (cPCR)

As amplificacbes foram realizadas utlizando um kit comercial
(Gotag®green Master Mix - Promega®) contendo dois corantes (azul e
amarelo) que permitem monitorar 0 progresso das amostras durante a
eletroforese. Cada 12,5 yL do “mix” continha uma unidade de Tag DNA
polimerase em 10 mM Tris-HCI, pH 8.5; 50mM KCI; 1.5 mM MgCI2 e 200
mM de cada um dos desoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP). Cada reacao foi realizada adicionando-se 5 yL do DNA alvo e 250
pM de cada primer em um volume final de 25 pL. As reagdes de
amplificacdo foram realizadas no equipamento Veriti® Thermal Cycler
(Applied Biosystems®). A cada conjunto de reacdes foram incluidos os
controles negativos (agua livre de nuclease e uma amostra do alimento néo
infectado) e um controle positivo (T. cruzi).

A presenca de T. cruzi nas amostras foi identificada utilizando-se o
par de iniciadores TCZ1l (5-CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT-3’) e
TCZ2 (5-CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3’), que amplifica um
fragmento de 188 pb (Moser et al., 1989). As amplificacbes foram compostas
de um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida de uma
segunda etapa composta de desnaturacdo (95°C por 30 segundos),
anelamento (57°C por 30 segundos) e extensdo (72°C por 30 segundos)
repetida por 30 ciclos. A terceira etapa constituiu em um ciclo de extensao

final a 72°C por 5 minutos.
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3.7.3 Eletroforese e gel de agarose

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 2% em TBE (Tris-Borato, 0,045M; EDTA, 0,001M) com 0,5
ML/mL de brometo de etidio e separados por um sistema de eletroforese
horizontal numa cuba contendo o mesmo tampé&o. As imagens dos geéis
foram visualizadas sob iluminacdo UV em transluminador Mini Bis Pro
(Programa Gel Capture, Mini Bis Pro, versdo 4.5.3). Os tamanhos dos
fragmentos foram comparados com o padrdo de peso molecular de 100 pb

utilizado no gel juntamente com as amostras.

3.7.4 PCR em tempo real (QPCR)

As reacbes foram padronizadas utilizando DNA extraido de
tripomastigotas (Cepa Y) em diluicdes seriadas, realizadas em
equipamento de PCR em tempo real da Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR System® em um volume final de 20 pyL. O valor de “cycle
threshold” (Cy), que indica a medida relativa da concentracdo do DNA alvo,
foi automaticamente determinado no equipamento. A seguir foi construida
uma curva padrao.

As amostras de DNA (3 e 1 pL) foram adicionadas a uma mistura
contendo 10 pL de 2X TagMan Universal PCR Master Mix, 0.4 uM de cada
iniciador (“forward” e “reverse”). As amplificacbes de uma regido dos
minicirculos do kDNA de T. cruzi foram realizadas com o par de iniciadores
para gPCR cuja descricéo é: Cruzi 32F (5- TTTGGGAGGGGCGTTCA-3') e
148R (5-ATATTACACCAACCCCAATCGAA-3"). A sonda TagMan (71P)
(5'-CATCTCACCCGTACATT-3') foi marcada com FAM na extremidade 5' e
a extremidade 3', com Quencher néo fluorescente (NFQ) (Qvarnstrom et
al., 2012).

O protocolo de amplificacao incluiu um ciclo de 2 minutos a 50°C e

10 min a 95°C. A segquir, foram realizados 40 ciclos de 95°C por 15
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segundos e 60°C por 1 minuto. A cada lote de reacdo foram incluidos os
controles negativos (agua e uma amostra do alimento ndo infectado) e um

controle positivo (T. cruzi).

3.8 Cultura dos alimentos contaminados com T. cruzi em meio LIT

Estes experimentos foram realizados a fim de avaliar a possivel
utilizacdo de meio de cultura para aumentar a quantidade de parasitas a
serem detectados pela PCR. Foram testadas aliquotas de 50 g de polpa de
acai e caldo de cana contaminadas experimentalmente com 6 x 10°
tripomastigotas. As misturas foram semeadas em 100 mL do meio LIT com
gentamicina, incubadas a 28° C por 10 dias. A cada 2 dias foi retirada uma
aliquota de 500 pL de cada alimento contaminado para extracdo de DNA e

testes moleculares.

3.9 Analise da morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas

apoOs contato com os alimentos

A andlise da morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas
apo6s contato com polpa de acai e caldo de cana foi realizada por
microscopia optica comum. Cerca de 1 x 10° tripomastigotas foram
adicionadas a aliquotas de 500 pL de polpa de acai e caldo de cana, em
duplicata para realizacdo do teste em duas temperaturas (ambiente e
refrigerado). Como controle foi utilizada a mesma quantidade de
tripomastigotas em meio de cultura. O pH dos alimentos foi medido antes do
procedimento de contaminacdo com o parasita.

Foram realizadas visualizacbes em microscopio 6ptico no momento
da contaminacdo e apoés 2, 4, 8 e 24 horas de contato, para analise da
morfologia do parasita e contagem de formas méveis de acordo com Brener

(1962), que consistiu em colocar uma aliguota de 5 pL de amostra
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contaminada em uma lamina, cobrindo-a com laminula 22 x 22 mm,
determinando assim o numero de parasitos em 50 campos.

Previamente a este experimento, foram feitas observagbes do
parasita utilizando-se diferentes aliquotas dos alimentos contaminados (50 g,
1 mL e 500 pL) a fim de determinar a quantidade que seria utilizada para

conduzir este ensaio.

3.10 Contaminacado dos alimentos com triatomineos infectados com T.

cruzi artificialmente e coledpteros

Para testar o protocolo padronizado de deteccdo de T. cruzi em
alimentos e caracterizar os fragmentos de triatomineos, 500 g de polpa de
acai e 500 mL de caldo de cana receberam 2 triatomineos cada da espécie
Triatoma infestans (3° estagio) que apresentaram resultados positivos para
presenca de parasita nas fezes apos o procedimento de xenodiagndstico
artificial.

Apés a insercdo dos triatomineos, os alimentos foram triturados em
liquidificador por 2 minutos. Desta mistura, foi retirada uma aliquota de 50 g
para realizacdo dos procedimentos do método padronizado para deteccdo
de T. cruzi em alimentos (extracdo de DNA e PCR).

As aliquotas restantes de polpa de acai e caldo de cana foram
submetidas as técnicas para pesquisa de sujidades leves, para recuperacao,
observacéao e caracterizacéo dos fragmentos dos triatomineos.

Paralelamente, com o objetivo de comparar os fragmentos dos
triatomineos com coledpteros, que sdo os insetos comumente encontrados
em alimentos como pragas oriundas do campo e do armazenamento de
graos, outras duas aliquotas de 500 g de polpa de acai e caldo de cana
receberam 4 coleodpteros cada uma, moidos previamente, sendo 2 do género
Sitophilus e 2 do género Tribolium e foram também submetidas as técnicas

para pesquisa de sujidades leves.
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3.11 Pesquisa de sujidades leves nos alimentos contaminados com

triatomineos e coledpteros

Para a recuperacdo dos fragmentos de triatomineos e coledpteros
triturados com os alimentos, foram realizadas duas técnicas.

Para o caldo de cana, foi realizada a técnica 16.5.18 da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2011), método 972.35 com adaptacdes.
Cerca de 450 mL foram tamisados em peneira de malha n° 230 e o residuo
retido foi filtrado a vacuo em funil de Buchner utilizando-se papel de filtro.

A polpa de acai foi submetida a técnica descrita por Atui et al. (2012)
para pesquisa de matérias estranhas.

De acordo com o método, 100 g do alimento foi pesado em béquer de
1000 mL, adicionado 600 mL de agua quente e 50 mL de acido cloridrico.
Apos fervura de 15 minutos desta mistura, a amostra foi tamisada em
peneira n° 140, lavada com solucdo de alcool isopropilico a 40% e
transferida para frasco armadilha de Wildman de 2000 mL com auxilio de
pissete contendo solucéo de alcool isopropilico a 40%. Foram adicionadas
solucéo de alcool isopropilico a 40% até o volume de 800 mL e 50 mL de
vaselina liquida. O material ficou sob agitacdo magnética e fervura durante 7
minutos. ApoOs essa etapa, foi adicionado 100 mL da mistura de solucédo de
tween 80 em alcool isopropilico a 40% e Na4,EDTA em alcool isopropilico a
40%, agitacdo por 1 minuto e 3 minutos de repouso. O frasco teve seu
volume totalmente preenchido com solucéo de alcool isopropilico a 40% e
apos repouso de 20 minutos foi realizada uma primeira extracdo. Novamente
foi adicionado 35 mL de vaselina liquida no frasco contendo a amostra,
preenchido com solucdo de alcool isopropilico a 40% e apds repouso de 5
minutos foi realizada a segunda extracao. O material foi filtrado a vacuo em
funil de Buchner utilizando-se papel de filtro para visualizacdo dos
fragmentos de inseto.

Todos os papéis de filtro foram examinados sob microscopio

estereoscépio em aumentos de 15 a 40x (Micronal®) e os fragmentos de
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insetos observados sob microscépio Optico em aumentos de 100 e 400x
(Olympus®).

3.12 Analise de dados

A curva padrao e o limite de quantificacdo do par de iniciadores Cruzi
32/148-gPCR para qPCR foram analisados utlizando o programa de
computador GraphPad Prism 6.05 Software Inc. (San Diego, CA, EUA). A
curva padrdo foi construida utilizando oito concentracbes de DNA obtido a
partir de 1 x 10° tripomastigotas (correspondendo a 35 ng/uL) em triplicata.
As diluicbes em série foram até 0,1 tripomastigota e os valores de Ct foram
tracados como meédia (em triplicata) contra os valores do numero de
tripomastigotas em log 10 para determinar o limite de detec¢cdo do marcador
molecular Cruzi 32/148-gPCR. As concentracdes foram determinadas apos o
célculo da equacdo de regressao linear (y = ax + b), onde y = Cr; a =
inclinacdo da curva (inclinagéo); x = numero de parasitas; e b = onde a curva

intersecta o eixo y (intercepc¢éo y) (Bustin et al., 2009).

3.13 Qualidade dos experimentos moleculares

Uma amostra de polpa de acai e outra de caldo de cana néao
infectadas por T. cruzi foram utilizadas para extrair DNA e como controle
negativo em todas as rea¢fes. Em paralelo, em cada reacéo foi utilizado um
controle “branco” onde agua ultrapura foi colocada no lugar da amostra de
DNA. Foram utilizadas salas separadas para i: extracdo de DNA; ii: mistura
das solucdes para PCR e marcadores moleculares; iii; adicdo de DNA; iv:
eletroforese em gel de agarose. As amostras de DNA foram ensaiadas em

duplicata e, pelo menos duas vezes para determinar a reprodutibilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacdo de método para deteccdo de T. cruzi em alimentos

4.1.1 Extragdo de DNA

O método da centrifugacdo associado a extracdo de DNA utilizando
o kit QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen) para extracdo em fezes foi
eficiente para as amostras de alimentos apresentando resultados de
amplificacdo do DNA do parasita nos dois alimentos contaminados
experimentalmente.

A utilizacdo do kit para extracdo de DNA em tecido QlAamp® DNA
Mini Kit para extracdo de DNA de alimentos ndo foi efetiva. Todos os
resultados de PCR foram negativos. Portanto a utilizacdo deste kit ndo foi

viavel em amostras de alimentos.

4.1.2 cPCR

A cPCR foi realizada em DNA extraido do sedimento e sobrenadante
de polpa de acai e caldo de cana contaminados experimentalmente.

Como mostra a Figura 12 os produtos amplificados de 188 pb
estavam presentes nos sedimentos das amostras de polpa de acgai contendo
todas as concentracfes de tripomastigotas. Nos sobrenadantes, DNA do
parasita foi detectado até a concentracdo de 1 x 10* tripomastigotas.
Portanto, a recuperacao dos parasitas foi mais eficiente nos sedimentos das
polpas de acai contaminadas. O limite de deteccdo da cPCR no sedimento
foi de 1 x 10* tripomastigotas.

A Figura 13 mostra os resultados da cPCR para a deteccéo de T.

cruzi em caldo de cana. Verifica-se que, no sedimento, houve deteccao de
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até 1 x 10? tripomastigotas e no sobrenadante até 1 x 10* parasitas,
corroborando com o resultado da polpa de acai onde o limite de deteccéo foi

mais baixo para o sedimento.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 12: Recuperacdo de DNA de Trypanosoma cruzi no sobrenadante (1 a 5) e sedimento (6 a 10)
de amostras de polpa de agai apdés contaminagdo experimental com diferentes concentracdes de
tripomastigotas provenientes de cultura de células e determinada por cPCR. Concentragdes de 1 x 10°
(1e6);1x10%(2e7);1x10%(3e8);1x10%(4 €9) e 1 x 10" (5 e 10). Os produtos de 188 bp de uma
regido repetitiva nuclear de Trypanosoma cruzi foram amplificados pelo marcador molecular
TCZ1/TCZ2 e analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. MM - marcador molecular de 100
pb. Controles positivo (11) e negativo (12).

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 pb

200 pb 188 pb

Figura 13: Recuperacao de DNA de Trypanosoma cruzi no sobrenadante (1 a 5) e sedimento (6 a 10)
de amostras de caldo de cana apds contaminagcdo experimental com diferentes concentracdes de
tripomastigotas provenientes de cultura de células e determinada por cPCR. Concentracdes de 1x10°
(1e6);1x10*(2e7);1x10°(3e8); 1x10° (4 e 9) e 1x 10" (5 e 10). Os produtos de 188 bp de uma
regido repetitiva nuclear de Trypanosoma cruzi foram amplificados pelo marcador molecular
TCZ1/TCZ2 e analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. MM - marcador molecular de de 100
pb. Controles negativo (11) e positivo (12).
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4.1.3 qPCR

Para as padronizacdes da qPCR, o primeiro passo foi determinar a
curva padréo do par de iniciadores Cruzi32/148-gPCR, que foi calculada
utilizando DNA de T. cruzi (cepa Y) (Figura 14). A curva padrao apresentou
R? = 0,9919, ou seja, alta linearidade entre as variaveis. O limite minimo de
deteccao foi um décimo (10™") parasita (equivalente a 0,35 fg/uL de DNA). A
reprodutibilidade e a precisdo também foram demonstradas, uma vez que
resultados semelhantes foram apresentados nas réplicas (em duplicata) e

em diferentes reacfes (mesma amostra feita em dias diferentes).

40 -

Y=-3.551. x + 32.66
® 2

R =0.9919

30

()
C, -
10 == T T T T T T T

10 1 10 10% 10%® 10" 10° 10°

Numero de trypomastigotas (log 10)

Figura 14: Curva padrdo dos iniciadores Cruzi 32/148-qPCR utilizando DNA de Trypanosoma cruzi
(cepa Y). A andlise da curva padrao foi feita em diluicdes de 10 vezes (log) de tripomastigotas, na
concentracao inicial de 35 ng/uL (1 x 10° tripomastigotas). Os resultados s&o apresentados como
média de “cycle threshold” (Ct) obtido das amostras em ftriplicata de cada concentracdo de DNA.

A seguir foram avaliados os limites de quantificacdo do par de
iniciadores Cruzi32/148-gPCR nas amostras de polpa de acai e caldo de
cana infectadas, utilizando 3 pL e 1 yL de DNA purificado (concentracdo de
cerca de 100 ng/pL). Embora as moléculas de DNA do parasita tenham sido
detectadas por qPCR em todas as aliquotas de polpa de acai (Figura 15 A)

e caldo de cana (Figura 15 B), a amplificacdo do DNA nos sedimentos foi
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mais eficiente do que nos sobrenadantes, por apresentar menores valores
de Cr em todas as concentragOes testadas. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significantes usando 1 pyL ou 3 yL da amostra de
DNA.

A B
a- Sedimento Sedimento
40.

20

20

] — . . . 1,
108 1ot 108 10

C 10 10 10 02 100 10t 10
T
wo. Sobrenadante Sobrenadante
4“-
30
304
20 204
10 T T T T 1 1“ . . ,
10 102 10°  10*  10° 0 10t 10° 1wt 10

Numero de tripomastigotas (log 10)

Figura 15. (A) e (B) representam o limite de quantificacdo de gPCR em amostras de polpa de acai e
caldo de cana, respectivamente, contaminadas com as referidas concentracdes de tripomastigotas.
Foram utilizados os sedimentos e sobrenadantes para extracdo de DNA. Os resultados sao
apresentados como média de “cycle threshold” (Cy) obtido das amostras em duplicata de cada

concentracdo de DNA utilizando 3 pL (circulos) e 1 yL (quadrados).

4.2. Cultura dos alimentos contaminados com T. cruzi em meio LIT

O objetivo deste experimento foi verificar se haveria possibilidade de
aumentar a quantidade de parasitas em meio de cultura para posterior

analise por PCR. As Figuras 16 e 17 mostram os resultados da PCR
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convencional para cultura de polpa de acai e caldo de cana contaminados,

respectivamente.

MM TO ™M T2 T3 T4 TS CN CP

500 pb

200 pb 188 pb

Figura 16: Recuperagdo de DNA de Trypanosoma cruzi em aliquota de 50 g de polpa de acai
contaminada ( 6 x 10° tripomastigotas) e semeada em LIT. A incubacéo foi realizada a 28°C por 10
dias e as coletas realizadas a cada 2 dias de incubacéo. TO - dia da incubagéo; T1 - 2 dias; T2 - 4
dias; T3 - 6 dias; T4 - 8 dias; T5 - 10 dias; CN - controle negativo; CP - controle positivo. Os produtos
de 188 bp foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. MM - marcador molecular de 100
pb.

MM TO T1 T2 3 T4 5 CN CP

500 pb

200 pb 188 pb

Figura 17: Recuperacdo de DNA de Trypanosoma cruzi em aliquota de 50 g de caldo de cana
contaminado ( 6 x 10? tripomastigotas) e semeado em LIT. A incubacéo foi realizada a 28°C por 10
dias e as coletas realizadas a cada 2 dias de incubag&o. TO - dia da incubagdo; T1 - 2 dias; T2 - 4
dias; T3 - 6 dias; T4 - 8 dias; T5 - 10 dias; CN - controle negativo; CP - controle positivo. Os produtos
de 188 bp foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. MM - marcador molecular de 100
pb.
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Verificou-se que tanto para a polpa de acai como para o caldo de
cana, foi possivel amplificar o DNA do parasita apenas até 2 dias de
incubacéo.

Da mesma maneira, os resultados da PCR em tempo real (em
valores de Cy) mostraram que, para ambos os alimentos houve discreto
aumento na concentracdo do DNA de T. cruzi somente apos 2 dias de
cultura em meio LIT (Figura 18).

Para a polpa de acai, a concentracdo de T. cruzi variou
consideravelmente durante o periodo do experimento. Apds dois dias de
incubagdo a quantidade de DNA aumentou, entretanto nos demais dias
houve diminuicdo da concentracdo de material genético amplificado na
gPCR. Para o caldo de cana a variacao na concentracédo de DNA do parasita
nao foi significativa, portanto ndo houve aumento da carga parasitaria
conforme esperado. Esses resultados demonstram que a cultura dos
alimentos em LIT n&o é viavel para potencializar a deteccao de T. cruzi, mas
mantém os parasitas vivos por um tempo suficiente para o alimento ser

transportado para o local de analise.
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Figura 18: Resultados de gPCR utilizando amostras de DNA de polpa de acgai (A) e caldo de cana (B)
contaminadas com 6 x 10° tripomastigotas/50g, semeadas em LIT (100 mL) e incubadas a 28°C, em
periodos a que se refere (em dias). Os resultados séo apresentados como média de “cycle threshold”
(Cy) obtido a partir de cada concentracdo em duplicata de DNA de cada periodo, utilizando 3 pL

(circulos vermelhos) e 1 pl (quadrados azuis).

4.3 Analise da morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas

apos contato com os alimentos

A andlise da morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas
ap6s contato com polpa de acai e caldo de cana foi realizada por
microscopia. Como controle foi utilizada uma aliquota de tripomastigotas em
meio de cultura cujos parasitas se mantiveram maoveis e ativos até o final do

experimento. Para este experimento, foram feitas medidas do pH dos
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alimentos, que estavam em 4,8 e 5,1 para polpa de acai e caldo de cana,
respectivamente.

Nos testes preliminares para definir a quantidade de cada alimento
gue seria utilizada para o experimento, verificou-se que a observagdo do
parasita nos alimentos somente foi possivel quando utilizada uma aliquota
de 500 ul do alimento contaminado com cerca de 10° formas
tripomastigotas.

Os resultados dos testes podem ser observados nas Tabelas 6 e 7.
A maior parte dos tripomastigotas mantiveram-se moveis e ativos em caldo
de cana até o final do experimento (24 horas). Contudo, em polpa de agai,
apos 4 horas da contaminacéo, para a amostra a temperatura ambiente, 0s
parasitas ja apresentaram alteracdo em seu movimento, tornando-se mais
lentos e apds 8 horas alteragdo em sua forma, tornando-se arredondados
(amastigota "like").

Em ambos alimentos, o processo de refrigeracdo contribuiu para a
manutencdo das formas modveis e ativas do parasita por mais tempo. O
caldo de cana apresentou muitas leveduras, que foram aumentando ao
longo do experimento. Em observacfes posteriores ao periodo de 24 horas
para o caldo de cana, foram encontrados parasitas méveis e ativos em um
periodo superior a 7 dias para a amostra mantida sob refrigeracéo e por até

48 horas a temperatura ambiente (dados ndo mostrados).

Tabela 6: Andlise da morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas apés contato com polpa de
acal, no periodo de 24 horas.

Periodo pds Refrigerado Temperatura Ambiente
contato (em ) % formas ) % formas
Morfologia o Morfologia o
horas) moveis moveis
2 Normal / ativos 98 Normal/ ativos 78
4 Normal / ativos 93 Normal / lentos 54
8 Normal / lentos 58 Arredondados / lentos 20
24 Arredondados 0 Arredondados 0
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Tabela 7: Andlise da morfologia e mobilidade das formas tripomastigotas apds contato com caldo de

cana, no periodo de 24 horas.

Periodo pos Refrigerado Temperatura Ambiente
contato (em ] % formas ) % formas
Morfologia o Morfologia o
horas) moéveis moveis
2 Normal / ativos 97 Normal / ativos 97
4 Normal / ativos 96 Normal / ativos 95
) Normal / ativos 95 Normal / ativos 91
24 Normal / ativos 95 Normal / ativos 58

4.4 Contaminacao dos alimentos com triatomineos infectados com T.

cruzi artificialmente

Esse experimento foi realizado simulando-se a situagédo real, onde
triatomineos infectados podem ser triturados com os alimentos no momento
do preparo do suco, com a finalidade de testar se o0 método padronizado
previamente seria eficiente para a deteccdo de T. cruzi proveniente deste
tipo de contaminacao.

Os resultados dos métodos moleculares padronizados para a
deteccdo de T. cruzi em alimentos contaminados com triatomineos
infectados com o parasita, estdo mostrados na Figura 19 e Tabela 8.

O DNA extraido dos parasitas foi detectado pela cPCR em ambos os
alimentos, sendo o fragmento de 188 pb mais perceptivel no sedimento,
igualmente aos resultados obtidos na padronizacdo do método.

Semelhante aos resultados da cPCR, a qPCR demonstrou que foi
eficiente para amplificar o DNA de T. cruzi em ambos os alimentos,
apresentando melhor deteccdo no sedimento do que no sobrenadante,

conforme ocorreu na padronizacdo do método.
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500 pb

200 pb

188 pb

Figura 19: Recuperacdo de DNA de Trypanosoma cruzi em amostras de caldo de cana (1 a 3) e polpa

de agai (4 a 6) ap6s insercdo de triatomineos infectados com T. cruzi nos alimentos, trituracéo e

centrifugacdo das amostras. 1 - caldo de cana sem contaminag&o com triatomineos; 2 - sobrenadante

do caldo de cana contaminado; 3 - sedimento do caldo de cana contaminado; 4 - polpa de acai sem

contaminag&o com triatomineos; 5 - sobrenadante da polpa de agai contaminada; 6 - sedimento da

polpa de agai contaminada. Os produtos de 188 pb de uma regido repetitiva nuclear de Trypanosoma

cruzi foram amplificados pelo marcador molecular TCZ1/TCZ2 e analisados por eletroforese em gel de

agarose 2%. MM - marcador molecular de 100 ph. Controles negativo (7) e positivo (8).

Tabela 8: Resultados da gPCR para amostras de polpa de agai e caldo de cana contaminadas com

triatomineos infectados com T. cruzi. Amostras dos alimentos sem infec¢cdo apresentaram Cr

indeterminado e Controle positivo apresentou valor médio de Cr 18,73.

N° aproximado de

parasitas/mL de

Alimento Aliguota Produto Valor Ct
acordo com a
curva padrao
3L Sobrenadante 27,81 10°
Polpa de 1L Sobrenadante 30,33 10
acai 3puL Sedimento 22,60 10°
1L Sedimento 24,60 10°
3 pL Sobrenadante 28,51 10
Caldo de 1L Sobrenadante 33,26 10™
cana 3L Sedimento 16,69 10*
1L Sedimento 22,51 10°
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4.5 Pesquisa de sujidades leves nos alimentos contaminados com

triatomineos e coledpteros

Os métodos de extracdo de sujidades leves permitiram a recuperacao
e visualizacdo dos fragmentos dos triatomineos (T. infestans) triturados com
os alimentos, bem como a comparacdo destes com fragmentos de
coledpteros (Sitophilus sp e Tribolium sp) (Figuras 20 a 24).

Quando comparados, os fragmentos dos triatomineos, ao toque da
agulha utilizada na leitura, apresentaram-se mais flexiveis, mais opacos e de
coloracdo mais acinzentada. Ja os fragmentos dos coledpteros apresentam
superficie brilhante, coloracdo marrom, sdo firmes e quebradicos (Figuras
20 e 21).

A visualizacéo dos fragmentos em microscopia estereoscopica e oOtica
possibilitou notar que o fragmento do triatomineo mais facilmente
caracterizavel foi o tegumento que se mostrou repleto de dobras, com leve
inclinacdo e com pontuacdes distribuidas aleatoriamente (Figuras 22 e 23).

Foi observado, tanto nos coledpteros como nos triatomineos,
presenca de célula tricogena, que séo inclusbes epidérmicas similares a
pelos. Essa estrutura foi observada nos fragmentos de ambos 0s insetos
utilizados no experimento, entretanto apresentaram-se morfologicamente
diferentes (Figura 24).
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Figura 20 - Fragmentos de Triatoma infestans (ninfas de 3° estagio) recuperados nas técnicas
de pesquisa de sujidades leves nas amostras de alimentos. A - caldo de cana; B - polpa de acai
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Figura 21 - Fragmentos de Sitophilus sp e Tribolium sp recuperados nas técnicas de pesquisa de
sujidades leves nas amostras de alimentos.

Figura 22 - Fragmento do tegumento de Triatoma infestans (ninfas de 3° estagio), recuperado na
técnica de pesquisa de sujidades leves nas amostras de alimentos, sob microscépio estereoscopio,
aumento de 40x.
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Figura 23 - Comparacéo da analise microscépica do fragmento de tegumento de Triatoma infestans,
em aumentos de 100x (A) e 400x (B) e élitro de Sitophilus sp, em aumentos de 100x (C) e 400x (D),
triturados em polpa de agai.

Figura 24 - Presenca de célula tricogena (pelos) nos fragmentos dos élitros de Sitophilus sp (A),

Tribolium sp (B) e no tegumento de Triatoma infestans (C).
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5 DISCUSSAO

A associacao do processo de centrifugacdo e extracdo de DNA das
amostras de alimentos contaminados experimentalmente com diversas
concentragdes de T. cruzi utilizando-se um kit comercial para a matriz fezes,
foi altamente eficaz para a deteccdo do parasita, possibilitando a
amplificagdo do seu DNA, inclusive nos alimentos com baixas cargas
parasitarias.

Barbosa (2010) testou alguns métodos para isolamento de
tripomastigotas em polpa de acai e, dentre as técnicas testadas, a que se
mostrou adequada foi a tamisacdo forcada. Os resultados demonstraram
gue a pequena pressao exercida sobre a mistura facilitou a separacao das
fases solida e liquida da polpa. Paralelamente, a técnica proporcionou a livre
passagem dos parasitas ao longo da coluna e permitiu que eles fossem
obtidos em sua totalidade junto na fase liquida, por meio da coleta do eluato.

Vieira (2015), em seu trabalho, verificou que a lise direta das células
de T. cruzi presentes em polpa de acai, por aquecimento ou mesmo por lise
com detergente, ndo possibilitou a amplificacdo do DNA do parasita por
PCR, ja o método de flutuacdo em sulfato de zinco foi capaz de detectar T.
cruzi na polpa de acai.

No trabalho desenvolvido por Vieira (2015), os testes com as
amostras de acai inoculadas com T. cruzi permitiram concluir que nao
podem ser colocadas diretamente na PCR sem tratamento prévio,
diferentemente dos resultados obtidos no presente trabalho, no qual as
amostras de alimentos ndo foram tratadas com reagentes quimicos. Estas
foram somente centrifugadas, demonstrando resultados positivos na PCR
apos extracao direta com kit comercial.

Ferreira et al. (2016) testaram 4 métodos para extracdo de DNA de
amostras de polpa de acai contaminadas experimentalmente e revelaram
gue o DNA extraido utilizando um kit comercial (NucleoSpin®) nao foi
eficiente para mostrar leitura da concentragcdo em espectrofotdmetro. Os

outros 3 métodos testados mostraram concentracao suficiente de DNA para
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a deteccdo por PCR. Embora o DNA extraido pelo método DNAzol tenha
produzido 4 vezes mais quantidade de material genético do que os 2
métodos que utilizaram brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), o eluato
apresentou coloracdo marrom devido a ineficiéncia do método para eliminar
0S pigmentos presentes no acai, levando a uma concentracdo de DNA
superestimada e/ou inibicdo da PCR.

Os métodos de extracdo de DNA mais amplamente utilizados s&o
baseados em detergentes e nos kits comerciais que utilizam colunas a base
de silica ou esferas magnéticas. Entre os primeiros, 0 método de extracao
de CTAB tem sido considerado eficaz para uma larga gama de alimentos
derivados de plantas, especialmente devido a separacdao dos
polissacarideos de DNA. Foi originalmente descrito por Doyle e Doyle (1987)
e tém sido propostas algumas variacbes deste método para melhorar a
qgualidade do DNA, dependendo da matriz da amostra (Branquinho et al.,
2012).

Atualmente, um grande numero de kits comerciais esta disponivel
para a extracdo de DNA a partir de diferentes matrizes, mas apenas um
namero limitado pode ser usado para o isolamento de material genético a
partir de produtos alimenticios processados (Branquinho et al., 2012).

A escolha do método de isolamento do parasita e extracdo do seu
DNA é de grande importancia e constitui um pré-requisito para analise
molecular. A amplificacdo do DNA por PCR ¢é influenciada pela integridade
estrutural deste material genético e a presenca de inibidores da matriz ou de
reagentes da extracdo pode reduzir a eficiéncia da reacéao.

Nos alimentos, os problemas mais frequentemente ligados a
extracdo de DNA incluem contaminacéo por fenodis e polissacarideos, entre
outros. O acai € composto por lipidos, carboidratos, fibras, vitamina E,
proteinas, sais minerais (Mn, Fe, Zn e Cu) e compostos antioxidantes, tais
como antocianinas e compostos fendlicos, que representam um grande
desafio para a extracdo de DNA dos parasitas nesta matriz alimentar

complexa (Ferreira et al., 2016).
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Muitos estudos foram publicados para determinar o método de
extragcdo mais apropriado para cada matriz de alimento, especialmente para
deteccdo de alimentos geneticamente modificados, a fim de minimizar a
influéncia da extracdo na variabilidade de amplificacdo de DNA,
principalmente na quantificacdo do alvo quando ha baixo niumero de cépias,
utilizando gPCR (Peano et al., 2004; Smith et al., 2005; Cankar et al., 2006;
Corbisier et al., 2007; Ferrari et al., 2007; Smith e Maxwell, 2007).

Neste estudo, a cPCR foi mais eficiente para amplificacdo do DNA
no sedimento dos dois alimentos testados, apresentando limites de deteccéo
de 1 x 10* e 1 x 10? tripomastigotas na polpa de acai e caldo de cana,
respectivamente.

Na qPCR para ambos os alimentos os resultados foram positivos em
todas as concentracfes e aliquotas testadas, com limite de deteccéo de 10
tripomastigotas, tanto para o sedimento como para o sobrenadante, sendo
mais eficaz de forma geral, que a PCR convencional. Corroborando com os
resultados obtidos na cPCR, o desempenho do método foi evidentemente
melhor para as amostras das aliquotas dos sedimentos, onde 0s pontos
ficaram mais uniformes e os valores de Cy mais condizentes com as
concentragdes de parasitas.

A analise e deteccado direta de parasitas em fontes alimentares de
forma geral sdo raras, uma vez que 0s sintomas surgem alguns dias apés a
ingestao do alimento contaminado, periodo em que os alimentos suspeitos ja
foram descartados. Além disso, ndo ha atualmente protocolos padronizados
para a realizacdo desta investigagdo em amostras alimentares suspeitas
(Toso et al., 2011).

No trabalho desenvolvido por Vieira (2015) o teste de deteccao de T.
cruzi em acai por gPCR permitiu amplificacdo de amostras com até 1 x 10°
parasitas e o limite de deteccdo para a cPCR foi 1 x 10* parasitas, embora
tenham sido utilizados primers diferentes dos usados no presente trabalho.

Dias (2006) relatou em seu trabalho que experimentos conduzidos
com cobaias, mostraram que entre 1 x 10* a 1 x 10° parasitas introduzidos

por via oral sdo suficientes para desencadear a infeccao por esta via. Neste
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contexto, o método desenvolvido e relatado neste trabalho seria capaz de
diagnosticar a presenca de T. cruzi em alimentos envolvidos em surtos de
doenca de Chagas aguda.

O principal desafio no desenvolvimento de um método de deteccéo
de T. cruzi em alimentos é a padronizacdo de um protocolo com robustez
suficiente para se evitar resultados falsos negativos em funcao de problemas
na amostragem, os interferentes presentes nos diferentes tipos de alimentos
e bebidas, bem como as variacdes técnicas na realizacdo do método (erros
humanos).

Outro ponto critico no desenvolvimento de método para deteccéo de
T. cruzi em alimentos € a aliquota do alimento a ser utilizada. Vieira (2015)
trabalhou com aliquotas de 10 mL de polpa de acai. Ja Ferreira et al.
(2011b) utilizaram amostras liofilizadas, embora ndo tenham mencionado a
aliquota. No presente estudo, optamos por trabalhar com 50 g de cada
alimento, considerando que a distribuicdo do parasita no produto alimenticio
nao é homogénea e, normalmente, 0s surtos sao provenientes de amostras
contaminadas produzidas em grandes quantidades. Dessa forma, julgamos
gue aliquotas maiores possibilitam uma chance maior de detectar o parasita
na amostra.

Uma desvantagem da PCR é que este método ndo distingue a
amplificacdo de DNA de organismos vivos ou mortos e, por conseguinte, um
resultado positivo ndo implica na viabilidade do patdégeno. Métodos para
avaliar a viabilidade de T. cruzi com base na deteccdo de RNA ndo sao
rotineiramente utilizados devido a sua elevada complexidade de manuseio.
Da mesma forma, a cultura apresenta baixa sensibilidade e leva muito tempo
para fornecer resultados conclusivos (Cancino-Faure et al., 2016).

Recentemente corantes fotoquimicos foram desenvolvidos para
serem aplicados em combinacdo com a PCR para detectar células viaveis,
com base na integridade da membrana celular. Etidio monoazido (EMA) e
propidio monoazido (PMA) se ligam a moléculas de DNA ou RNA livre.
Contudo, ndo marcam material genético contido no nucleo celular, pois sédo

corantes impermedaveis a membrana celular. No caso de células danificadas
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ou mortas, os corantes se ligam covalentemente por ligagdo cruzada entre
moléculas orgéanicas, incluindo DNA, e sob exposicdo a luz, indicam a
inviabilidade da célula. A eficiéncia desta técnica depende de uma variedade
de fatores, incluindo o tipo e concentragdo do corante, a fonte de luz, as
condi¢Bes de incubagdo e o microrganismo. Além disso, este método tem
suas limitagcdes, como o valor dos reagentes, a necessidade de pessoal
altamente treinado para a sua aplicacdo e nem sempre esta disponivel nos
laboratorios (Cancino-Faure et al., 2016).

Os métodos moleculares para o controle de qualidade de alimentos
sédo uma realidade e, como tal, merecem uma atencgéo especial no que diz
respeito a sua disponibilidade para a regulamentacédo dos produtos sujeitos
a vigilancia sanitaria (Ferreira et al., 2016).

O desenvolvimento de métodos de deteccdo e isolamento em
grande escala para T. cruzi em produtos alimenticios é essencial para servir
como evidéncia epidemiologica e suporte para certificar que o alimento em
guestao é realmente contaminado com o parasita. AO mesmo tempo, apesar
do fato de que a identificacdo de DNA em alimentos em si ndo constitui uma
metodologia para avaliar a viabilidade do parasita, pode se tornar uma
ferramenta de avaliagcdo para garantir a correta aplicacdo das boas praticas
de fabricacéo (Ferreira et al., 2016).

Muitos surtos de doenca de Chagas aguda associados a
transmissdo oral, inclusive em outros paises, sao definidos pelas
caracteristicas epidemioldgicas e sinais clinicos, ndo tendo a confirmacéo
laboratorial da fonte de contaminacao (Rueda et al., 2014).

Esse trabalho da vigilancia em saude para identificar a fonte de
infeccdo e interromper a cadeia de transmissdo da doenca se da por meio
de inspecdes em estabelecimentos que atuam com o processamento dos
alimentos, verificando as condi¢cdes de producao. Associando as inspecdes
sanitarias a uma tecnologia acessivel e de facil aplicabilidade para o controle
da qualidade poderia tornar mais seguro o0 consumo dos produtos
alimenticios nas regibes endémicas, contribuindo para a seguranca

alimentar global (Vieira, 2015).
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No caso da doenca de Chagas aguda por transmisséo oral, isso
reflete a necessidade de novos estudos epidemiolégicos que incluem
informagbes mais detalhadas sobre a fonte de contaminagdo e vetores
silvestres nos focos de infec¢édo, e como este conhecimento contribuira para
a tomada de medidas preventivas contra a possivel transmissdo oral em
uma determinada &rea (Rueda et al., 2014).

Andlises epidemiologicas moleculares de amostras humanas e
ambientais sdo rotineiramente usadas para concluir a origem de surtos
causados por agentes patogénicos de origem alimentar. Os marcadores
moleculares de alta resolugédo desenvolvidos e validados para T. cruzi, se
utilizados em conjunto com amostragem adequada, podem contribuir para
identificar a fonte de surtos de origem alimentar (Segovia et al., 2013).

Dessa maneira, novas perspectivas para o estudo da transmissao
oral da doenca de Chagas devem ser apontadas (OPAS, 2009), como a
avaliacdo do metabolismo respiratério do parasito in vitro apés o contato
com a polpa de acai, a demonstracdo da metaciclogénese na propria polpa
e, principalmente, a padronizacdo de testes moleculares com propdésitos
diagnosticos para o desenvolvimento de uma metodologia de isolamento e
deteccdo, em larga escala, de T. cruzi em produtos alimenticios
(PANAFTOSA, 2006).

No caso da polpa de acai, esses testes permitirdo a identificacdo de
possiveis contaminacfes durante a cadeia produtiva e sdo de grande
importancia, uma vez que a transmissdo oral agrava o carater
epidemiologico da doenca, ao descartar os processos de refrigeracdo e
congelamento como métodos de controle na transmisséo oral da doenca de
Chagas aguda (Labello Barbosa, 2015).

De acordo com o Programa de Controle da Doenca de Chagas da
Fundacédo de Vigilancia em Saude do Amazonas (FVS, 2011) ndo se tem
previsto como procedimento para investigacdo de casos e/ou surto a
pesquisa de T. cruzi em alimentos. Tal documento somente prevé a

definicdo da procedéncia e destino do alimento relacionado com o surto,
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interdicdo do produto alimentar suspeito e o diagndstico clinico e tratamento
das pessoas envolvidas.

Para testar o rendimento da cultura de alimentos contaminados
experimentalmente com T. cruzi, verificamos que, utilizando meio LIT com
antibiotico, a concentracdo de DNA do parasita aumentou somente apés 2
dias de incubacdo, tendo diminuido ao longo do periodo restante de
incubacéo, resultado verificado pelas reacdes de PCR convencional e em
tempo real, para os dois alimentos testados (polpa de acai e caldo de cana),
ndo sendo, portanto, um método aplicavel no sentido de aumentar a
guantidade de parasitas para melhorar sua deteccao.

A queda na concentracao de T. cruzi pode ser explicada pelo fato de
gue as amostras de alimentos estavam contaminadas por bactérias e fungos
gue podem competir com o parasita dificultando o seu cultivo.

O meio LIT foi desenvolvido por Camargo, em 1964, e até os dias de
hoje continua sendo amplamente utilizado, além de ter servido de base para
o desenvolvimento de outros meios de cultura (Camargo, 1964).

Em um dos trabalhos sobre crescimento e diferenciacdo de T. cruzi
em meio liquido, datado de 1978, foram apresentados os diversos meios de
cultura utilizados na época para cultura deste parasita, e na ocasido ja era
mencionado o meio LIT como um dos mais eficientes para crescimento
rapido do protozoario (Lustosa, 1978). O autor menciona ainda que varios
fatores podem influenciar no crescimento de T. cruzi, tais como: pH,
composicdo do meio, temperatura, idade das cepas, bem como fatores
intrinsecos que ndo puderam ser discutidos na época do estudo.

Uma importante vantagem da cultura € que, por estimular o
processo natural de replicacdo de material genético, produz resultados
positivos que indicam necessariamente a presenca de parasitas viaveis na
amostra (Bezerra e Amato Neto, 2010). Considerando isso, uma
possibilidade que explicaria o fato da utilizacdo de LIT para aumentar a
carga parasitaria de T. cruzi em alimentos nao ter sido eficiente é que, apos
0 contato do parasita com o alimento, sua viabilidade pode ter sido alterada

e, dessa forma, seu crescimento possa ter sido inibido.
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Em condic¢@es ideais, a composi¢cdo do meio usado devera oferecer
a T. cruzi um ambiente pelo menos téo favoravel a sua multiplicacdo quanto
0 encontrado no tubo digestivo do vetor (Bezerra e Amato Neto, 2010).

A cultura de T. cruzi, ainda é objeto de frequentes investigacoes,
porém sua sensibilidade ainda ndo est4 bem definida. As fontes de variacédo
dos seus resultados nao foram suficientemente analisadas e podem fazer
variar amplamente sua sensibilidade, como por exemplo no estudo de
Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda (2003) onde as porcentagens de culturas
positivas situaram-se entre 0% e 94% quando usadas diferentes técnicas.

Em relagdo a observacdo direta de T. cruzi nas amostras de
alimentos, especificamente em polpa de acai, no presente estudo utilizando-
se a aliquota de 50 g de alimento com uma grande concentracdo de
parasitas, nao foi possivel a visualizagéo de tripomastigotas por microscopia
Optica comum. Esta observacdo somente foi possivel quando utilizado um
volume de 500 pl do alimento contaminado com cerca de 10° formas
tripomastigotas.

Corroborando com o nosso resultado, Sousa (2009) realizou um
experimento que objetivava observar a presenca e o potencial de penetracéo
de T. cruzi nos tecidos da cana de agUcar e constatou que nao foi possivel
essa observacao por microscopia optica.

Ainda em conformidade com os nossos achados, Barbosa (2010)
verificou que o depésito de 1 x 10° tripomastigotas diretamente na polpa de
acai também n&o permitiu a visualizacdo dos parasitas durante a inspecéo
microscopica, com e sem coloracao vital pelo Azul de Trypan.

Este mesmo autor testou ainda a visualizacdo de parasitas apos a
centrifugacéo da polpa infectada e relatou que foi possivel a observacao dos
parasitos em ensaios com volumes reduzidos da mistura, porém o
rendimento dessa técnica foi muito baixo e, por isso, a metodologia em
guestdo ndo se mostrou eficiente no isolamento dos parasitas, resultado
similar ao do presente estudo.

A ndo visualizacdo dos parasitas diretamente na polpa de acai

integra durante a inspecé&o microscépica pode ser associada principalmente
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a sua coloracdo escura, dada a grande quantidade de matéria organica e
antocianinas (Rogez, 2000).

Entretanto, Barbosa (2010) constatou que a utlizacdo do
sobrenadante da polpa de acai permitiu a visualizagdo dos parasitos com
sua motilidade caracteristica. A observacdo de 100% dos tripomastigotas
bem ativos indicou que o contato com a polpa ndo promoveu a morte
imediata do parasito, tampouco nos 15, 30, 45 e 60 minutos seguintes.
Apesar de o pH ideal para o parasita estar entre 7,2 e 7,3 e haver morte
celular em meios muito acidos ou alcalinos, o parasita sobreviveu em meio
acido na polpa in natura de acai (pH 5,3) produzida em Belém (PA).

Em razao dos elevados indices de matéria organica, especialmente
fibras vegetais, e das caracteristicas fisico-quimicas da polpa de acai
integra, Passos et al. (2012) desenvolveram uma metodologia para o
isolamento e observacédo de formas tripomastigotas na polpa, no qual uma
tamisacdo realizada sob pressao resultou em um eluato que permitiu a
guantificacdo exata e visualizacdo da motilidade dos tripomastigotas.

Em relacdo a analise da morfologia e mobilidade das formas
tripomastigotas apds contato com os alimentos, no presente estudo a maior
parte dos tripomastigotas mantiveram-se moveis e ativos no caldo de cana
por mais de 24 horas e na polpa de acai somente até 8 horas de contato,
mantidos tanto a temperatura ambiente como refrigerados.

O experimento revelou ainda que na polpa de acai, os parasitas,
ap6s 8 horas de contato com o alimento a temperatura ambiente,
comecaram a se apresentar mais arredondados, forma que chamamos de
"amastigota like", diferentemente do que ocorreu no caldo de cana onde os
parasitas ndo apresentaram alteracdo em sua morfologia.

Pesquisas relacionadas com o estudo da sobrevida de T. cruzi em
alimentos diversos vém sendo desenvolvidas desde décadas passadas.

Em 1980, Lainson et al. conduziram um trabalho onde misturaram
suspensdao de epimastigotas de T. cruzi com leite pasteurizado, feijao

cozido, peixe, carne bovina, arroz, suco de manga, queijo e farinha de
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mandioca e observaram que o parasita sobreviveu durante 3 horas nos
alimentos mantidos a temperaturas entre 26°C e 28°C (Lainson et al., 1980).

Soares et al. (1987) verificaram a sobrevivéncia do parasita em
caldo de cana por até 24 horas. Ja Pinto et al. (1990) em trabalho sobre
viabilidade de T. cruzi também em caldo de cana verificaram que, apos
infeccdo experimental de aliqguotas de 2 mL de caldo de cana com o
parasita, foi possivel observar formas vivas apés os periodos de incubacéo
de 1, 2 e 4 horas, tempo inferior ao observado em nosso estudo,
consideranto a sua mobilidade.

Cardoso et al. (2006) avaliaram a sobrevida de T. cruzi presente em
cana de acucar contaminada com o parasita, utilizando para a infeccéo
experimental o contetdo intestinal de triatomineos infectados com a cepa Y
de T. cruzi, e revelaram que, na analise direta, os resultados foram positivos
até 12 horas e, apds centrifugacdo, ocorreu positividade somente até as 4
horas.

Afez e Crisante (2008) registraram a sobrevivéncia de T. cruzi em
diversos alimentos, entre eles, banana, péssego, cana de acucar, mamao,
maca, batata, cenoura e tomate, todos armazenados a temperatura de 26°C
e o0s resultados indicaram que, em 73% das amostras, 0s parasitas
permaneceram vivos por um periodo entre 6 e 72 horas, sendo estimado o
maior nimero de parasitos vivos entre 6 e 18 horas apds a contaminacéo.
Apenas em abacaxi contaminado (pH 3) ndo houve sobrevivéncia de T.
cruzi.

Mais recentemente, Barbosa (2010) manteve uma mistura de polpa
de acai e plasma com T. cruzi (1:3) contendo 10° tripomastigotas &
temperatura ambiente por 6, 18, 24, 42 e 48 horas para a observacdo de
parasitas em movimento. Os resultados demonstraram que apos 6 horas de
incubacédo, 100% dos tripomastigotas estavam bem ativos; apos 18 horas,
70,0% estavam bem ativos e 30,0% ativos; apds 24 horas, 60,0% estavam
ativos e 40,0% lentos; apds 42 horas foram encontrados 33,3% ativos e

66,7% lentos e apd6s 48 horas, 100% lentos. Ressalta-se que para esta
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observacéo foi realizada uma tamisacao forcada da mistura para a anélise
do eluato, o que pode ter contribuido para uma sobrevida maior do parasita.

De acordo com Neves et al. (2015), em experimento realizado com
polpa de acai para verificar as alteracbes em alguns parametros fisico-
guimicos em um periodo de 5 dias de incubacdo, houve uma tendéncia de
reducdo do pH ao longo do periodo de armazenagem sob refrigeracéo, o
gue poderia justificar a queda na viabilidade das formas tripomastigotas do
presente estudo. Também revelaram que os niveis de aclcares sofreram
reducdo na polpa de acai durante o periodo de estudo que foi de 5 dias,
contribuindo para que o ambiente se torne mais hostil aos parasitas. Este
estudo levou a conclusdo de que para os parametros fisico-quimicos
avaliados, tais como: pH, acidez titulavel e sélidos sollveis, a polpa de acai
mostrou altera¢cdes na maioria dos fatores.

Nesse mesmo contexto, Sousa et al. (2006), avaliando polpas de
acai comercializadas em Manaus, encontraram valores de pH de 5,4,
mostrando que especificidades referentes as areas de producéo, como, por
exemplo, a temperatura, a umidade relativa, o tipo de solo e a propria
composicao quimica dos solos, podem influenciar nas caracteristicas fisico-
guimicas dos frutos e, consequentemente, de suas polpas.

No presente trabalho, as amostras de alimentos apresentaram
valores de pH baixos e, conforme os estudos apontam, a possivel reducao
destes valores, ao longo do periodo de contato com T. cruzi, pode ter sido
um dos fatores que influenciaram na mobilidade e morfologia do parasita.

Os estudos de sobrevida e integridade de T. cruzi tem importancia
epidemiologica a medida que mostra que o0s processos de congelamento e
descongelamento podem néo ser suficientes para matar T. cruzi e impedir a
sua transmisséo para o homem (Araujo, 2012).

Como proposta deste trabalho, para a verificacdo da eficacia do
método padronizado para a deteccdo de T. cruzi em alimentos, foi realizada
uma simulacédo da contaminacgéo dos alimentos com triatomineos infectados

e posterior trituracdo destes junto com polpa de acai e caldo de cana e, em
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seguida, estes alimentos infectados foram submetidos ao método
padronizado.

Os resultados deste experimento demonstraram que a sequéncia
dos procedimentos: centrifugacdo das amostras, extracdo de DNA com kit
comercial para matriz fezes e amplificacdo do DNA por PCR convencional e
PCR em tempo real, foi eficiente para deteccdo do parasita em ambos os
alimentos, sendo melhor quando utilizado o sedimento ao invés do
sobrenadante.

Desde a década de 90 foram desenvolvidos estudos sobre extracdo
de DNA e deteccdo de T. cruzi em fezes de triatomineos por métodos
moleculares, com bons resultados quando comparados ao método de
deteccéo direto (microscopia) (Russomando et al., 1996; Shikanai-Yasuda et
al., 1996; Silber et al., 1997; Pinto et al., 2000), entretanto ndo ha relatos
sobre a aplicacao de técnicas para tal detec¢cdo quando a matriz é composta
de fezes de triatomineos e alimentos.

Estruturas presentes nos artropodes podem interferir no processo de
extracdo, ja que o DNA esta protegido por muitos componentes biolégicos.
Uma destas estruturas € a cuticula, que apresenta uma composicao
complexa e é composta de polissacarideos (quitina), lipideos e proteinas,
potenciais inibidores da PCR (Andersen et al., 1995).

Neves (2010) em um trabalho sobre comparacédo de 12 métodos de
extracdo de DNA de T. cruzi a partir de ninfas e triatomineos adultos
infectados, concluiu que o mesmo kit comercial utilizado em nosso trabalho
(QlAamp DNA Stool Mini Kit da marca Qiagen®) apresentou melhores
resultados em relacdo a concentracdo, grau de pureza e amplificacdo do
DNA por PCR, além de ser mais econbmico e demandar menos tempo na
sua execucdo quando comparado com 0os demais protocolos testados.

No trabalho acima citado foi adotada uma pré-etapa de lise celular
fisica através da maceracdo dos espécimes de triatomineos em todos os
protocolos, visando uma ruptura satisfatoria da cuticula dos insetos para a
liberacdo do DNA. Em nosso experimento, a trituracao dos triatomineos com

os alimentos foi suficiente para quebrar o exoesqueleto quitinoso dos insetos
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e permitir que a execugdo dos procedimentos para extracdo com Kit
comercial fosse eficiente para a posterior amplificagcdo do DNA do parasita,
tanto pela cPCR como pela qPCR.

Além do teste para verificacdo da efichcia do método padronizado
para deteccado de T. cruzi, apés a simulacdo da contaminacdo dos alimentos
com triatomineos infectados, os alimentos foram submetidos a técnica para
pesquisa de sujidades leves objetivando recuperar e caracterizar 0s
fragmentos de inseto oriundos da contaminacdo experimental, além de
comparéa-los com fragmentos de coledpteros, insetos considerados pragas
de campo e armazenamento.

A presenca de fragmentos de insetos € um indicador importante que
pode auxiliar no diagnostico da possivel presenca de T. cruzi em amostras
de alimentos que possam estar envolvidas nos casos de surtos de doenca
de Chagas aguda.

Normalmente s&o observados pedacos de élitros, de térax, de
mandibulas, de pernas, de antenas, de capsulas cefalicas e, raramente,
insetos inteiros (Vargas e Almeida, 1996).

No presente estudo, foi possivel recuperar grande quantidade de
fragmentos, entretanto, em virtude do diminuto tamanho dos fragmentos de
inseto recuperados pelas técnicas utilizadas, ndo seria possivel identificar o
género e espécie do inseto a qual pertencem os fragmentos, exceto pelo
tegumento do triatomineo que se manteve mais integro e mostra-se bem
diferente das estruturas encontradas nas pragas comuns das culturas,
campos e graos armazenados, tal como os élitros dos coleGpteros
(carunchos).

Sousa et al. (1999) ndo encontraram nenhum tipo de sujidade em 18
amostras de polpa de acai analisadas na cidade de Macapa (AP),
possivelmente pela utilizacdo de metodologia ndo adequada para este tipo
de matriz.

Fregonesi et al. (2010) em trabalho sobre caracteristicas
microscopicas de polpa de acai revelaram que 50% das amostras

apresentaram sujidades como fragmentos de insetos, acaros, cristais de
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areia e pelo humano, que indicam a existéncia de falhas na adocao e/ou
manutencdo das Boas Préticas de Fabricacdo. Tais fragmentos comumente
ndo séo identificados devido ao tamanho reduzido, como nos resultados
obtidos no presente estudo, porém essa constatacdo corrobora ainda mais
com a possibilidade do acai ser contaminado com insetos diversos como,
por exemplo, barbeiros que podem estar eventualmente contaminados com
o0 protozoario T. cruzi, tornando o produto um veiculo da transmisséo oral da
doenca de Chagas aguda.

Atui et al. (2012) em pesquisa de matérias estranhas realizada em
polpas de acai recuperaram fragmentos de insetos, tais como asa, aparelho
sugador e perna, entretanto nenhum caracteristico de triatomineos.

Sobre a presenca de matérias estranhas em caldo de cana, Prado et
al. (2010) realizaram uma avaliacdo do perfil microbiologico e microscopico
do caldo de cana in natura comercializado por ambulantes no municipio de
Ribeirdo Preto (SP) e os resultados revelaram que 32,2% das amostras
analisadas estavam em desacordo com a legislacdo em vigor principalmente
em virtude da presenca de fragmentos de insetos e de insetos inteiros
pertencentes as ordens Hymenoptera (abelhas e formigas), Diptera (moscas
domeésticas, varejeiras e drosofilas) e Arachnida (aranha). Foi evidenciada
ainda a presenca de pelos de roedores em 4,4% das amostras indicando
falhas na protecédo das matérias-primas, utensilios, equipamentos ou mesmo
na higiene e limpeza dos veiculos de transporte ou barracas fixas que sao
utilizadas para a comercializacdo da garapa, acontecendo dessa forma a
contaminacao acidental.

Atui et al. (2014) fizeram um estudo sobre a presenca de sujidades
leves em polpas de goiaba, tomate, morango e manga, durante as 4
estacdes do ano e revelaram a presenca de fragmentos de insetos em todas
as polpas, sendo 93% em goiaba, 77% em tomate, 93% em morango e 48%
em manga, com maior frequéncia durante o verao.

Estudos dessa natureza, que avaliam a contaminacdo por pragas e
vetores, contribuem de maneira significativa para a melhoria de

alimentos/bebidas a base de vegetais, principalmente quando esses
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produtos considerados de risco podem servir como veiculos da transmisséo
oral da doenca de Chagas.

A pesquisa em parasitologia no contexto da ciéncia dos alimentos é
uma area recém reconhecida e que se encontra em expansao, tornando-se
um grande desafio durante as proximas décadas mundialmente, dada a
importancia econdmica e para a saude publica dessas doencas transmitidas
por alimentos, que afetam a economia em termos de comércio de alimentos
e custos com tratamento médico e hospitalizacédo (Labello Barbosa, 2015).

Ressalta-se, por fim, a importancia do presente estudo como
referéncia para utilizacdo imediata do método desenvolvido, pelos
laboratorios de saude publica para o esclarecimento dos surtos de doenca
de Chagas aguda, contribuindo com os servicos de vigilancia em saude,
bem como por laboratorios particulares que atuem no controle de qualidade

de alimentos.
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6 CONCLUSOES

O método padronizado, contemplando etapa de centrifugacdo e
extracdo de DNA com kit comercial para matriz fezes, foi eficiente
para a amplificacdo do material genético de T. cruzi em amostras de
polpa de acai e caldo de cana, sendo que a cPCR apresentou limite
de deteccdo em polpa de acai de 10 tripomastigotas/mL e no caldo de
cana 100 tripomastigotas/mL. A gPCR mostrou ser a metodologia
ideal, pois apresentou limite de deteccdo de 10 tripomastigotas/mL
para ambos os alimentos, sendo que o desempenho dos dois
meétodos moleculares foi melhor quando as amostras a serem
analisadas foram centrifugadas e o0s ensaios foram feitos no

sedimento.

A semeadura de alimentos contaminados com T. cruzi em meio de
cultura LIT revelou que, apos 2 dias de incubacéo, houve aumento da
concentracdo do DNA do parasita, entretanto para os demais dias de
incubacdo ndo houve mais deteccdo do material genético do

protozoario.

A maior parte dos tripomastigotas mantiveram-se moéveis e ativos nas
amostras de caldo de cana por mais de 24 horas, tanto a temperatura
ambiente como sob refrigeracdo. Em amostras de polpa de acai os
parasitas apresentaram-se modveis e ativos por até 8 horas, sendo,

portanto, o caldo de cana mais propicio a sobrevivéncia do parasita.

O método molecular padronizado, testado nas amostras de alimentos
contaminados com triatomineos infectados, foi eficiente para detectar

T. cruzi, com melhor desempenho para o sedimento dos alimentos.

A pesquisa de matérias estranhas em alimentos é de grande valia

como analise auxiliar nos esclarecimentos de surtos de doenga de
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Chagas aguda, possibilitando a confirmacdo da presenca de

fragmentos de triatomineos.
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